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RESUMEN 

Los síndromes mielodisplásicos (SMD) constituyen un grupo heterogéneo de 

enfermedades de naturaleza clonal caracterizadas por presentar una hematopoyesis 

ineficaz, citopenias y riesgo variable de evolución a leucemia mieloide aguda (LMA) 

secundaria. En la última década, las nuevas tecnologías de secuenciación masiva han 

revelado que más del 80 % de pacientes con SMD presenta mutaciones somáticas y 

que éstas pueden agruparse en diversas categorías en función de las rutas biológicas 

que se vean alteradas. Además, se ha visto que existen patrones de concurrencia y 

exclusión entre estas categorías de mutaciones. La adquisición secuencial y la 

concurrencia entre estas mutaciones desencadenan, en parte, el desarrollo de la 

enfermedad y genera la heterogeneidad clínica característica de los SMD.  

Las mutaciones en factores de splicing aparecen a menudo simultáneamente con 

mutaciones en reguladores epigenéticos como es el caso de los genes U2 Small Nuclear 

RNA Auxiliary Factor 1 (U2AF1) y Ten-eleven translocation 2 (TET2) que se encuentran 

co-mutados en un 13 % de los casos. A pesar de su prevalencia, los efectos de la 

concurrencia en las mutaciones en U2AF1 y TET2 no han sido estudiados. Por ello, en 

esta tesis nos propusimos estudiar esta cooperación cruzando, en primer lugar, dos 

líneas mutantes de ratón generadas mediante el sistema de edición genética 

CRISPR/Cas9. El efecto de estas alteraciones sobre la hematopoyesis de las tres líneas 

mutantes, U2af1mut/+, Tet2-/- y U2af1mut/+ Tet2-/-, fue examinado mediante el hemograma, 

citometría de flujo (CF), análisis morfológicos, ensayos de Unidades Formadoras de 

Colonias (CFU) y estudios funcionales como el trasplante hematopoyético. Para 

finalizar, se realizó un análisis transcriptómico mediante secuenciación de ARN (ARN-

seq) para detectar los posibles cambios en el patrón de splicing entre las líneas 

mutantes y los controles. 

La línea mutante U2af1mut/+ no presentó ninguna alteración destacable de la 

hematopoyesis ni en ratones jóvenes (12-13 semanas) ni envejecidos (2 años). Sin 

embargo, sus células madre y progenitoras hematopoyéticas (HSPC) fueron incapaces 

de injertar en la médula ósea de ratones trasplantados. En el caso de los ratones 

mutantes Tet2-/-, observamos un incremento de células mieloides, esplenomegalia, 

aumento del compartimento LSK (HSPC con inmunofenotipo Linaje- Sca-1+ c-kit+) y, en 

los experimentos de trasplante, una capacidad de reconstitución hematopoyética 

superior a la de los controles. Por último, la cooperación de ambas alteraciones en la 

línea doble mutante U2af1mut/+ Tet2-/-, no mostró un efecto sinérgico entre ellas. Así pues, 

se detectaron variaciones en los progenitores mieloeritroides y un aumento significativo 
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de células mieloides y LSK. No obstante, igual que ocurría con la línea U2af1mut/+, las 

HSPC no producían prendimiento en los ratones trasplantados. A pesar de las 

alteraciones observadas, ninguna de las tres líneas mutantes desarrollaba SMD ni 

fallecía antes que los controles. 

Respecto al análisis transcriptómico, el salto de exón fue el evento de splicing 

alternativo observado con mayor frecuencia en las líneas U2af1mut/+, Tet2-/- y U2af1mut/+ 

Tet2-/-. Únicamente un 6.6 % del total de genes que presentaba eventos de splicing 

alternativo fueron coincidentes en las tres líneas mutantes. A pesar de que en el análisis 

bioinformático se detectaron alteraciones en las rutas biológicas relacionadas con el 

ciclo celular, en los ratones U2af1mut/+, y el daño al ADN, en las líneas U2af1mut/+ y 

U2af1mut/+ Tet2-/-, en la validación mediante CF no se encontraron variaciones respecto 

a los controles. 

Para concluir, nuestros datos sugieren que, a pesar de producirse alteraciones en la 

hematopoyesis, la cooperación entre la mutación en U2af1 y la pérdida de Tet2 es 

insuficiente para iniciar SMD en ratón.  

  



Resúmenes 

 
 

ABSTRACT 

Myelodysplastic syndromes (MDS) comprise a heterogeneous group of clonal 

malignancies characterized by ineffective hematopoiesis, cytopenia and a variable risk 

of progression to secondary acute myeloid leukemia (AML). In the last decade, next-

generation sequencing technologies have deciphered that more than 80 % of MDS 

patients have somatic mutations and that those can be grouped into several categories 

depending on which biological routes have been altered. Furthermore, it has been 

observed that there are concurrency and exclusion patterns among these mutation 

categories. The sequential acquisition and the concurrency between these driver 

mutations trigger, in part, the development of the disease and generate the clinical 

heterogeneity characteristic of MDS. 

The splicing factor mutations often occur simultaneously with mutations in epigenetic 

regulators such as the U2 Small Nuclear RNA Auxiliary Factor 1 (U2AF1) and Ten-

eleven translocation 2 (TET2) genes, which are found co-mutated in 13 % of cases. 

Despite their prevalence, the effects of concurrence in mutations in U2AF1 and TET2 

have not been studied. Consequently, in this thesis we aim to study this cooperation. 

Firstly, we crossed two mutant mouse lines that were previously generated using the 

CRISPR/Cas9 gene editing system. The effects of these alterations on hematopoiesis in 

the three mutant lines, U2af1mut/+, Tet2-/- y U2af1mut/+ Tet2-/-, was examinated by the blood 

counts, flow cytometry (FC), morphological analysis, Colony Forming Units assays 

(CFU) and functional studies such as the hematopoietic transplantation. Finally, 

transcriptomic analysis was peformed by RNA sequencing (RNA-seq) to detect possible 

splicing pattern changes between mutant lines and control samples. 

U2af1mut/+ mutant line did not present any remarkable alteration of hematopoiesis in 

either in young (12-13 weeks) or aged (2 years) mice. However, their hematopoietic stem 

and progenitor cells (HSPC) were unable to engraft into the bone marrow of transplanted 

mice. In the case of Tet2-/- mutant mice, we observed an increase of myeloid cells, 

splenomegaly, an increased LSK compartment (HSPC: Lineage- Sca-1+ c-kit+) and an 

enhanced ability, relative to wild-type, to reconstitute hematopoiesis in transplantation 

assays. Finally, the cooperation of both alterations in U2af1mut/+ Tet2-/- double mutant line 

did not show a synergistic effect between them. Nonetheless, the myeloerythroid 

progenitors were altered and also myeloid and LSK cells were increased. However, as 

in the U2af1mut/+ line, HSPC did not produce any engraftment in transplanted mice. 

Despite the observed alterations, none of the three mutant lines developed MDS or die 

earlier than control mice. 
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Regarding the transcriptomic analysis, exon skipping was the most frequently 

observed alternative splicing event in the U2af1mut/+, Tet2-/- y U2af1mut/+ Tet2-/- lines. Only 

6.6 % of the total number of genes showing alternative splicing events were coincident 

in the three mutant lines. Although the bioinformatic analysis revealed alterations in 

biological pathways related to the cell cycle in the U2af1mut/+ mice and DNA damage in 

the U2af1mut/+ and U2af1mut/+ Tet2-/- lines, the validation by CF found no variations with 

respect to the controls. 

In conclusion, our data suggest that, despite alterations in hematopoiesis, the 

cooperation between U2af1 mutation and Tet2 loss is insufficient to initiate MDS in mice. 
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RESUM 

Les síndromes mielodisplàstiques (SMD) constituïxen un grup heterogeni de 

malalties de naturalesa clonal caracteritzades per presentar una hematopoesi ineficaç, 

citopènies i risc variable d'evolució a leucèmia mieloide aguda (LMA) secundària. En 

l'última dècada, les noves tecnologies de seqüenciació massiva han revelat que més del 

80 % de pacients amb SMD presenta mutacions somàtiques i que aquestes poden 

agrupar-se en diverses categories en funció de les rutes biològiques que es vegen 

alterades. A més, s'ha vist que hi ha patrons de concurrència i exclusió entre aquestes 

categories de mutacions. L'adquisició seqüencial i la concurrència entre aquestes 

mutacions desencadenen, en part, el desenvolupament de la malaltia i genera 

l'heterogeneïtat clínica característica de les SMD. 

Les mutacions en factors de splicing apareixen sovint simultàniament amb mutacions 

en reguladors epigenètics com és el cas dels gens U2 Small Nuclear RNA Auxiliary 

Factor 1 (U2AF1) i Ten-eleven translocation 2 (TET2) que es troben co-mutats en un 13 

% dels casos. A pesar de la seua prevalença, els efectes de la concurrència en les 

mutacions en U2AF1 i TET2 no han sigut estudiats. Per això, en aquesta tesi ens vam 

proposar estudiar aquesta cooperació creuant, en primer lloc, dos línies mutants de ratolí 

generades per mitjà del sistema d'edició genètica CRISPR/Cas9. L'efecte d'aquestes 

alteracions sobre l'hematopoesi de les tres línies mutants, U2af1mut/+, Tet2-/- i U2af1mut/+ 

Tet2-/-, va ser examinat per mitjà de l'hemograma, citometría de flux (CF), anàlisis 

morfològiques, assajos d'Unitats Formadores de Colònies (CFU) i estudis funcionals 

com el trasplantament hematopoètic. Per últim, es va realitzar l’anàlisi transcriptòmic per 

mitjà de seqüenciació d'ARN (ARN-seq) per a detectar els possibles canvis en el patró 

de splicing entre les línies mutants i els controls. 

La línia mutant U2af1mut/+ no va presentar cap alteració destacable de l'hematopoesi 

ni en ratolins jóvens (12-13 setmanes) ni envellits (2 anys). No obstant això, les seues 

cèl·lules mare i progenitores hematopoetiques (HSPC) van ser incapaços d'empeltar en 

la medul·la òssia de ratolins trasplantats. En el cas dels ratolins mutants Tet2-/-, 

observarem un increment de cèl·lules mieloides, esplenomegàlia, augment del 

compartiment LSK (cèl·lules mare amb inmunofenotip Llinatge- Sca-1+ c-kit+) i, en els 

experiments de trasplantament, una capacitat de reconstitució hematopoética superior 

a la dels controls. Finalment, la cooperació d'ambdues alteracions en la línia doble 

mutant U2af1mut/+ Tet2-/-, no va mostrar un efecte sinèrgic entre elles. Així, doncs, es van 

detectar variacions en els progenitors mieloeritroids i un augment significatiu de cèl·lules 

mieloides i LSK. No obstant això, igual que ocorria amb la línia U2af1mut/+, les HSPC no 
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produïen empelt en els ratolins trasplantats. A pesar de les alteracions observades, cap 

de les tres línies mutants desenvolupava SMD ni moria abans que els controls. 

Respecte a l'anàlisi transcriptòmic, el salt d'exó va ser l'esdeveniment de splicing 

alternatiu observat amb major freqüència en les línies U2af1mut/+, Tet2-/- i U2af1mut/+      

Tet2-/-. Únicament un 6.6 % del total de gens que presentava esdeveniments de splicing 

alternatiu van ser coincidents en les tres línies mutants. Encara que en l'anàlisi 

bioinformàtica es van detectar alteracions en les rutes biològiques relacionades amb el 

cicle cel·lular, en els ratolins U2af1mut/+, i el dany a l'ADN, en les línies U2af1mut/+ i 

U2af1mut/+ Tet2-/-, en la validació per mitjà de CF no es van trobar variacions respecte als 

controls. 

Per a concloure, les nostres dades suggerixen que, a pesar de produir-se alteracions 

en l'hematopoesi, la cooperació entre la mutació en U2af1 i la pèrdua de Tet2 és 

insuficient per a iniciar SMD en ratolí. 
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INTRODUCCIÓN 

1. Hematopoyesis 

La hematopoyesis es el proceso biológico mediante el cual se forman los 

componentes celulares de la sangre a partir de la proliferación y diferenciación de las 

células madre hematopoyéticas (HSC, del inglés Hematopoietic Stem Cells). A nivel 

general, en este proceso se generan tres tipos de células: eritrocitos (también llamados 

glóbulos rojos o hematíes), plaquetas y leucocitos (o glóbulos blancos). La función de 

los eritrocitos consiste en transportar oxígeno y dióxido de carbono a través de la sangre. 

Las plaquetas son las encargadas de la coagulación y reparación de heridas. Mientras 

que, los leucocitos defienden el organismo de agentes patógenos participando en 

procesos de inmunidad innata o adquirida. Este último grupo está compuesto por 

diversos tipos celulares como son los linfocitos, eosinófilos, monocitos, basófilos, 

neutrófilos, células NK y células dendríticas.  

Las células sanguíneas maduras presentan una vida media relativamente corta: 120 

días en el caso de los glóbulos rojos, 8-10 días en el de las plaquetas y un tiempo que 

oscila entre unos pocos días a varios años dependiendo del tipo de glóbulo blanco. Por 

ello, para renovar y mantener estables los niveles de estas células en la sangre, es 

necesario que la hematopoyesis se realice durante toda la vida. Tradicionalmente se ha 

considerado la hematopoyesis como un proceso jerárquico que parte de las Long-term 

HSC (LT-HSC) (Figura 1). Las LT-HSC se caracterizan por poseer capacidad 

multipotente y de auto-renovación durante un largo periodo de tiempo (> 3-4 meses).1 

Su diferenciación origina las Short-term HSC (ST-HSC), las cuales conservan la 

capacidad multipotente, pero su habilidad de auto-renovarse dura menos de un mes. 

Estas ST-HSC dan lugar a los progenitores multipotentes (MPP, del inglés Multipotent 

Progenitors) que han perdido completamente su capacidad de auto-renovarse. 

Clasicamente, a partir de este punto, se consideraba que los progenitores se 

comprometían hacia un linaje mieloide o linfoide por vías completamente diferenciadas. 

Sin embargo, publicaciones de los últimos años2–5 han puesto de manifiesto la existencia 

de progenitores con potencial mieloide y linfoide (GMLP, del inglés Granulocyte-

Monocyte-Lymphocyte Progenitor). Así pues, los MPP se diferencian en estos GMLP y 

en progenitores plenamente mieloides (CMP, del inglés Common Myeloid Progenitor). 

Por un lado, dentro de la diferenciación mieloide, los CMP dan lugar a progenitores 

bipotentes: el progenitor pre-granulo-monocítico (Pre GM, del inglés Granulocyte-

Monocyte Progenitor) y el progenitor premegacariocítico-eritroide, (Pre MegE del inglés 
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Pre Megakaryocytic-Erythroid Progenitor). Los pre GM originan GMP, y después de 

diversos pasos de maduración, granulocitos (eosinófilos, basófilos y neutrófilos), 

monocitos y células dendríticas. Los Pre MegE generan finalmente eritrocitos y 

plaquetas. Mientras que, por otro lado, los GMLP producen dentro de la diferenciación 

mieloide, progenitores Pre GM y dentro de la diferenciación linfoide dan lugar a 

progenitores plenamente linfoides (CLP, del inglés Common Lymphoid Progenitor) que 

madurarán en linfocitos B, T y células NK.  

Es importante destacar que este esquema de la hematopoyesis se encuentra en 

continuo cambio a medida que nuevas investigaciones descubren nuevas poblaciones 

con potenciales y marcadores celulares diferentes a los ya descritos. 

 

Figura 1. Esquema de la hematopoyesis. Las LT-HSC se sitúan en la parte superior de la 

jerarquía hematopoyética. Estas células se diferencian en ST-HSC y, a continuación, en MPP. 

Después, se produce una separación entre los progenitores estrictamente mieloides, CMP, y los 

progenitores con capacidad mieloide y linfoide, GMLP. Posteriormente, se produce la 

diferenciación progresiva hacia las distintas células maduras. LT-HSC: Long-term Hematopoietic 

Stem Cells; ST-HSC: Short-term Hematopoietic Stem Cells; MPP: progenitores multipotentes; 

Pre MegE: progenitor premegacariocítico-eritroide; CMP: progenitor común mieloide; GMLP: 

progenitor granulo-monocítico-linfoide; Pre GM: progenitor pre-granulo-monocítico; CLP: 

progenitor común linfoide; MkP: progenitor megacariocítico; Pre CFU-E: progenitor de pre-

unidades formadoras de colonia eritroides; GMP: progenitor granulo-monocítico; Pro-B: 

progenitor linfocitos B; Pro-T: progenitor linfocitos T; PNK: progenitor células NK; CFU-E: 

progenitor unidades formadoras de colonia eritroides; CDP: progenitores comunes de célula 
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dendrítica; Plt: plaquetas; E: eritrocitos; Ba: basófilos; Eo: eosinófilos; Ne: neutrófilos; Ma: 

Macrófagos; CD: célula dendrítica; B: linfocito B; T: linfocito T; NK: células natural killer.  

 

1.1. Órganos hematopoyéticos 

La hematopoyesis presenta diversas etapas, con diferentes patrones espaciales y 

temporales a lo largo de la vida.6 La hematopoyesis primitiva se inicia en el saco vitelino 

a partir de la segunda semana de gestación, y produce principalmente eritrocitos 

primitivos que serán los encargados de proveer de oxígeno a todos los tejidos del 

embrión. A partir de la sexta semana, las células madre migran desde el saco vitelino 

principalmente al hígado, pero también al bazo. Por último, a partir del cuarto mes y 

durante el resto de la vida, se da la hematopoyesis definitiva, donde el tejido 

hematopoyético se limita a la médula ósea que se encuentra en el interior de vértebras, 

esternón, costillas, fémur y pelvis. En condiciones patológicas, el bazo y el hígado 

pueden recuperar su función hematopoyética, generándose un proceso conocido como 

hematopoyesis extramedular que produce un agrandamiento significativo de estos 

órganos. 

Así pues, en la edad adulta los tejidos y órganos que presentan importancia en la 

producción o maduración de células sanguíneas son: 

• Médula ósea: en el momento del nacimiento, la médula ósea roja con capacidad 

hematopoyética, ocupa la totalidad de la cavidad de los huesos. En la edad adulta, 

la médula ósea roja se va sustituyendo por amarilla, con capacidad adiposa, 

limitándose a los huesos del cráneo, esternón, costillas, pelvis, cuerpos vertebrales 

y epífisis de los huesos largos. En la vejez, principalmente se encuentra médula ósea 

roja en los huesos del cráneo y los cuerpos vertebrales. Como se ha descrito 

anteriormente, su función principal es producir todas las células de la sangre 

mediante la hematopoyesis. Además, debido a su capacidad para producir y madurar 

linfocitos se considera un órgano linfoide primario. Los linfocitos B madurarán en la 

médula ósea, mientras que los T viajarán al timo para su maduración. 

• Timo: se encuentra en la zona superior del tórax. A partir de la pubertad, su tamaño 

va disminuyendo hasta quedar completamente atrofiado en la vejez. Se considera 

también un órgano linfoide primario puesto que su función principal consiste en la 

maduración de los linfocitos T. En este proceso se seleccionan aquellos linfocitos T 

que desarrollan receptores contra antígenos externos (selección positiva), pero no 

muestran afinidad para antígenos propios (auto-antígenos).  
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• Bazo: es considerado un órgano linfoide secundario y se encuentra situado por detrás 

del estómago. Posee dos tipos de tejidos, la pulpa blanca y la pulpa roja. La primera, 

está formada por tejido linfoide donde se produce la presentación de antígenos a los 

linfocitos B y T para producir su activación. La pulpa roja se encarga de filtrar la 

sangre para retirar los eritrocitos viejos o defectuosos que han visto reducida su 

función de transportar oxígeno. Debido a fallos en la hematopoyesis, en ocasiones 

se produce un agrandamiento del tamaño del bazo conocido como esplenomegalia, 

que puede deberse a diversos motivos como acumulación indiscriminada de 

plaquetas o eritrocitos, hematopoyesis extramedular, infecciones víricas, etc. 

• Ganglios linfáticos: considerado también un órgano linfoide secundario. Junto a los 

vasos linfáticos conforman el sistema linfático. Su función consiste en filtrar los 

antígenos que circulan en la linfa y presentarlos a los linfocitos B y T para activarlos. 

 

1.2. Hematopoyesis en el ratón 

La hematopoyesis ha sido ampliamente estudiada en el ratón dada la facilidad para 

examinar la funcionalidad de los progenitores y las HSC mediante ensayos de colonias 

y trasplante. Sin embargo, se debe tener en cuenta que, a pesar de que el perfil 

transcripcional de las células hematopoyéticas humanas se encuentra muy conservado 

en el ratón,7 se ha visto que existen diferencias destacables entre ambos organismos.  

A nivel general, los humanos y los ratones difieren, entre otros, en tamaño, vida 

media, maduración y en la exposición a patógenos. Así pues, estas diferencias afectan, 

por ejemplo, al número y la proporción de células madre y progenitoras (HSPC). Ya que, 

al presentar los humanos un mayor tamaño, la demanda proliferativa de estas células 

también es mayor, lo que afecta a su balance entre auto-renovación y diferenciación.8 

Las proporciones de leucocitos también son bastante diferentes. Mientras que, en los 

humanos el 50-70 % de los leucocitos son neutrófilos y el 30-50 % son linfocitos, en los 

ratones el porcentaje de neutrófilos únicamente alcanza el 10-25 % mientras que el de 

los linfocitos supone el 75-90 %.9  

Por otro lado, como se puede ver en la Figura 2, las HSC humanas y murinas poseen 

antígenos de superficie diferentes.10,11 Entre estas variaciones, destacamos por su 

importancia en nuestro estudio, el compartimento LSK (inmunofenotipo Linaje- Sca-1+ c-

kit+) ya que comprende la fracción de células más inmadura dentro de la hematopoyesis 

del ratón. La ausencia de marcadores de linaje implica que estas células no presentan 

ninguno de los antígenos de superficie característicos de las células maduras, como son 
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habitualmente: Ter119 específico del linaje eritroide, Mac-1 y Gr-1 representativo de 

macrófagos y granulocitos principalmente, B220 propio de linfocitos B y CD4 y CD8 

típicos de linfocitos T.12  

 
 

Figura 2. Marcadores hematopoyéticos en humano y ratón. GMLP: progenitor granulo-

monocítico-linfoide; CMP: progenitor común mieloide; Pre MegE: progenitor premegacariocítico-

eritroide; GMP: progenitor granulo-monocítico; MkP: progenitor megacariocítico; EP: progenitor 

eritroide; GP: progenitor granulocitos; MacP: progenitor macrófagos; CDP: progenitores comunes 

de célula dendrítica; Pro-B: progenitor linfocitos B; Pro-T: progenitor linfocitos T; Pro-NK: 

progenitor células NK; NK: células natural killer. (Modificado de Chotinantakul, et al., 2012)10. 

 

2. Síndromes mielodisplásicos (SMD) 

Los síndromes mielodisplásicos (SMD) comprenden un grupo heterogéneo de 

enfermedades de naturaleza clonal caracterizadas por presentar una hematopoyesis 

ineficaz, citopenias (disminución en el número de células sanguíneas), displasia 

(alteraciones morfológicas celulares) y un riesgo variable de progresión a leucemia 

mieloide aguda (LMA) secundaria.13–15 Los SMD se originan cuando las HSC o las 

células progenitoras de la médula ósea adquieren alteraciones genéticas somáticas que 

impiden su correcto funcionamiento16–18. Como consecuencia, el número de células 
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inmaduras (blastos) en médula ósea y sangre periférica aumenta, a la vez que se reduce 

el número de células maduras normales, produciéndose infecciones, hemorragias y 

anemias, entre otros.19 

 

2.1. Epidemiología y etiología 

Los SMD afectan fundamentalmente a personas de más de 60 años (mediana de 

edad de 75 años). Actualmente, su incidencia es de 3 - 5 casos por cada 100 000 

habitantes en España, siendo más elevada en hombres que en mujeres.20 Dado que es 

una enfermedad asociada al envejecimiento, el ratio de incidencia es muy bajo en 

personas menores de 40 años ( 0.1 casos por 100 000 habitantes). Sin embargo, 

aumenta a 50 casos/100 000 habitantes en personas mayores de 75 años.20 Como 

consecuencia del envejecimiento poblacional, en los últimos años se ha producido un 

incremento de la incidencia y prevalencia de casos de SMD, traduciéndose en un 

aumento del número de muertes. 

La etiología de los SMD se desconoce todavía con exactitud. No se sabe cuál es el 

suceso patogénico inicial, pero el desarrollo y la progresión de la enfermedad parecen 

seguir un proceso escalonado de adquisición progresiva de alteraciones genéticas de 

las que se hablará en detalle más adelante. De acuerdo con la etiología, los SMD se 

pueden clasificar en primarios y secundarios. La mayoría de casos son primarios o de 

novo. Sin embargo, alrededor de un 10-15 % de los pacientes desarrolla SMD 

secundario tras haberse sometido a un tratamiento de radiación o de quimioterapia con 

agentes alquilantes o inhibidores de la topoisomerasa, para tratar otro tipo de cáncer.21–

23 

 

2.2. Sintomatología  

Los síntomas que padecen los pacientes de SMD habitualmente son generados por 

la presencia de citopenias. En caso de eritrocitopenia (hemoglobina < 10 g/dL), los 

pacientes muestran síntomas comunes de anemia como son: palidez, fatiga y cefalea. 

Si poseen trombocitopenia (plaquetas < 100 x 109/L), presentan problemas de 

coagulación que se hacen visibles a través de hemorragias y por la mayor tendencia a 

la formación de hematomas. Por último, en caso de neutropenia (neutrófilos < 1.8 x 

109/L), suelen sufrir infecciones de forma recurrente.20 Además, para compensar la 

desregulación hematopoyética, los pacientes pueden desarrollar hematopoyesis 
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extramedular, lo que provoca un agrandamiento del tamaño del hígado (hepatomegalia) 

o del bazo (esplenomegalia). 

 

2.3. Diagnóstico 

Para establecer un diagnóstico de SMD, es necesario que el paciente se someta a 

diversos análisis tanto en sangre periférica como en médula ósea. Pero, además, el 

médico debe obtener una historia clínica lo más detallada posible, considerándose 

imprescindible que queden reflejados tanto posibles síntomas de anemia, hemorragia o 

infección, como la posible exposición a tóxicos (tabaco, alcohol, metales pesados...), 

fármacos o radioterapia. A continuación, se resumen las pruebas que se consideran 

imprescindibles para poder llegar a un diagnóstico de SMD, según la Guía Española de 

SMD y LMMC elaborada por el Grupo Español de Síndromes Mielodisplásicos 

(GESMD).20 

Por un lado, a partir de una muestra de sangre periférica se obtiene el hemograma 

completo, para cuantificar las células maduras de las diferentes líneas, y se realiza un 

frotis tiñendo con May-Grünwald Giemsa para valorar los rasgos de displasia que se 

puedan encontrar. Además, con el fin de poder descartar otras posibles causas de 

citopenia y/o displasia, se realizan ensayos complementarios como, por ejemplo, 

pruebas de detección de los niveles de vitamina B12, ácido fólico, eritropoyetina, estudio 

del metabolismo del hierro, test serológicos de VIH, VHB, VHC, etc. 

Por otro lado, a partir de una muestra de aspirado medular se realiza un estudio 

morfológico empleando la tinción de May-Grünwald Giemsa nuevamente y la tinción de 

Perls. En el primer caso, se cuentan al menos 500 células y se evalúa la proporción de 

blastos y el porcentaje de displasia en cada una de las líneas de la serie mieloide. Se 

considera que una línea es displásica si posee un 10 % o más de blastos. Si el 

porcentaje de blastos mieloides supera el 20 % se considera una LMA.24–27 La tinción 

de Perls se emplea para realizar el recuento de sideroblastos (eritroblastos con 

depósitos de hierro).28 Además, en médula ósea también se realiza un estudio 

citogenético convencional de, al menos, 20 metafases para detectar las anomalías 

cromosómicas más recurrentes (Tabla 1). En algunos casos, este análisis deberá ser 

complementado con técnicas más sensibles como la hibridación fluorescente in situ 

(FISH) o la hibridación genómica comparativa (CGH arrays).29 Por último, en términos 

generales, si se detecta un porcentaje ≥ 5 % de sideroblastos, se debe estudiar la 

presencia de mutaciones en el gen SF3B1.30,31 En algunos casos, es necesaria una 
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biopsia de médula ósea para completar el diagnóstico. Aunque, actualmente hay grupos 

que ya consideran esta prueba imprescindible en todos los casos.32 

Tabla 1. Alteraciones citogenéticas recurrentes en los SMD.20 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Una vez realizadas todas las pruebas imprescindibles, el paciente debe cumplir dos 

prerrequisitos y al menos uno de los requisitos decisivos descritos en la Tabla 2 para 

confirmar el diagnóstico de SMD. En caso de no cumplirse ninguno de los criterios 

decisivos, se emplean los co-criterios para determinar un caso con “sospecha alta de 

SMD”. Por este motivo, habitualmente es necesario llevar a cabo pruebas 

complementarias para alcanzar el diagnóstico, como son el análisis de linfocitos T o 

células CD34+ por CF. Además, debido a que, como se explicará más adelante en 

profundidad, el 80-90 % de los pacientes presenta mutaciones somáticas en el momento 

del diagnóstico, cada vez es más habitual que para alcanzar un diagnóstico se realicen 

estudios de secuenciación masiva (NGS) para detectar alteraciones en los genes más 

frecuentemente mutados (TET2, SF3B1, ASXL1, DNMT3A, SRSF2, RUNX1, TP53, 

U2AF1, EZH2, ZRSR2, STAG2, CBL, NRAS, JAK2, SETBP1, IDH1, IDH2 y ETV6).14,33–

35 Esto contribuye no sólo a la estratificación de los pacientes durante el diagnóstico, 

sino también a la evaluación del pronóstico. 

 

 

 

 

No balanceadas Balanceadas 

+8 t(11;16)(q23.3;p13.3) 

-7/7q- t(3;21)(q26.2;q22.1) 

-5/5q- t(1;3)(p36.3;q21.2) 

20q- t(2;11)(p21;q23.3) 

-Y inv(3)(q21.3;q26.2)  
i(17)(q10) ó t(17p) t(3;3)(q21.3;q26.2) 

-13 ó del(13q) t(6;9)(p23;q34.1) 

del(11q)  

del(12p) ó t(12p)  

idic(X)(q13)  
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 Tabla 2. Criterios mínimos para el diagnóstico de SMD.20 

 

MO: médula ósea. SP: sangre periférica. CF: citómetría de flujo. NGS: secuenciación de nueva generación. 

 

2.4. Clasificación según la OMS 

En 1982 se estableció la primera clasificación diagnóstica de los SMD por el grupo 

Franco-Americano-Británico (FAB).36 Ésta se mantuvo en vigor hasta que en 2002 la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) propuso una nueva clasificación que se ha ido 

revisando y modificando hasta llegar a la última versión actualizada en 2017.37 Esta 

actualización permite clasificar los SMD según el número de blastos y criterios 

morfológicos y citogenéticos principalmente, aunque también se incorporaron las 

mutaciones en el gen SF3B1 como marcador de gran valor diagnóstico (Tabla 3).  

 

 

 

 

 

 

 

A. Prerrequisitos 

 

 (ambos se deben cumplir) 

1.  Citopenia constante (6 meses) en una o más de las líneas eritroide, 

neutrofílica o plaquetar (excepción: presencia de un exceso de 

blastos y anomalías citogenéticas relacionadas con SMD que por sí 

son diagnósticas de SMD). 

2. Exclusión de enfermedades hematológicas y no hematológicas 

como causa de citopenia/displasia. 

 

B. Criterios decisivos  

(relacionados con el SMD) 

 

(se debe cumplir al menos uno) 

1.   Displasia ≥ 10 % de células en 1 o más líneas mieloides en MO 

2.   5-19 % de blastos en MO (o 2-19 % en SP). 

3.   ≥ 15 % sideroblastos en anillo. 

      ≥ 5 % sideroblastos en anillo en presencia de mutación SF3B1. 

4.   Anomalías cromosómicas típicas (+8, -7, 5q-, 20q-, otras). 

C. Co-criterios 
Si se cumple (A) pero NO 

(B), y presenta clínica. 

1.   Alteraciones histológicas en la MO.                                                                                                                                                                                       

2.   Fenotipo atípico en MO por 

CF.                                                                                                                                                                                                                                           

3.   Clonalidad (detectada por NGS). 

El diagnóstico de SMD se establece ante la presencia de los prerrequisitos (A) junto con, al menos, 

uno de los criterios decisivos (B). En ausencia de criterio decisivo (B), el cumplimiento de los co-

criterios (C) ayuda a establecer la condición de “sospecha alta de SMD”. 
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Tabla 3. Clasificación de los SMD según OMS (2017).20 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a Si hay mutación en SF3B1. 
b Cualquier anomalía citogenética a menos que cumpla criterios de SMD con del(5q-) aislada. 
c La presencia de bastones de Auer en blastos define cualquier tipo de SMD como SMD-EB-2 independientemente 
del porcentaje de blastos. 
d Recuento realizado al menos en dos ocasiones separadas. 
e Los casos con ≥ 15 % de sideroblastos en anillo tienen por definición displasia eritroide. 
MO: médula ósea. SP: sangre periférica. SA: sideroblastos en anillo. 

 

2.5. Pronóstico (IPSS-R) 

Como se ha comentado anteriormente, los SMD comprenden un grupo heterogéneo 

de enfermedades. Por ello, presentan un pronóstico muy variable en cuanto a 

supervivencia global y riesgo de evolución a LMA secundaria. Los esfuerzos por 

alcanzar criterios pronósticos, con el fin de adaptar el tratamiento al riesgo estimado, 

han sido notables. En 1997, comenzó a emplearse en la práctica clínica el Índice 

Pronóstico Internacional (IPSS) que empleaba variables analíticas como el número de 

blastos o de citopenias y variables citogenéticas para clasificar a los pacientes dentro 

de 4 grupos de riesgo: bajo, intermedio-1, intermedio-2, alto.38 Sin embargo, esta 

clasificación presentaba algunas limitaciones como: no evaluar la citogenética en un 

número elevado de pacientes, establecer inadecuadamente el riesgo para muchas de 

estas alteraciones, asignar mayor peso pronóstico al porcentaje de blastos que a la 

citogenética, así como no reconocer otras características con peso pronóstico 

SP MO

SMD con displasia unilínea

SMD-DU 1 1 - 2 <15/<5a <1 <5 NO Cualquierab

SMD con displasia multilínea

SMD-DM 2 -3 1 - 3 <15/<5a <1 <5 NO Cualquierab

SMD con SA:

SMD-SA-DU 1 1 - 2

SMD-SA-DM 2 - 3 1 - 3

SMD con del(5q) aislada 1 - 3 1 - 2
Ninguno o 

alguno
<1 <5 NO

Del(5q) sólo o 

con 1 anomalía 

adicional 

(excepto -7 o 

del(7q))

SMD con exceso de blastos:

SMD-EB-1 2 – 4 5 - 9 NO

SMD-EB-2 5 - 19 10 - 19 SÍc/ NO

SMD inclasificable:

Con 1% de blastos en SP 1 - 3 1 - 3
Ninguno o 

alguno
1d <5 NO Cualquiera

Con displasia en una línea y 

pancitopenia
1 3

Ninguno o 

alguno
<1 <5 NO Cualquiera

Basado en alteraciones 

citogenéticas
0 1 - 3 <15e <1 <5 NO

Anomalía 

citogenética 

definitoria de 

SMD

                

Cualquierab

                       

xxxxxxxxxxxx 

Cualquiera

                        

xxxxxxxxx 

Ninguno o 

alguno

xxxxxxxxxx

xxxxxxxx                                                                                                                                       

1 - 3

               

xxxxxxxxxx         

1 - 3

Bastones de 

Auer

                        

≥15/≥5a

                               

<1

                              

<5

                             

NO

Líneas 

displásicas
Citopenias SA (%)

Blastos (%)
Citogenética
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demostrado.39 No fue hasta 2012 que se obtuvo un IPSS-Revisado (IPSS-R)40 que 

incluía una nueva categorización de las alteraciones citogenéticas (Tabla 4) propuesta 

por Schanz y colaboradores41. De esta forma, se mejoraba la estratificación pronóstica 

de los pacientes en 5 grupos (muy bajo, bajo, intermedio, alto y muy alto) con índices 

de supervivencia global y riesgo de evolución a LMA secundaria muy diferenciados.42–

44  

Tabla 4. Categorías citogenéticas incluidas en el IPSS-R.41 

 
Anomalías citogenéticas 

Subgrupo 
pronóstico 

Muy bueno 
o -Y 

o del(11q) 

Bueno 

o Normal 

o del(5q) 

o del(12p) 

o del(20q) 

o Anomalías dobles que incluyen del(5q) (excepto con -7 o del(7q)) 

Intermedio 

o del(7q) 

o +8 

o +19 

o i(17q) 

o Cualquier otra anomalía única o doble en clones independientes 

Pobre 

o -7 

o inv(3)/t(3q)/del3q 

o Anomalías dobles que incluyen -7/del(7q)) 

o Anomalías complejas con 3 anomalías 

Muy pobre o > 3 anomalías complejas 

 

Como se puede observar en la Tabla 5, de la misma forma que ocurría con el IPSS, 

el IPSS-R se calcula asignando puntos a las diferentes variables: grupo citogenético, 

porcentaje de blastos en médula ósea y nivel de hemoglobina, plaquetas y granulocitos. 

El número que se obtiene de la suma de todos esos puntos, es el que nos informa del 

riesgo calculado y se emplea para estratificar a los pacientes proporcionándoles el 

tratamiento más adecuado a su condición (Tabla 6). 
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Tabla 5. Variables pronósticas del IPSS-R con sus respectivas puntuaciones.40 

 

MO: médula ósea 

 

Tabla 6. Grupos pronóstico de riesgo según el IPSS-R.40 

Grupo de riesgo Puntuación total 

Muy bajo ≤ 1.5 

Bajo > 1.5 - 3 

Intermedio > 3 - 4.5 

Alto > 4.5 - 6 

Muy alto > 6 

 

A pesar de que se ha visto que más del 80 % de pacientes con SMD y más del 50 % 

de pacientes con cariotipo normal presentan mutaciones somáticas,14,34,35 actualmente 

estas alteraciones no se incluyen en el IPSS-R. Sin embargo, se ha demostrado que 

mutaciones en genes como TP53, EZH2, ETV6, RUNX1, ASXL1 y SRSF2 proporcionan 

por sí solas un pronóstico desfavorable para el paciente.14,15,33,34,45,46 De la misma forma 

que las mutaciones en SF3B1 confieren un pronóstico favorable, sobre todo si se 

presenta como una única alteración.30,31,47,48 Además, también se ha asociado un mayor 

número de mutaciones somáticas con un peor pronóstico.35 Por ello, en los últimos años, 

se está realizando un gran esfuerzo por revisar el IPSS-R e incorporar el peso de estas 

mutaciones somáticas.33,49 Este nuevo algoritmo pasará a llamarse IPSS-Molecular 

(IPSS-M). Las variables de riesgo candidatas serán los recuentos sanguíneos, los 

blastos, la citogenética y 38 mutaciones genéticas. Esta nueva fórmula estratificará a 

los pacientes en 6 grupos de riesgo: muy bajo, bajo, moderadamente bajo, 

moderadamente alto, alto y muy alto.50 

 

 

 

 Puntuación 

 0 
 

0.5 
 

1 
 

1.5 
 

2 
 

3 
 

4 
 

Grupo riesgo 

citogenético 

Muy 

bueno 
- Bueno - Intermedio Pobre 

Muy 

pobre 

Blastos MO (%) 0 - 2 - 3 - 4.9 - 5 - 10 > 10 - 

Hemoglobina (g/dL) ≥ 10 - 8 - 9.9 < 8 - - - 

Plaquetas (x109 L) ≥ 100 50 - 99 < 50 - - - - 

Granulocitos (x109 L) ≥ 0.8 < 0.8 - - - - - 
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2.6. Tratamiento 

A continuación, se resume el actual protocolo de tratamiento para pacientes con SMD 

recomendado por el GESMD.20 A pesar de que el IPSS-R clasifica a los pacientes en 5 

categorías de riesgo (muy bajo, bajo, intermedio, alto, muy alto), a la hora de seleccionar 

el tratamiento más adecuado, éstos se dividen en dos grupos: bajo riesgo (puntuación 

IPSS-R < 3.5) y alto riesgo (puntuación IPSS-R > 3.5).51 Independientemente del grupo 

de riesgo al que pertenezcan, el tratamiento principal siempre irá acompañado de un 

tratamiento de soporte que tendrá como objetivo paliar los síntomas provocados por la 

enfermedad. Por ejemplo, para el tratamiento de la anemia puede ser necesario realizar 

un soporte transfusional o tratar al paciente con agentes estimulantes de la eritropoyesis 

(como el Luspatercept); igualmente, para tratar las consecuencias derivadas de la 

neutropenia (infecciones, principalmente) es habitual dispensar antibióticos; por último, 

la administración de agentes estimulantes de la trombopoyetina (como son el 

Eltrombopag o el Romiplostim) o trasfusiones de plaquetas, pueden paliar los síntomas 

de la trombocitopenia. 

Por un lado, los pacientes de SMD de bajo riesgo, poseen una supervivencia global 

superior,40 por ello, el objetivo del tratamiento es disminuir los efectos de las citopenias 

y mejorar la calidad de vida. En caso de tratarse de pacientes asintomáticos, no es 

necesario realizar ningún tipo de tratamiento. Pero, será necesario reevaluar la situación 

realizando un análisis sanguíneo cada 3 - 4 meses. El síntoma más habitual suele ser 

la anemia, para la cual se administra el tratamiento de soporte detallado anteriormente. 

Si el paciente posee una anemia severa, será necesaria una transfusión y además 

deberá ser tratado con factores estimulantes de la maduración de los eritrocitos, agentes 

inmunosupresores, inmunomoduladores o hipometilantes, en función de la presencia o 

ausencia de la deleción 5q y de sideroblastos en anillo.52,53 El tratamiento de elección 

para el SMD con deleción 5q es la lenalidomida. En algunos casos puntuales, será 

necesario realizar un trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (Alo-TPH). 

El alo-TPH es un procedimiento en el cual un paciente recibe HSPC de un donante 

compatible, con el fin de restaurar el correcto funcionamiento de su médula ósea, 

después de superar un tratamiento de quimioterapia y/o radioterapia. 

Por otro lado, el tratamiento de los pacientes de SMD de alto riesgo, tiene como 

objetivo principal aumentar su esperanza de vida y disminuir la probabilidad de que se 

desarrolle una LMA secundaria. Por ello, en términos generales, son tratados con 

agentes hipometilantes, por ejemplo, azacitidina o decitabina, hasta encontrar, si es 

posible, un donante compatible para realizar un Alo-TPH.54 
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Por último, cabe destacar que, el Alo-TPH es actualmente la única alternativa 

terapéutica curativa en pacientes con SMD. El resto de terapias y medicamentos 

intentan paliar los síntomas y consecuencias de esta enfermedad. Sin embargo, debido 

a que la mediana de edad de los pacientes con SMD es de 75 años y que habitualmente 

presentan comorbilidades, sólo una minoría son candidatos a recibir el Alo-TPH.55 

 

2.7. Mutaciones somáticas en SMD 

En la última década, diversos grupos de investigación han secuenciado el genoma, 

exoma o transcriptoma de pacientes con SMD y han observado que más del 80 % 

presenta mutaciones somáticas.14,34,35 La adquisición secuencial y la concurrencia entre 

estas mutaciones desencadena, en parte, el desarrollo de la enfermedad56 y genera la 

heterogeneidad clínica característica de los pacientes de SMD.14,34 

Aunque el número de genes con mutaciones driver encontrado en los pacientes de 

SMD es amplio, a nivel general, se pueden organizar según su función celular en 6 

grupos: 

a) Factores de splicing: es el grupo de genes que se encuentra mutado en mayor 

frecuencia, afectando aproximadamente al 50-60 % de los pacientes.57 En él se 

incluyen las mutaciones que afectan a las proteínas que forman el spliceosoma, la 

maquinaria encargada de realizar el splicing del ARN. Estas alteraciones ocurren en 

las primeras etapas de la enfermedad, considerándose mutaciones fundadoras. 

Además, por lo general son excluyentes entre sí (aunque se han detectado algunos 

casos puntuales de simultaneidad)58 y, habitualmente, se encuentran en 

heterocigosis, lo que subraya la necesidad de la célula de conservar al menos una 

copia wild-type para su supervivencia.59 

Las mutaciones en los genes SF3B1, SRSF2 y U2AF1 se caracterizan por ser 

alteraciones con cambio de sentido (missense) y aparecer habitualmente en residuos 

concretos (hotspots).35 Mientras que las mutaciones en ZRSR2 se distribuyen a lo 

largo del gen.60 La supervivencia global y el riesgo de progresión a LMA secundaria, 

difiere en función del gen afectado. Así, por ejemplo, las mutaciones en SF3B1, 

fuertemente ligadas a la presencia de sideroblastos en anillo, se caracterizan por un 

pronóstico bueno y una baja progresión a LMA secundaria.31 Mientras que, las 

mutaciones en U2AF1 se relacionan con SMD con displasia multilínea y, 
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generalmente, un riesgo alto de progresión a LMA secundaria, lo que disminuye la 

supervivencia global de los pacientes.14,35 

b) Reguladores epigenéticos: es el siguiente grupo más frecuentemente mutado.61 

También se consideran mutaciones fundadoras, al observarse en etapas tempranas 

de la enfermedad. En este grupo se incluyen tanto los genes implicados en la 

metilación del ADN como en la modificación de las histonas. 

- Factores de metilación del ADN: este grupo comprende aquellos genes que 

codifican proteínas que intervienen de forma directa en la metilación (DNMT3A) o 

desmetilación del ADN (TET2) o de forma indirecta al participar en la síntesis de 

cofactores de este proceso (IDH1/2).62 Las mutaciones en estos genes, alteran el 

patrón de metilación del ADN modificando la expresión de algunos genes. Así pues, 

en SMD se ha visto hipermetilación y silenciamiento en genes relacionados con el 

control de la proliferación, la adhesión de las HSC, genes supresores de tumores y 

genes relacionados con la reparación del ADN.63 

- Factores modificadores de histonas: en esta categoría se agrupan las diferentes 

proteínas que se encargan de modificar las histonas en residuos concretos mediante 

acetilación, metilación o ubiquitinación, entre otros. Destacan las mutaciones en 

EZH2 y ASXL1 las cuales se asocian con un pronóstico adverso y una supervivencia 

global menor.64  

c) Cohesinas: en este grupo se encuentran las proteínas encargadas de alinear y 

estabilizar cromátidas hermanas antes de la división celular.64 Aunque también 

poseen importancia en los procesos de reparación de ADN después de la replicación 

y en la regulación transcripcional.61 A menudo se presentan en heterocigosis y 

resultan en procesos de haploinsuficiencia o dominancia negativa. Algunos de los 

genes presentes en esta categoría son: STAG1/2, SMC1A, SMC3 y RAD21. El gen 

más frecuentemente mutado es STAG2, el cual se relaciona con un pronóstico 

adverso. Además, este gen se encuentra en una elevada frecuencia en pacientes de 

LMA y LMA secundaria, lo que sugiere que posee alguna función importante en su 

patogénesis.65 

 

d) Factores de transcripción: se ha observado que las mutaciones en los genes que 

se incluyen en este grupo afectan a la diferenciación y al mantenimiento de las HSC.66 

RUNX1, GATA2 y ETV6, son los que se encuentran mutados con mayor frecuencia 

y se relacionan con un peor pronóstico.17,59 Las alteraciones del gen RUNX1 en la 
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línea germinal se han relacionado con SMD familiar caracterizado por presentar un 

desorden plaquetario y elevado riesgo de evolución a LMA secundaria.66  

e) Proteínas de señalización celular: los pacientes de SMD frecuentemente tienen 

mutaciones en genes de transducción de señales. Estas alteraciones suelen generar 

la activación constitutiva de rutas relacionadas con la proliferación, apoptosis y 

diferenciación.61 En este grupo se encuentran genes que intervienen en las cascadas 

de señalización de las kinasas como FLT3, KIT y JAK2 y con la ruta RAS como N-

RAS, K-RAS, CBL, NF1 y PTPN11.59 Estas mutaciones se han descrito en menos 

del 10 % de los pacientes de SMD y en la mayoría de ocasiones se observan en N-

RAS y K-RAS durante la transformación a LMA secundaria.34  

f) TP53: a pesar de que TP53 es un factor de transcripción, es habitual encontrarlo en 

un grupo independiente del resto debido a que por sí sólo ya alcanza una frecuencia 

del 5-10 % de los casos de SMD, y, además, no suele concurrir con otras 

mutaciones.67 Este gen es un supresor de tumores que actúa como “protector del 

genoma” al activar vías de apoptosis, arresto del ciclo celular y reparación del ADN 

en respuesta al estrés celular.59 En SMD se asocia con cariotipos complejos, alto 

riesgo y mal pronóstico.68 Además, es común encontrar mutaciones de TP53 en 

pacientes que han desarrollado SMD secundario.69  

Se ha observado que los pacientes de SMD poseen una media de 2-4 mutaciones 

driver en el momento del diagnóstico.56 La combinación de genes co-mutados y la 

interacción entre las diferentes rutas alteradas, podría ser el causante de la 

heterogeneidad característica de los SMD.14,34 Además, se ha observado la presencia 

de mutaciones en genes como DNMT3A, TET2 y ASXL1 en individuos sanos de edad 

avanzada, condición denominada “hematopoyesis clonal de potencial indeterminado” 

(Clonal Hematopoiesis of Indeterminate Potential o CHIP, por sus siglas en inglés).70–72 

Todo ello en su conjunto, parece indicar que es la cooperación con otras mutaciones lo 

que genera la patogénesis de los SMD.59 Por ello, es importante estudiar no únicamente 

las alteraciones encontradas en los pacientes de forma individual sino también las 

interacciones que se dan con otras mutaciones.  

 

3. Splicing 

La función principal del splicing consiste en eliminar los intrones del precursor del 

ARNm (pre-ARNm) y empalmar los exones generando el ARNm maduro. Este proceso 
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es llevado a cabo por dos complejos moleculares conocidos como el spliceosoma mayor 

y el spliceosoma menor. Estos complejos están formados por 5 ribonucleoproteínas 

nucleares pequeñas (small nuclear ribonucleoproteins o snRNP, por sus siglas en 

inglés) y diversas proteínas que interaccionan con ellas. El spliceosoma mayor lo 

componen las snRNP U1, U2, U4, U5 y U6 y es el responsable del procesamiento de 

los intrones dependientes de U2, los cuales constituyen el 99 % de los intrones totales. 

Mientras que, el spliceosoma menor está compuesto por las snRNP U5, U11, U12, 

U4atac y U6atac (análogas funcionales de las snRNP del spliceosoma mayor) y procesa 

los intrones dependientes de U12, los cuales conforman el 1 % restante.73,74 

 

3.1. Spliceosoma 

El spliceosoma es una estructura dinámica que se ensambla de novo en cada intrón 

del pre-ARNm que debe ser escindido.75 El procesado de intrones por el spliceosoma 

mayor comienza con la unión de la snRNP U1 a la secuencia GU del extremo 5’ (sitio 

donador). Mientras, la proteína U2 Small Nuclear RNA Auxiliary Factor 1 (U2AF1, 

también conocido como U2AF35) interacciona con U2AF2 (también conocido como 

U2AF65) formando un heterodímero conocido como U2AF. U2AF1 reconoce los 

dinucleótidos AG del extremo 3’ del intrón (sitio aceptor) y U2AF2 interacciona con el 

tramo de polipirimidinas localizado cerca de ese extremo.76 Al mismo tiempo, la proteína 

SF1 se une al punto de ramificación (branch point) adyacente a esta región. De esta 

forma, queda constituido el spliceosoma temprano o complejo E (Figura 3A). A 

continuación, la proteína SF1 permite a la snRNP U2 reconocer, a través de la proteína 

SF3B1, la adenosina localizada en la región de polipirimidinas. El heterodímero U2AF 

estabiliza este reconocimiento posibilitando que U2 interaccione con U1 acercando así 

los dos extremos del intrón73,77 y formando el pre-spliceosoma o complejo A. 

Seguidamente, el trímero formado por U4/U6.U5 es reclutado escindiéndose las snRNP 

U1 y U4 y constituyendo el spliceosoma activado o complejo B*. Este complejo realiza 

la primera reacción de transesterificación separando el primer exón del intrón y, 

formando un lazo con el intrón y el segundo exón, lo que constituye en su conjunto el 

spliceosoma catalítico o complejo C. A continuación, este complejo realiza otra reacción 

de transesterificación que da lugar a la escisión del intrón del segundo exón y posibilita 

el empalme de los dos exones (complejo post-spliceosoma). Por último, las snRNP U2, 

U5 y U6 se liberan para poder ser reutilizadas en las siguientes rondas de splicing 

(Figura 3B).74,78 
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Figura 3. Ensamblaje y actividad del spliceosoma mayor. (A) Estructura del pre-spliceosoma 

temprano o complejo E. 5’ SS: sitio donador 5’; BP: branch point o punto de ramificación; Py: 

tramo de polipirimidinas; 3’ SS: sitio aceptor 3’. (B) Proceso de splicing en intrones dependientes 

de U2. Se indican en círculos las distintas snRNP. 

 

Las proteínas que componen el splicesoma se encuentran altamente conservadas 

entre especies, al igual que las secuencias de los sitios aceptores y donadores. Sin 

embargo, las secuencias intrónicas y el sitio de ramificación son muy variables entre 

especies.79–81 Esto implica que los genes ortólogos entre humano y ratón, a menudo, 

poseen una estructura intrón/exón similar aunque las secuencias de los intrones no se 

encuentren conservadas.80 En consecuencia, al comparar las secuencias de los 

transcritos de ambas especies a menudo difieren, lo que dificulta la interpretación de los 

datos obtenidos mediante el análisis del splicing alternativo en el ratón.82,83 
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3.1.1. Splicing alternativo 

Habitualmente se habla de dos tipos de splicing: el constitutivo y el alternativo. En el 

primero, el spliceosoma detecta las secuencias preferentes en el pre-ARNm, eliminando 

los intrones y ligando los exones en el orden que aparecen en el gen. Mientras que 

durante el splicing alternativo se produce una desviación de esta secuencia preferente 

excluyendo ciertos exones o incluyendo ciertas regiones intrónicas, dando como 

resultado diferentes formas de ARNm maduro y, por tanto, diferentes isoformas de la 

proteína. El splicing alternativo es el mecanismo que explica la gran discrepancia 

existente entre el número de genes codificantes de proteínas y el número de proteínas 

diferentes existentes en los organismos complejos (en el humano existen 25 000 genes 

y > 90 000 proteínas diferentes, aproximadamente).84–86 En mamíferos cerca del 95 % 

de los genes presentan splicing alternativo.87 Las isoformas generadas varían en función 

de la etapa de desarrollo del organismo, del tejido analizado o de las diferentes señales 

del entorno que pueda recibir.88  

 

Existen principalmente 5 tipos de eventos de splicing alternativo (Figura 4): A) salto 

de exón, B) retención de intrón, C) exones mutuamente excluyentes, D) sitio alternativo 

en 5’ y E) sitio alternativo en 3’. Estos eventos vienen regulados por elementos en cis y 

factores en trans. Los elementos cis son secuencias de, aproximadamente, 10 

nucleótidos de longitud que se encuentran tanto en exones como en intrones del propio 

pre-ARNm y que estimulan el splicing (potenciadores) o lo inhiben (silenciadores).89 

Dentro de los factores trans se encuentran las proteínas reguladoras específicas como 

las proteínas ricas en serina-arginina (SR) o las ribonucleoproteínas nucleares 

heterogéneas (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins o hnRNPs, por sus siglas en 

inglés).90 
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Figura 4. Esquema de los diferentes eventos de splicing alternativo. Las líneas de la parte 

superior indican el splicing constitutivo mientras que la inferior representa el proceso de splicing 

alternativo. Los exones se muestran en negro.  

 

En la última década, se ha prestado especial atención a los eventos de splicing y su 

regulación durante la hematopoyesis, en parte por el descubrimiento del elevado 

número de pacientes con SMD que poseen mutaciones en factores de splicing y en 

parte también porque la presencia de splicing aberrante es considerada una marca 

distintiva del cáncer.57,85,91–94 

La firma transcriptómica y el patrón de splicing son característicos de cada población 

hematopoyética y de cada estadío de maduración.95–97 La desregulación del proceso de 

splicing puede deberse tanto a mutaciones en las secuencias cis como en las proteínas 

trans y pueden provocar tanto, cambios en los patrones de splicing, como variaciones 

en la cantidad producida de las diferentes isoformas.89  

 

3.2. Relación splicing y metilación 

En los últimos años se ha evidenciado el impacto sobre el splicing que tienen los 

cambios epigenéticos y estructurales de la cromatina. Pero, también, cómo las 

alteraciones en el splicing pueden influenciar la regulación epigenética.87  

Por un lado, las modificaciones epigenéticas de la cromatina y las histonas, como la 

metilación o la acetilación, pueden modificar el splicing, al menos, de tres maneras: 1) 
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alterando la posición de los nucleosomas a través de la interacción con proteínas 

remodeladoras;98 2) imposibilitando o facilitando la unión del spliceosoma a través de 

proteínas que interaccionan con las señales epigenéticas;99 3) modificando la tasa de 

elongación de la ARN polimerasa II, afectando de manera indirecta el splicing.100 

Centrándonos en la metilación, se ha visto que su impacto en el splicing del gen varía 

en función de la región metilada y el contexto genómico. Mientras que, en algunos genes 

la metilación promueve la elongación de la transcripción y, por tanto, la inclusión de 

exones alternativos101, en otros, produce la exclusión de los mismos.100,102,103 

Por otro lado, el proceso de regulación también ocurre en sentido contrario: el splicing 

puede modular los patrones epigenéticos de la cromatina. Por ejemplo, la disminución 

de la actividad de la snRNP U2 se ha asociado con la pérdida de la trimetilación en la 

lisina 36 de la histona 3 (H3K36me3).104 Además, cabe destacar que dado que la 

mayoría de proteínas (entre las que se incluyen los modificadores epigenéticos) 

presentan splicing alternativo, las mutaciones en las proteínas del splicing pueden 

afectar indirectamente a la epigenética alterando el procesamiento de sus pre-ARNm.105 

A pesar de todo, todavía existe muy poca información acerca de los mecanismos 

moleculares involucrados en la interacción entre splicing y metilación del ADN en SMD.  

 

4. U2 Small Nuclear RNA Auxiliary Factor 1 (U2AF1) 

4.1. Estructura  

El gen U2AF1 consta de 8 exones y se localiza en el cromosoma 21 en el humano y 

en el 17 en el ratón. El splicing alternativo de este gen, produce dos isoformas 

principalmente: U2AF1a y U2AF1b que difieren en la inclusión del exón 3 o el exón Ab, 

respectivamente (Figura 5). Estos exones surgieron inicialmente por un evento de 

duplicación y se han mantenido a través de la evolución con muy poca variabilidad.106,107 

En general, U2AF1a se encuentra en mayor abundancia que U2AF1b, pero la expresión 

de las isoformas varía entre órganos y tejidos. Teóricamente existen dos isoformas más: 

U2AF1c y U2AF1s. La isoforma U2AF1c incluye los dos exones Ab y 3, lo que genera 

un codón de parada prematuro que produce la degradación del ARNm mediada por 

mutaciones terminadoras (Nonsense-mediated mRNA decay o NMD, por sus siglas en 

inglés). La isoforma U2AF1s, que no contiene ninguno de estos dos exones, también es 

prácticamente indetectable.106,108 
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Figura 5. Splicing alternativo del gen U2AF1. Los exones se encuentran representados como 

cajas y los intrones como líneas horizontales. Las distintas isoformas se encuentran 

representadas (a, b, c, s) (Adaptado de Pacheco et al., 2004)106. 

Como se ha comentado anteriormente, la proteína U2AF1 posee una relevancia 

fundamental durante el splicing, reconociendo los dinucleótidos AG del extremo 3’ del 

sitio aceptor del intrón. Por ello, esta proteína se encuentra altamente conservada y su 

pérdida en homocigosis es letal en muchos organismos.109–111 U2AF1 posee 4 dominios 

funcionales: dos dedos de zinc (ZnF1 y ZnF2) del tipo CCCH, un motivo homólogo de 

U2AF (UHM) y un dominio rico en arginina-serina (RS) (Figura 6).112,113 Las funciones 

de cada uno de los dominios todavía no se conocen con exactitud. Según los últimos 

estudios, los dedos de zinc permitirían a la proteína unirse al ARN interaccionando 

directamente con el extremo 3’.110,114 El motivo UHM participaría en la unión de U2AF1 

y U2AF2 y actuaría como guía para que los dedos de zinc puedan desempeñar su 

función.112,114–117 Dentro de este motivo, se encuentran los 7 aminoácidos divergentes 

entre U2AF1a y U2AF1b. Sin embargo, todavía se desconoce cómo afecta esta 

variación a su función.108,118 Por último, el motivo RS se encuentra en el extremo C-

terminal y participa en la interacción proteína-proteína con factores de splicing de la 

familia SR (SRSF1-12, TRA2A y TRA2B).106,107,119 La proteína U2AF1 humana 

únicamente difiere de la proteína de ratón en un aminoácido que se encuentra en el 

tramo de poli-glicinas de este dominio RS. 

 

Figura 6. Dominios funcionales de la proteína U2AF1. ZF: dedo de zinc. UHM: motivo 

homólogo de U2AF. RS: dominio de Arginina-Serina. 
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4.2. Mutaciones de U2AF1 en SMD  

El gen U2AF1 se encuentra mutado en un 7-11 % de los pacientes con SMD en 

etapas tempranas de la enfermedad, considerándose por ello un evento iniciador de la 

misma.35,67,120–122 Las alteraciones en este gen ocurren generalmente de forma 

excluyente con otras mutaciones que afectan a la maquinaria del splicing y en 

concurrencia con genes modificadores de la epigenética como ASXL1, TET2 y 

DNMT3A.14,35,48,110,121–124 Aunque con menor frecuencia, también es posible encontrar 

mutaciones de U2AF1 en otros tipos de cáncer como adenocarcinoma de páncreas o 

pulmón.125–128 

Las mutaciones en U2AF1 se localizan, de forma prácticamente exclusiva, en los 

exones 2 y 6 afectando a dos aminoácidos: la serina 34 (S34) y la glutamina 157 (Q157). 

Las alteraciones en la S34 y la Q157 modifican el primer y segundo dedo de zinc, 

respectivamente.110,121,122 Esto genera variaciones en el reconocimiento de las 

posiciones -3 y +1 del límite intrón-exón induciendo cambios en la interacción de la 

proteína U2AF1 con el extremo 3’ durante el splicing.116,123 De forma general, la mutación 

U2AF1S34 tiende a reconocer en la posición -3 las secuencias CAG o AAG en los exones 

que incluye y UAG en los que excluye.76,83,116,127 Mientras que la mutación U2AF1Q157 

refuerza el reconocimiento de una G en vez de una A en la posición +1.76,116 

Habitualmente, las mutaciones en S34 se encuentran con mayor frecuencia que las 

Q157.110,123,129 Estas mutaciones generan un cambio estructural en la proteína que 

modifica los patrones de splicing de muchos ARNs, haciendo que aquellas células que 

no poseen el alelo wild-type sean inviables. Por ello, como se ha comentado 

anteriormente, estas alteraciones siempre se encuentran en heterocigosis.125 

Las mutaciones en S34 producen un cambio de aminoácido de serina a fenilalanina 

(S34F) o de serina a tirosina (S34Y). Mientras que en Q157 se sustituye la glutamina 

por arginina (Q157R) o prolina (Q157P). El hecho de que las alteraciones de U2AF1 se 

encuentren localizadas en esos dos residuos concretos de la proteína (hotspots) sugiere 

que se trata de mutaciones de ganancia/cambio de función de la misma.30,110,121,122,130 

Además, la sobreexpresión del alelo wild-type de U2AF1 en células de SMD con la 

mutación S34F no revierte el splicing aberrante observado en éstas, apoyando la 

hipótesis de que las consecuencias de las mutaciones en U2AF1 se deben a una 

ganancia de función de la proteína.130 

Las técnicas de secuenciación de ARN (ARN-seq) han revelado que las mutaciones 

en U2AF1 producen principalmente saltos de exón.110,116,131 Sin embargo, cuando se 

compara la firma transcriptómica de células de pacientes con mutaciones U2AF1S34F y 



Introducción 

36 
 

U2AF1Q157P apenas existe solapamiento entre ellas.57,76,78,132 A pesar de que, el impacto 

funcional de la mutación U2AF1S34F se ha estudiado más ampliamente,121,130,133,134 que 

los efectos de la U2AF1Q157, diversos estudios concluyen que ambas mutaciones 

generan fenotipos clínicos diferentes tanto en humanos76,120,123,130,132,135,136 como en 

ratón137. 

El valor pronóstico de las mutaciones en U2AF1 todavía no está claro. Mientras que 

en algunos estudios no observan que estas mutaciones tengan efecto 

pronóstico,110,122,138 son más los estudios que las relacionan con un pronóstico 

adverso,33,67,122,129,139–143 siendo Q157 de peor pronóstico que S34.123,135,136,139 Además, 

las diferencias en el valor pronóstico de las mutaciones en U2AF1 también pueden 

deberse a la acumulación de diferentes combinaciones de genes co-mutados.135 

A nivel general, los estudios in vitro muestran que las células transducidas con 

U2AF1S34F poseen una reducida proliferación, un marcado incremento de la fracción 

G2/M del ciclo celular y un aumento de la apoptosis121,130,133,144. Estos hallazgos resultan 

paradójicos puesto que, como se ha comentado anteriormente, las mutaciones en 

factores de splicing se consideran eventos iniciadores de la enfermedad y, por tanto, se 

espera que confieran una ventaja proliferativa a los clones mutantes. Por tanto, se 

desconoce todavía cómo estas mutaciones participan en la patogénesis de la 

enfermedad. Pellagatti et al. sugirieron que es posible que el microambiente de la 

médula ósea de individuos de edad avanzada proporcione un entorno favorable para la 

selección de estos mutantes.86 Sin embargo, es necesario realizar más estudios para 

confirmar esta hipótesis.  

 

4.3. Modelos murinos de U2af1  

Debido a la elevada frecuencia de mutaciones en el gen U2AF1 que presentan los 

pacientes con SMD, son diversos los grupos que han intentado comprender la 

importancia de este gen en la hematopoyesis y su papel en la patogénesis de la 

enfermedad empleando modelos murinos. 

La ausencia de expresión del alelo wild-type de U2af1 en el sistema hematopoyético 

del ratón es letal incluso en las primeras fases del desarrollo del embrión 145. Tanto Dutta 

et al.,146 como Wadugu et al.,145 generaron un modelo de ratón condicional que poseía 

una deleción en el exón 2 de U2af1, que producía la ausencia de expresión de la 

proteína, ocasionando la muerte de los ratones a los pocos días. En ambos casos, este 
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fallecimiento era debido a una citopenia multilínea derivada de una aplasia medular 

severa. Esto demuestra que U2af1 es esencial para la supervivencia de las HSC.  

A pesar de que U2AF1 es imprescindible para la supervivencia celular, la expresión 

de la mutación S34F o Q157P en heterocigosis no genera un fenotipo claro de SMD y 

los ratones no enferman ni fallecen antes que los controles.83,137,147 En 2015, Shirai et 

al. generaron un modelo de ratón transgénico inducible que expresaba la mutación 

U2AF1S34F al suministrarle doxiciclina.83 Para observar el efecto de la mutación en el 

sistema hematopoyético, realizaron experimentos de trasplante no competitivo 

inyectando células control o U2af1 mutantes en ratones previamente irradiados. Al 

analizar la sangre periférica de estos ratones trasplantados, en términos generales, 

observaron leucopenia, disminución de células B e incremento de células LSK. Sin 

embargo, los animales no presentaban displasia en médula ósea ni desarrollaban la 

enfermedad durante al menos un año de exposición a doxiciclina. Tres años después, 

Fei et al. generaron el primer ratón U2AF1S34F condicional inducible que expresaba la 

mutación únicamente en el sistema hematopoyético al suministrarle poli I:C.147 Los 

efectos que observaron fueron citopenia multilínea, anemia macrocítica, descenso de 

LSK y displasias de bajo grado. Por último, en 2019, Alberti et al., crearon un modelo de 

ratón transgénico inducible que expresaba la mutación U2AF1Q157P al administrarle 

doxiciclina.137 Esta mutación ocasionaba un fenotipo más leve que la mutación S34F en 

los ratones trasplantados de forma no competitiva, no observándose alteraciones 

destacables ni en sangre periférica ni en médula ósea. 

En estos estudios también se realizaron experimentos de trasplante competitivo. 

Para ello, se inyectó, en ratones previamente irradiados, la misma cantidad de células 

test (procedentes de ratones control o mutantes S34F o Q157P) y células competidoras 

(derivadas de un ratón wild-type). En todos los casos vieron que las células procedentes 

de ratones U2AF1S34F o U2AF1Q157P presentaban una desventaja en la capacidad de 

reconstituir la médula ósea de los ratones trasplantados.83,137,147 Como se ha indicado 

anteriormente, esto contrasta con el hecho de que las mutaciones en U2AF1 son 

eventos mutacionales tempranos en los pacientes de SMD y cabría esperar que 

supusieran una ventaja evolutiva y proliferativa para los clones portadores. 

Al analizar por ARN-seq la firma transcriptómica generada por las mutaciones en 

U2af1 en los diferentes modelos de ratón, se vio una sobreexpresión de los genes 

relacionados con la apoptosis, la respuesta al daño al ADN y al estrés celular.83,147,148 

Esta firma transcriptómica era consistente entre especies83 y diferente de la observada 

en los ratones KO145,146 indicando que es más probable que la mutación genere un 
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cambio/ganancia de función de la proteína en vez de una pérdida de función. Además, 

el salto de exón era el evento de splicing más observado, igual que ocurría en las células 

humanas analizadas con la mutación S34F.83,121,130,133,144 Por último, las alteraciones 

encontradas en las secuencias consenso del extremo 3’ afectaban a la posición -3 en 

los ratones U2AF1S34F y a la posición +1 en los ratones U2AF1Q157P.137 Y, de la misma 

forma que ocurría en las células humanas que presentan la mutación S34F, los exones 

que se incluían con mayor frecuencia poseían la secuencia CAG o AAG, mientras que 

los que se excluían presentaban la secuencia UAG.83,137,147 

A pesar de los diferentes modelos murinos de las mutaciones en U2AF1, todavía no 

se ha conseguido obtener un modelo que desarrolle SMD. En un intento de iniciar la 

patogénesis de la enfermedad, el ratón U2AF1S34F generado por Fei et al.,147 fue cruzado 

con un ratón con deleción del gen Runx-1 habitualmente concurrente en los pacientes 

con SMD.124,135 Sin embargo, esta combinación tampoco fue suficiente para el desarrollo 

de la enfermedad en los ratones doble mutantes U2AF1S34F Runx-1-/-. Por ello, se les 

administró un mutágeno muy potente (N-etil-N-nitrosourea, también conocido como 

ENU) con el fin de observar si alguno de ellos enfermaba y, a continuación, estudiar por 

NGS la combinación de genes mutados que presentaba. Usando esta aproximación 

farmacológica, de los 16 ratones analizados, 3 desarrollaron LMA. El análisis del ADN 

concluyó que uno de ellos poseía mutaciones en los genes Tet2 y Gata2, otro en Idh1 y 

el último en Ikzk1. Lo más sorprendente de este estudio es que en los dos últimos 

ratones, la mutación U2AF1S34F se había perdido al secuenciar los clones malignos. Esto 

apuntaría a un papel de U2AF1 en el inicio de la leucemogénesis pero no en su 

mantenimiento.  

Los motivos por los cuales las mutaciones del splicing a menudo se asocian con 

mutaciones en modificadores epigenéticos en pacientes con SMD14,122,123,130 todavía no 

están claros. Existe por ello un interés particular por comprender las contribuciones 

biológicas de estas mutaciones coexistentes. Algunos estudios previos han observado 

que las mutaciones en U2AF1 alteran el splicing del gen H2AFY,83,130 el cual codifica 

una variante de la histona H2A. Kim et al. observaron que ratones H2afy-/-, presentaban 

una disminución de los linfocitos B,148 similar a la observada en los ratones U2AF1S34F 

producidos por Shirai et al.83 Posteriormente, al sobreexpresar la isoforma H2AFY1.1 se 

producía un rescate del fenotipo en ambos modelos. Esto les permitió concluir que uno 

de los mecanismos por los cuales la mutación S34F puede desencadenar una 

desregulación en la hematopoyesis, en este caso en la linfopoyesis B, es a través del 

desequilibrio en el splicing de las isoformas de genes que pueden afectar directa o 

indirectamente a la epigenética como H2afy. 
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5. Ten-eleven translocation 2 (TET2) 

5.1. Estructura  

El gen Ten-eleven translocation 2 (TET2) codifica una de las proteínas 

pertenecientes a la familia TET (TET1-3). Estas proteínas median la desmetilación del 

ADN en presencia de hierro (Fe2+) y 2-oxoglutarato (2-OG). Para ello, oxidan 

sucesivamente la 5mC a 5-hidroximetilcitosina (5hmC), 5-formilcitosina (5fC) y, por 

último, a 5-carboxilcitosina (5caC). La 5hmC sirve como producto intermediario de la 

desmetilación de citosinas a través de dos vías: la pasiva y la activa. Por un lado, en la 

vía pasiva, la presencia de la 5hmC impide la remetilación del ADN mediada por la 

metiltransferasa DNMT1 cuando la célula se divide.149 Por otro lado, en la vía activa los 

productos derivados de la oxidación de la 5mC, actúan como sustratos de distintas rutas 

de reparación que finalizan con la sustitución de la citosina metilada por una citosina sin 

modificaciones.150–152 Además, se ha observado que la proteína TET2 también participa 

en la regulación transcriptómica y la modificación de histonas colaborando con 

complejos como la transferasa N-acetilglucosamina O-ligada (OGT) y desacetilasas de 

histonas (HDACs).153 En conjunto, las proteínas TET regulan la autorenovación y la 

diferenciación de las HSC adultas y embrionarias.154–156 

Todas las proteínas TET poseen un centro catalítico en el extremo C-terminal que se 

encuentra altamente conservado. Este centro está compuesto por una región rica en 

cisteína y un dominio en hélice β de doble cadena (double stranded beta helix o DSBH, 

por sus siglas en inglés). Dentro de este dominio DSBH, se encuentran tres sitios de 

unión al Fe2+ y uno al 2-OG, ambos necesarios para que la proteína realice su función. 

Además, también se encuentra una región de baja complejidad poco conservada que 

posee todavía función desconocida.152 A diferencia de TET2, las proteínas TET1 y TET3 

tienen, además, en el extremo N-terminal un dominio dedo de zinc de tipo CXXC que 

permite la unión al ADN (Figura 7).157,158 Actualmente, se desconoce qué dominio o 

región es la empleada por TET2 para unirse al ADN, aunque parece que la región rica 

en cisteínas estabiliza el ADN alrededor del dominio DSBH.152 
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Figura 7. Estructura de las proteínas TET. El centro catalítico se encuentra en el extremo C-

terminal y contiene un dominio en hélice β de doble cadena (DSBH), una región rica en cisteínas 

y sitios de unión a los cofactores Fe2+ y 2-oxoglutarato (2-OG). El dominio DSBH presenta una 

región de baja complejidad. Las proteínas TET1 y TET3 presentan, además, en el extremo N-

terminal un dominio dedo de zinc de tipo CXXC (Adaptado de Rasmussen & Helin, 2016).152 

 

5.2. Mutaciones en SMD y CHIP 

El gen TET2 se localiza en el cromosoma 4 en el humano y en el 3 en el ratón. En 

ambos casos, posee una longitud de 11 exones que dan lugar a una proteína de 2002 

aminoácidos en el caso del humano y 1912 en el ratón. TET2 es uno de los genes que 

se encuentra mutado con mayor frecuencia en enfermedades mieloides apareciendo en 

un 30 % de los casos de SMD, 20 % en neoplasias mieloproliferativas (NMP), 18 % en 

LMA y 50-60 % en leucemia mielomonocítica crónica (LMMC).154,159 También se ha 

encontrado mutado con menor frecuencia en el linfoma de célula T y en el linfoma B 

difuso de célula grande en un 33 % y 12 % de los casos, respectivamente.154,160,161 

Debido a la gran variedad de desórdenes hematológicos en los que se encuentra el gen 

TET2 mutado, se considera que representa un evento inicial/precursor del proceso de 

transformación maligna y que, en función de las mutaciones somáticas secundarias que 

adquieren las HSC, se producirá finalmente una enfermedad u otra.162–164 

Además, el gen TET2 es uno de los modificadores epigenéticos que se encuentra 

mutado con mayor frecuencia (junto con DNMT3A y ASXL1) en individuos con CHIP.70–

72,165 Esta condición hematológica se caracteriza porque el individuo presenta una 

expansión aberrante de clones derivados de una HSC, pero no muestra ningún síntoma 
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asociado a ella. Por tanto, se trata de personas sanas, habitualmente de edad avanzada, 

sin ninguna hemopatía. Sin embargo, se ha visto que las personas que presentan CHIP 

poseen un mayor riesgo de desarrollar posteriormente neoplasias hematológicas (como 

SMD o LMA) o enfermedades cardiovasculares.70,165 Por tanto, parece que las 

mutaciones en TET2 incrementan la capacidad de las HSC para promover una 

expansión clonal. Pero, es necesario que la célula sufra otros eventos genéticos o 

epigenéticos para inducir la transformación.70 De esta forma, Hirsch et al. revelaron que, 

al analizar los eventos mutacionales, se observaba que los subclones procedentes de 

pacientes con clones precursores con TET2 mutado, poseían un gran número de 

mutaciones en otros genes, como son SF3B1, SRSF2, DNMT3A, TP53, IDH1/2 y 

U2AF1.166 

Las mutaciones de TET2 son habitualmente de pérdida de función y se encuentran 

distribuidas a lo largo de toda la región codificante del gen,166–169 lo que parece indicar 

que TET2 actúa como un gen supresor de tumores.150,170,171 Aunque la mayoría de 

mutaciones provocan una pérdida total de la proteína, algunas afectan únicamente a la 

región catalítica o no catalítica de ésta,159,172 siendo el exón 3 habitualmente el más 

afectado debido a su gran tamaño.173 En el ADN procedente de pacientes que poseen 

mutaciones en TET2, la cantidad de 5hmC es menor159,167,174 y sus promotores se 

encuentran hipermetilados175 confirmando que estas mutaciones son habitualmente de 

pérdida de función. 

El valor pronóstico y el impacto en la sintomatología de los pacientes con mutaciones 

en el gen TET2 es un tema controvertido. Existen estudios,176 incluyendo un 

metaanálisis realizado en 1983 pacientes,171 donde no se encuentra ningún efecto 

significativo de estas mutaciones sobre el pronóstico de los pacientes. Mientras que 

otros, las relacionan con un pronóstico adverso.177 Esta heterogeneidad en los 

resultados, puede deberse a la propia heterogeneidad de las mutaciones en TET2, la 

concurrencia con otras mutaciones o al propio microambiente de los clones.48,166 Por los 

mismos motivos, algunos estudios asocian las mutaciones en TET2 con una mejor 

respuesta a fármacos hipometilantes,177,178 mientras que otros no observan ninguna 

relación.179 
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5.3. Modelos murinos de Tet2 

Inicialmente, los estudios in vitro de silenciamiento del gen Tet2 mediante shRNA 

(small hairpin RNA, por sus siglas en inglés) en precursores hematopoyéticos murinos, 

mostraron una alteración de la diferenciación de las células hacia linaje de 

monocito/macrófago.174,175 Posteriormente, el papel que desarrolla TET2 en la 

hematopoyesis y en la patogénesis de las enfermedades hematológicas, fue 

ampliamente estudiado utilizando modelos murinos constitutivos o condicionales.  

En los distintos modelos murinos de Tet2-KO se vió que, tanto si la proteína se veía 

afectada desde el extremo N-terminal,150,170,173 como desde el C-terminal,180–182 los 

efectos observados en los ratones eran similares. Por un lado, la fracción LSK se 

encontraba significativamente incrementada, presentaban esplenomegalia, leucocitosis 

caracterizada por neutrofilia y monocitosis y un perfil de metilación aberrante con una 

significativa disminución de la cantidad de 5hmC. Por otro lado, en los experimentos de 

trasplante competitivo, se observó una ventaja proliferativa de las células procedentes 

de los ratones KO frente a las wild-type, generándose un quimerismo mayor en todos 

los linajes. Aproximadamente 1/3 de los ratones KO en Tet2 y de los trasplantados con 

sus células acaba sufriendo una muerte prematura debido a una hematopoyesis 

ineficaz. Las alteraciones observadas parecen ser más compatibles con la LMMC, una 

afección hematológica que presenta síntomas solapantes tanto de SMD como de NMP.  

Cabe destacar que una parte de los ratones Tet2-KO presentaba también un defecto 

en la linfopoyesis.150,170,180 Para conocer el origen de este efecto, Ito et al. generaron, 

mediante el sistema de edición genética CRISPR/Cas9, un modelo de ratón mutante 

que poseía una sustitución en la región catalítica que impedía el correcto funcionamiento 

de la proteína.183 A continuación, compararon este modelo con el Tet2-KO de Li et al.170 

El modelo mutante únicamente presentaba mielopoyesis aberrante, mientras que el KO 

desarrollaba problemas tanto en la línea mieloide como en la linfoide. Por tanto, la región 

no catalítica de la proteína parece desempeñar un papel importante durante la 

linfopoyesis, mientras que el dominio catalítico es esencial durante la mielopoyesis. Son 

necesarios más estudios para discernir mejor cuál es el papel de cada una de las 

regiones de la proteína TET2 durante la hematopoyesis. 

En los distintos estudios realizados con estos modelos,150,170,173,180–182 se detectó que 

los cambios en los ratones Tet2-/- presentaban penetrancia incompleta. Es decir, sólo 

una parte de los ratones mostraba el fenotipo patológico y acababa desarrollando la 

enfermedad. Además, los tiempos de latencia observados eran muy variables, oscilando 

entre 6 semanas a 20 meses. Tanto los ratones KO como los pacientes que presentan 
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mutaciones en TET2, adquieren más mutaciones somáticas que aquellos sin 

alteraciones en este gen, porque la falta de Tet2 contribuye a la hipermutagenicidad de 

HSPC, lo que podría explicar la elevada variabilidad observada.150,184,185 Sin embargo, 

se desconoce si la pérdida de función de TET2 promueve estas mutaciones adicionales 

o si otros factores pueden estar afectando, como puede ser la elevada proliferación de 

las HSC.150,170 Todos estos datos sugieren que, aunque las mutaciones en TET2 

generan expansión clonal de las HSC, son necesarios algunos cambios genéticos y 

epigenéticos adicionales para inducir la transformación mieloide o linfoide.186 Todavía 

se desconoce si las mutaciones en TET2 pueden promover estos cambios 

complementarios. Un estudio de Pan et al. sugiere que el proceso de oxidación de la 

5mC mediado por la proteína TET2 evita, en cierta manera, que el genoma adquiera 

mutaciones en estas posiciones.150 Por tanto, al mutar el gen TET2 estas posiciones 

quedarían desprotegidas, aumentando su frecuencia mutacional.  

Se han generado diversos modelos de ratón con mutaciones en Tet2 en concurrencia 

con alteraciones en otros genes como Dnmt3A,187 Flt3,188 Asxl1,189 Bcor,190 Sf3b1,191 N-

RAS,186 y Jak2,192 entre otros151. Sin embargo, todavía no se ha estudiado in vivo el 

efecto que poseen las alteraciones simultáneas de Tet2 y U2af1, a pesar de presentarse 

habitualmente en un 13 % de los pacientes con U2AF1 mutado.124 

 

6. Sistema de edición genética CRISPR/Cas9  

6.1. Historia y componentes  

La ingeniería genética ha sido ampliamente utilizada para estudiar el funcionamiento 

de los diferentes genes humanos y entender las bases fisiopatológicas de las 

enfermedades. Con el fin de introducir alteraciones concretas en el genoma, la 

ingeniería genética ha aprovechado distintas estrategias de recombinación homóloga 

empleando ADN foráneo. Con el desarrollo de las nucleasas quiméricas, como son las 

meganucleasas, las nucleasas de dedos de zinc (ZFN) y las nucleasas efectoras de tipo 

activador de la transcripción (TALEN), la eficiencia de recombinación homóloga 

aumentó respecto a los sistemas más tradicionales. Sin embargo, esta mejora en la 

recombinación venía supeditada a la predicción de la interacción proteína-ADN de la 

nucleasa con la secuencia genómica deseada. Esto hacía que el proceso fuera costoso, 

lento y difícil en comparación con las nuevas técnicas basadas en la tecnología de 

secuencias de repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y regularmente espaciadas 



Introducción 

44 
 

(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats o CRISPR, por sus siglas 

en inglés).  

Las secuencias CRISPR fueron reportadas por primera vez en Escherichia coli por 

Ishino et al.193 y, posteriormente, en Haloferax mediterranei por Mojica et al.194 Este 

sistema está constituido por un conjunto de secuencias palindrómicas repetidas entre 

las que se encuentran intercalados pequeños fragmentos de ADN exógeno.195 

Adyacente a estas secuencias, existe un gen que codifica una endonucleasa asociada 

a CRISPR (Cas). En 2003, se observó que las secuencias CRISPR actúan como parte 

de un sistema inmune adaptativo en organismos procariotas. Cuando se produce una 

primera infección, la endonucleasa Cas reconoce y degrada el ADN del organismo 

patógeno y posteriormente incorpora parte de estos fragmentos en las regiones 

CRISPR. Así pues, si se produce un intento de re-infección, el organismo hospedador 

sintetiza ARN antisentido (ARNas) a partir de las secuencias incorporadas 

anteriormente. El ARNas es empleado como un guía que permite al enzima Cas 

reconocer y desactivar el material genético del patógeno realizando cortes específicos. 

En el año 2014, las investigadoras Doudna y Charpentier describieron por primera 

vez el uso del sistema CRISPR/Cas9 para generar cortes de doble cadena (double-

strand breaks o DSB, por sus siglas en inglés) en regiones concretas del ADN.196 Para 

ello, empleaban una secuencia de ARN de cadena simple que actuaba como guía 

(sgARN) para dirigir el enzima Cas9, el enzima más utilizado en edición genética, a la 

región deseada del ADN. Por tanto, los componentes de esta tecnología son 

principalmente dos: el sgARN y la endonucleasa Cas9 (Figura 8). El sgARN, está 

constituido por una secuencia de ARN de 20 pares de bases (pb) complementaria a la 

región que se quiere editar (crARN) y un segundo ARN que permite la interacción del 

guía con la endonucleasa (tracrARN). Además, adyacente a la secuencia de unión del 

guía, debe haber un motivo conservado de dos a seis nucleótidos (protospacer adjacent 

motif o PAM, por sus siglas en inglés), propio de cada nucleasa, que es necesario para 

que la endonucleasa reconozca la secuencia y la corte. En el caso de la Cas9, el enzima 

más utilizado en edición genética, esta secuencia PAM es NGG, siendo N cualquier 

nucleótido. Una vez que la endonucleasa ha producido el DSB, la célula debe reparar 

esta rotura en el ADN. Para ello, podrá utilizar dos vías de reparación: la unión de 

extremos no homóloga (Non-homologous end joining o NHEJ, por sus siglas en inglés) 

o la reparación directa por recombinación homóloga (homology-directed repair o HDR, 

por sus siglas en inglés). Por un lado, en la vía NHEJ la célula produce inserciones o 

deleciones (indels) aleatorias para reparar el corte de doble cadena, rompiendo, 

generalmente, la pauta de lectura del gen y produciendo su inactivación. Esta vía es 
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aprovechada en ingeniería genética para generar organismos knock-out (KO). Por otro 

lado, en el caso de la vía HDR, la célula necesita una molécula de ADN adicional que 

empleará como molde para reparar el corte. Este molde presenta homología al sitio que 

se quiere modificar, bien para corregir mutaciones existentes, como es el caso de la 

terapia génica, o bien para introducir cambios puntuales, por ejemplo, con el fin de 

generar organismos modelos knock-in (KI) de enfermedades.  

 

Figura 8. Esquema de los componentes del sistema CRISPR/Cas9. El enzima Cas9 produce 

DSB que pueden ser reparados por la célula por la vía NHEJ, introduciendo indels, o en el caso 

de tener un ADN molde, por la vía HDR, lo que permite generar inserciones, translocaciones o 

mutaciones puntuales. DSB: cortes de doble cadena. NHEJ: unión de extremos no homóloga. 

HDR: reparación directa por recombinación homóloga (HDR). Indel: inserciones y deleciones 

(Adaptado de González-Romero et al., 2019)197. 

 

6.2. Generación de modelos murinos en SMD 

La tecnología CRISPR/Cas9 supone una herramienta de edición genética sencilla, 

versátil, eficiente, específica y con un bajo coste económico en comparación con las 

tecnologías de edición convencionales.197,198 Este sistema de edición se ha empleado 

para generar diversos modelos murinos en genes relacionados con los SMD, como 

Tet2,183 Zrsr2,199 o Runx1.200 Sin embargo, una de las principales aplicaciones que 

posee la tecnología CRISPR/Cas9, es la posibilidad de editar simultáneamente diversos 

genes. Tradicionalmente los modelos de ratón que presentaban múltiples genes 

mutados se generaban a partir de recombinaciones secuenciales en células madre 

embrionarias o a partir de cruzamientos convencionales de líneas de ratón con 

mutaciones individuales. La tecnología CRISPR/Cas9 ha permitido obtener estos 

modelos de manera más económica, rápida y sencilla.201,202 Así pues, en un único paso, 

se creó una línea de ratón con mutaciones en Tet1 y Tet2 co-inyectando en zigotos la 
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Cas9, los sgARN y dos oligos de ADN que actuaban como molde para introducir 

mutaciones puntuales.202 Por otra parte, la inactivación “multiplex” de genes en HSPC 

mediante CRISPR/Cas9 y su posterior trasplante a ratones irradiados, permitió estudiar 

cómo afectan estas alteraciones al sistema hematopoyético de éstos. Heckl et al. 

combinó sgARN contra 8 genes diferentes en HSPC murinas para, a continuación, 

trasplantarlas en ratones previamente irradiados.203 Estas sgARN estaban dirigidas a 

genes que habitualmente aparecen silenciados en pacientes con SMD (Tet2, Runx1, 

Dnmt3a, Ezh2, Nf1, Smc3, p53 y Asxl1), generando así diversos ratones con fenotipo 

leucémico que poseían hasta 5 de estos genes mutados.203 El mismo grupo, realizó un 

experimento similar a partir de células HSPC CD34+ de cordón umbilical o de adulto, 

trasplantadas posteriormente en ratones inmunodeprimidos. Algunos de estos ratones 

desarrollaron SMD o CHIP y pudieron ser empleados como modelos terapéuticos en los 

que se testaron tratamientos como la azacitidina.204 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

En los últimos años, diversos grupos han observado que entre el 80-90 % de los 

pacientes de SMD poseen mutaciones somáticas y que, además, existen entre ellas 

patrones de concurrencia o exclusión que pueden estar contribuyendo a la elevada 

variabilidad fenotípica de la enfermedad. De esta forma se ha podido comprobar que 

algunos pacientes presentan mutaciones en el gen del spliceosoma U2AF1 y que éstas, 

a menudo, ocurren simultáneamente con mutaciones en el gen epigenético TET2. 

Con todo ello, nuestra hipótesis es que la cooperación entre mutaciones en U2af1 y 

Tet2 en un modelo murino podría iniciar la patogénesis de un subgrupo de SMD. Así 

pues, el objetivo principal de esta tesis es caracterizar un modelo de ratón doble 

mutante, U2af1mut/+ Tet2-/-, para comprender las anomalías hematopoyéticas y en el 

splicing que desarrolla. Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, se plantean los 

siguientes objetivos específicos: 

 

1. Generar un modelo de ratón doble mutante U2af1mut/+ Tet2-/-, a partir de los modelos 

U2af1mut/+ y Tet2-/- obtenidos por el sistema de edición CRISPR/Cas9. 

 

2. Caracterizar funcional e immunofenotipicamente la hematopoyesis en los ratones 

U2af1mut/+, Tet2-/- y U2af1mut/+ Tet2-/-. 

 

3. Describir el fenotipo hematológico de ratones envejecidos U2af1mut/+. 

 

4. Analizar el transcriptoma de las HSPC procedentes de los ratones mutantes en 

U2af1, Tet2 y en ambos genes y detectar posibles cambios en el splicing. 

 

5. Estudiar las posibles rutas afectadas con genes mal procesados durante el splicing 

en los ratones U2af1mut/+ , Tet2-/- y U2af1mut/+ Tet2-/-. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

1. Ratones 

1.1. Generación de los ratones mutantes 

Los ratones mutantes U2af1 y KO Tet2 fueron creados en el Instituto Nacional de 

Investigación y Tecnología Agraria y Alimentaria (INIA) por el equipo del Dr. Alfonso 

Gutiérrez-Adán. Brevemente, mediante el programa online Breaking Cas9 

(https://omictools.com/breaking-cas-tool), se diseñaron sgARN específicas contra el 

exón 6 del gen U2af1 y contra el exón 3 del gen Tet2. Los sgARN se produjeron 

mediante transcripción in vitro (MEGAshortscript T7 kit, Life Technologies) a partir de 

gBlocks (IDT) que contenían el promotor T7. El ARNm codificante para el enzima Cas9, 

se produjo, en este caso, empleando el kit de transcripción in vitro mMESSAGE 

mMACHINE T7 ULTRA (Life Technologies) a partir del plásmido pMJ920 (Addgene 

42234) linearizado y tratado con los enzimas BstBI y AnP (NEB). El ARNm para expresar 

Cas9 y los sgARN se purificaron mediante el kit MEGAclear (Life Technologies) 

eluyendo en tampón TE.  

Tanto el ARNm de la Cas9 (50 ng/l) como el sgARN (20 ng/l) correspondiente 

(CTGCCGCCAGTATGAAATGG para U2af1, y CTGCCGCCAGTATGAAATGG para 

Tet2) fueron microinyectados en embriones en estadío de cigoto199 obtenidos a partir 

del cruzamiento de una hembra de la cepa híbrida C57BL/6J x CBAF1 y un macho 

C57BL/6J para el caso de los mutantes en U2af1, y en el caso de los KO en Tet2 los 

embriones procedían del cruce de machos y hembras C57BL/6J. A continuación, se 

incubaron los embriones resultantes hasta alcanzar el estado de blastocisto, cuando 

fueron transferidos a úteros de hembras CD1 pseudopreñadas para producir los ratones 

fundadores (F0) (Figura 9).205 Una vez obtenida la F0, los ratones mutantes en U2af1 

se retrocruzaron con ratones puros C57BL/6J hasta 6 generaciones, para así obtener el 

fondo genético homogéneo necesario para los estudios posteriores de trasplante 

hematopoyético. Los ratones U2af1 homocigotos, editados en los dos alelos, 

alcanzaban el estado de blastocisto pero morían poco después de la implantación, por 

lo que sólo los heterocigotos (U2af1mut/+) eran viables. Sin embargo, los ratones 

homocigotos para Tet2 (Tet2-/-) eran viables y fueron los que se analizaron en el estudio.  
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Figura 9. Obtención de los ratones mutantes en U2af1 o Tet2 mediante el sistema de 

edición genética CRISPR/Cas9. NHEJ: unión de extremos no homólogos. DSB: corte de doble 

cadena. sgARN: guía específico contra U2af1 o Tet2. 

 

Los ratones doble mutantes U2af1mut/+ Tet2-/- fueron obtenidos mediante cruzamiento 

convencional entre ratones de ambas líneas. Cabe destacar la elevada dificultad de 

conseguir la cantidad suficiente de ratones doble mutantes para el análisis, ya que, la 

probabilidad con la que se obtiene el genotipo deseado es escasa (Figura 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Esquematización de los cruces de ratones necesarios para la obtención del 

genotipo doble mutante deseado:  U2af1mut/+ Tet2-/-. U: alelo U2af1 wt; u: alelo U2af1 mutante; 

T: alelo Tet2 wt; t: alelo Tet2 mutante. 
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1.2. Descripción de los grupos de estudio 

Se analizaron ratones machos y hembras con genotipo control, U2af1mut/+, Tet2-/- y 

U2af1mut/+ Tet2-/- con edades comprendidas entre las 8-39 semanas. Además, la 

caracterización hematológica también se llevó a cabo en ratones control y U2af1mut/+ 

envejecidos (23 meses). 

Todos los procedimientos realizados con ratones, fueron aprobados por el Comité 

Ético de Experimentación Animal del IIS La Fe (ref. 2016/0756) y por la Generalitat 

Valenciana bajo el proyecto: 2017/VSC/PEA/00200. 

 

2. Procesamiento de tejidos hematopoyéticos 

2.1. Sangre periférica 

La sangre periférica de los ratones, se obtuvo mediante punción de la vena facial con 

ayuda de una lanceta (Marienfeld) y se recogió en tubos tratados con anticoagulante 

EDTA (Sarstedt). En todos los casos se recolectaron un mínimo de 50 µl y un máximo 

de 200 µl. Los tubos se mantuvieron en agitación en una noria hasta su procesamiento. 

 

2.2. Médula ósea 

Para extraer las células de la médula ósea, los ratones fueron eutanasiados mediante 

inhalación de CO2 durante 7 min. La defunción se confirmó ejerciendo presión con unas 

pinzas en las patas posteriores de los ratones. En caso de no existir ningún tipo de 

reflejo, los ratones se colocaron bocarriba y se procedió a realizar una incisión desde la 

zona inferior hasta el cuello. Se recolectaron los fémures, tibias y las cristas de los 

ratones en tampón fosfato salino (PBS) suplementado con 2-5 % de suero bovino fetal 

(FBS). A continuación, los huesos se molieron en 15 ml del mismo tampón con ayuda 

de un mortero y se filtraron a través de un filtro celular de nylon de 70 µm (SPL Life 

Sciences). Se contaron las células obtenidas empleando la cámara de Neubauer y el 

tinte de exclusión azul de tripán (Merck). Este tinte es incapaz de penetrar en las células 

vivas que mantienen su membrana plasmática intacta. Por ello, las células muertas se 

tiñen de azul, mientras que las vivas se mantienen blancas. 
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2.3. Bazo 

En el caso del bazo, los ratones fueron eutanasiados y diseccionados como se ha 

descrito anteriormente. El bazo de los animales se recolectó en PBS + 2 % FBS. Una 

parte de este órgano se mantuvo sumergido en 4 % paraformaldehído (PFA), para su 

posterior análisis histológico. Mientras que la otra, se disgregó en 10 ml de PBS + 2 % 

FBS empleando el émbolo de una jeringa de 1ml sobre un filtro celular de nylon de 70 

µm. 

 

3. Estudio de la mutación del gen 

3.1. Genotipado mediante PCR 

Cuando los ratones alcanzaron las 4 semanas de edad, se tomó una muestra de la 

oreja utilizando un perforador y se extrajo el ADN utilizando un protocolo convencional 

de precipitación a partir de isopropanol y etanol. Brevemente: las muestras se incubaron 

a 56ºC durante toda la noche en 700 l de tampón de lisis (50 mM Tris-HCl pH 8, 100 

mM EDTA, 100 mM NaCl, 1 % SDS) suplementado con proteinasa K (0.5 g/l) 

(Genochem). Al día siguiente, se mezclaron los tubos por inversión y se añadieron 200 

l de NaCl a una concentración elevada (5 M) y se centrifugaron durante 20 min a 13300 

r.p.m. A continuación, se transfirieron 700 l a un tubo nuevo, donde se añadió el mismo 

volumen de isopropanol. Una vez centrifugadas las muestras a 14000 r.p.m. durante 15 

min a 4ºC, se descartó el sobrenadante y se añadió al pellet 800 l de etanol al 70 %. 

Después, se centrifugaron nuevamente en frío durante 20 min a 12000 r.p.m. Por último, 

se dejó secar el pellet al aire durante 1 h, y se resuspendió en tampón TE.  

Para genotipar los ratones, se realizó una PCR (PCR Master Mix (2X), Thermo 

Scientific) con primers flanqueantes a la región editada. Las condiciones y la descripción 

de los primers de estas PCR están detalladas en la Tabla 7. El producto de las PCR se 

cargó en un gel de agarosa (Cleaver Scientific) al 3 % para comprobar el tamaño del 

amplicón y conocer el genotipo de los ratones. Por un lado, en el caso de la PCR de 

genotipado para el gen U2af1, se obtenía en los controles una banda de 227 pb, 

mientras que en los mutantes U2af1mut/+ se obtenía la misma banda y además una banda 

de 222 pb, perteneciente al alelo mutado. Por otro lado, en el caso de la PCR de 

genotipado para el gen Tet2, en los ratones control se obtenía una banda de 91 pb, 

mientras que en los mutantes Tet2-/- presentaba un tamaño de 80 pb. En todos los casos, 
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se cargó en el gel de agarosa un pocillo con marcador de bajo peso molecular 

GeneRuler Low Range DNA Ladder (Thermo Scientific). 

Tabla 7. Condiciones PCR de genotipado. 

 

 

3.2. Secuenciación Sanger 

Para obtener la secuencia resultante de la edición mediante CRISPR/Cas9, se 

extrajo el ADN de 15 x 106 células procedentes de médula ósea, utilizando el kit QIAamp 

DNA mini (QIAGEN) siguiendo el protocolo de la casa comercial. Para ello, fue necesario 

previamente lisar las células con ayuda de una jeringa con aguja de 20 G.  

Para la secuenciación, se realizó una PCR con los mismos primers que se utilizaron 

para el genotipado a partir de 100 ng de ADN. Para eliminar los nucleótidos y primers 

restantes de la PCR, se añadió 1.5 µl de Ilustra ExoProStar (Merck) y 4.5 µl de producto 

de PCR. Este proceso se llevó a cabo por duplicado para posteriormente realizar la 

reacción de secuenciación tanto en sentido forward como en reverse en todas las 

muestras. A continuación, se realizó la PCR de secuenciación utilizando el kit BigDye™ 

Terminator v1.1 Cycle Sequencing (Thermo Fisher Scientific) con las condiciones 

detalladas en la Tabla 8. En este caso, para eliminar los nucleótidos, primers, y enzimas 

restantes, se purificó la PCR de secuenciación mediante columnas de purificación 

(Performa DTR Gel Filtration Cartridges, EdgeBio). Para ello, se centrifugaron las 

columnas durante 2 min a 750g. Posteriormente, se colocaron las columnas en tubos 

Eppendorf, se añadieron los 10 µl resultantes de la PCR de secuenciación y se 

centrifugaron a 750g durante 2 min. El producto purificado se analizó en un 

secuenciador ABI PRISM 3130 DNA Analyzer (Applied Biosystems).  

PCR Componentes Condiciones Primers

12.5 µl PCR Master Mix (2X)                        

1 µl  oligo F1 (10 µM) 

1 µl oligo R2 (10 µM) 

1.25 µl DMSO

8.25 µl H2O         

1 µl ADN (≤ 100 ng)

  95ºC  2 min

  95ºC  30 s

  60ºC  30 s          35x

  72ºC  25 s

  72ºC  7 min

 F1   TCAGCCCTTAGCAACACAGCAGT

 R2   TGCCCACCACACCAGAGTCC

Genotipado U2af1             

(PCR Master Mix (2X), 

Thermo Scientific)

Genotipado Tet2                      

(PCR Master Mix (2X),    

Thermo Scientific)

12.5 µl PCR Master Mix (2X)                        

1 µl  oligo F5 (10 µM) 

1 µl oligo R5 (10 µM) 

1.25 µl DMSO

8.25 µl H2O         

1 µl ADN (≤ 100 ng)

  95ºC  2 min

  95ºC  30 s

  56ºC  30 s          35x

  72ºC  25 s

  72ºC  7 min

 F5   CTCTCAAGTCACAGAAACACGTG

 R5   GTTGCTTGAGGCTCTGCAGCTC
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Tabla 8. Condiciones PCR de secuenciación. 

 

 

3.3. RT-qPCR 

La expresión de los genes U2af1 y Tet2 se midió tanto en médula ósea como en 

bazo. Se extrajo el ARN de 10 x 106 células (RNeasy Mini Kit, QIAGEN) y, a 

continuación, se aplicó un tratamiento con ADNasa (DNA-free DNase Treatment and 

Removal Reagents, Ambion). Se comprobó la concentración y calidad del ARN obtenido 

mediante los ratios de absorbancia A260/280 y A260/230 medidos por Nanodrop 2000 

(Thermo Fisher Scientific). El ADN complementario (ADNc) se sintetizó mediante 

retrotrascripción (RT) utilizando TaqMan Reverse Transcription Reagents (Thermo 

Fisher Scientific) y primers oligo(dT) en reacciones de 25 l, a partir de 1 g de ARN 

siguiendo las condiciones detalladas en la Tabla 9.  

PCR Componentes Condiciones Primers

Secuenciación                       

(BigDye™ Terminator v1.1 

Cycle Sequencing, Thermo 

Fisher Scientific)

 2 µl Tampón de secuenciación                        

1 µl  Big Dye

1 µl primer (3.2 µM) F ó R

6 µl purificado Exosap

  96ºC  2 min

  95ºC  15 s

  55ºC  1 min       30x

  60ºC  3 min

U2af1 :                                                                           

F1   TCAGCCCTTAGCAACACAGCAGT

 R2   TGCCCACCACACCAGAGTCC                        

Tet2 :                                                                               

F5   CTCTCAAGTCACAGAAACACGTG

 R5   GTTGCTTGAGGCTCTGCAGCTC
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Tabla 9. Condiciones RT-qPCR. 

 

 

Se llevó a cabo una cuantificación relativa mediante PCR cuantitativa a partir del 

ADNc (qPCR). En este procedimiento, se analizan los cambios de expresión de un gen 

de interés versus un gen endógeno de referencia.  

Las condiciones de los programas de amplificación de la qPCR (concentración de 

primers, temperatura de hibridación -o annealing- y tiempo de extensión) se optimizaron 

previamente hasta obtener una eficiencia > 82 %, tanto en los genes de interés (U2af1 

y Tet2) como en los genes de referencia (β-Actin y Hprt). Para ello, se siguió el protocolo 

descrito por Pfaff et al., 2001.206 Se diseñaron primers que detectaban específicamente 

el ARNm wild-type de los genes de interés y se preparó una curva estándar con 7 

diluciones de ADNc control (1:1, 1:5, 1:10, 1:25, 1:50, 1:100, 1:200). Cada dilución se 

midió por triplicado. Se amplificaron las muestras en placas de 96 pocillos (Thermo 

Fisher Scientific) en un volumen final de 20 l usando AceQ SYBR qPCR Master Mix 

(Vazyme Biotech Co.) en el equipo ViiA 7 Real-Time PCR System (Thermo Fisher 

PCR Componentes Condiciones Primers

qPCR Tet2                             

(AceQ SYBR qPCR Master 

Mix, Vazyme Biotech 

Co.) 

Tet2 :                                                     

10 µl 2x AceQ SYBR qPCR MM       

0.4 µl  oligo F (10 µM) 

0.4 µl oligo R (10 µM) 

0.4 µl 50x ROX Ref Dye 2

6.8 µl H2O         

2 µl ADNc (Dil 1:10)
  95ºC  5 min

  95ºC  30 s

  60ºC  30 s          40x

  72ºC  31 s

 F-Tet2   CTCTCCAAGCCGTGACAATG

 R-Tet2    GCAGCCTGGATATCTGTTGG                             

F-Hprt   GCCCTTGACTATAATGAG                        

R-Hprt   GATAAGCGACAATCTACC
Hprt :                                                           

10 µl 2x AceQ SYBR qPCR MM       

0.6 µl  oligo F (10 µM) 

0.6 µl oligo R (10 µM) 

0.4 µl 50x ROX Ref Dye 2

6.4 µl H2O         

2 µl ADNc (Dil 1:10)

RT-PCR                                          

(TaqMan Reverse 

Transcription Reagents, 

Thermo Fisher Scientific)

2.5 µl 10X RT Buffer                                                                                                                               

1.88 µl MgCl2

5 µl dNTPs 

1.25 µl RNase Inh

1.25 µl MultiScribe                                 

1 µl Olido d(T)16  

1 µg RNA                                                          

X µl H2O (hasta 25 µl) 

  65ºC  5 min

  4ºC  2 min                                 

  37ºC  30 min      

  95ºC  5 min

Olido d(T)16  

qPCR U2af1                           

(AceQ SYBR qPCR Master 

Mix, Vazyme Biotech 

Co.) 

U2af1  y β-Actin :                                       

10 µl 2x AceQ SYBR qPCR MM       

0.8 µl  oligo F (10 µM) 

0.8 µl oligo R (10 µM) 

0.4 µl 50x ROX Ref Dye 2

6 µl H2O         

2 µl ADNc (Dil 1:10)

  95ºC  5 min

  95ºC  30 s

  60ºC  30 s          40x

  72ºC  40 s

 F-U2af1   AAGTTTCGACGTGAGGAGGA

 R-U2af1    CCTCTTGTGCACTCTCCCAT                             

F-β-Act  GTGGGCCGCTCTAGGCACCAA                

R-β-Act  CTCTTTGATGTCACGCACGTATTC
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Scientific). Los datos de amplificación se analizaron con el programa QuantStudio Real-

Time PCR (Thermo Fisher Scientific) obteniendo los ciclos umbrales (Ct) para cada 

muestra.  

A continuación, mediante el programa Excel (Microsoft), se representó en un gráfico 

de dispersión: la media de los Ct obtenidos frente a las diferentes diluciones de ADNc 

empleadas (expresadas como logaritmo de la dilución). Después, se agregó la línea de 

tendencia (relación lineal) y se obtuvo su ecuación. La pendiente de esta ecuación fue 

utilizada para calcular la eficiencia de la amplificación según la siguiente fórmula: 

Eficiencia = 10(-1/pte) - 1 

Una vez optimizadas las condiciones de amplificación, se realizó la qPCR para 

ambos genes (U2af1 y Tet2) en ambos tejidos (médula ósea y bazo). Para la medición 

de la expresión de U2af1 se utilizó el gen de referencia β-Actin, mientras que con el gen 

Tet2 se empleó Hprt. De la misma forma que con la curva de eficiencia, la amplificación 

de cada muestra se llevó a cabo en triplicado, en placas de 96 pocillos, en un volumen 

final de reacción de 20 µl con AceQ SYBR qPCR Master Mix siguiendo las condiciones 

detalladas en Tabla 9. La amplificación se realizó en el equipo ViiA 7 Real-Time PCR 

System y los datos se analizaron también con el programa QuantStudio Real-Time PCR. 

Se eliminaron aquellos pocillos que presentaban más de un amplificado en la curva de 

fusión -o melting-. Además, en todos los casos se realizaron controles de contaminación 

los cuales no presentaban ADN. 

A pesar de que las eficiencias resultantes fueron superiores al 82 % y la R2 de la 

recta de la línea de tendencia de la eficiencia fue, en todos los casos, superior a 0.98, 

las eficiencias de los genes de referencia (β-Actin y Hprt) diferían en más de un 10 % 

de las eficiencias de los genes de estudio (U2af1 y Tet2). Por este motivo, fue necesario 

calcular los ratios de expresión relativa en ratones control y mutantes siguiendo la 

fórmula detallada en 206: 

Einterés
ΔCt interés(Controles – Mutantes) 

Expresión relativa =    

Ereferencia
ΔCt referencia(Controles – Mutantes) 

 

Donde la E fue calculada como: 

E = Eficiencia + 1 
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3.4. Western blot 

3.4.1. Sobreexpresión de la proteína U2AF1 

Con el fin de estudiar si la proteína aberrante llegaba a producirse, se sobreexpresó 

la proteína U2AF1 wild-type o mutante en células HEK293T. Para ello, primero de todo, 

en la empresa VectorBuilder (Estados Unidos) clonaron el vector de expresión 

pcDNA3.1+ con las secuencias correspondientes unidas al epítopo FLAG (Figura 11). 

 

Figura 11. Vector de expresión de U2af1 wild-type o mutante. Mapa del vector empleado en 

la transfección de las células HEK293T para inducir la expresión del gen U2af1 murino, wild-type 

o mutante, unido al epítopo FLAG.  

 

3.4.2. Amplificación del vector 

Se partió de un stock de glicerol de bacterias recombinantes que presentaban el 

vector de sobreexpresión de la proteína wild-type (pcDNA3.1-FLAG-U2AF1wt) o 

mutante (pcDNA3.1-FLAG-U2AF1mut) (VectorBuilder). Una pequeña parte del stock, se 

creció durante 1h en agitación a 37ºC en 300 µl de LB (Thermo Fisher Scientific) 

suplementado con 100 μg/ml de ampicilina, para facilitar la expresión de la resistencia a 

antibiótico. Después, se sembró todo el volumen en una placa Petri de LB-agar con 

ampicilina (100 μg/ml) y se incubó a 37ºC durante toda la noche. 
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Al día siguiente, se seleccionó una de las colonias crecidas en la placa y se transfirió 

a un tubo con 4 ml de LB con ampicilina (100 μg/ml). Esta suspensión bacteriana se 

incubó a 37ºC en agitación durante toda la noche. Una vez transcurrido el tiempo, se 

extrajo el ADN plasmídico utilizando el kit QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN) siguiendo 

las instrucciones del fabricante y resuspendiéndolo en 30 μl de tampón EB.  

 

3.4.3. Transfección en HEK293T 

Se sembraron, en placas de 6 pocillos, 15 x 104 células HEK293T en 2 ml de DMEM 

alta glucosa (Gibco) suplementado con un 10 % de FBS (Gibco), penicilina 100 U/ml y 

estreptomicina 100 μg/ml (Gibco), y se dejaron crecer a 37ºC y 5 % CO2 durante toda la 

noche. Una vez transcurrido el tiempo, las células se transfectaron utilizando el reactivo 

FuGENE (Promega) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente: por 

cada construcción, se mezclaron 94 μl de DMEM con 6 μl de FuGENE. A continuación, 

se dejó reposar 5 minutos a temperatura ambiente y se añadió 1 μg de construcción a 

una concentración de 200 ng/μl. La mezcla se agitó vigorosamente y se incubó 

nuevamente a temperatura ambiente durante 15 minutos. Por último, se renovó el medio 

de las células y se añadió la mezcla. Tras 72 h de crecimiento a 37ºC y 5 % CO2, se 

extrajeron las proteínas de las células para realizar el Western blot. 

 

3.4.4. Obtención y cuantificación de proteínas 

Un mínimo de 20 x 106 células procedentes de médula ósea o bazo fueron lisadas 

en frío, con la ayuda de una aguja de 20 G, en 200 µl de tampón comercial RIPA (Abcam) 

suplementado con una tableta del cóctel completo de proteasas (cOmplete, EDTA-free 

Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Merck). Para el Western blot de TET2, el tampón de 

lisis RIPA se suplementó, además, con 0.5 µl/ml benzonase (Merck) y 5 mM MgCl2. La 

mezcla se mantuvo en agitación durante 30 min a 4ºC y, posteriormente, se centrifugó 

a 12000 r.p.m. 20 min. Una vez finalizada la centrifugación, se recuperó el sobrenadante 

donde se encontraban disueltas las proteínas. 

Para cuantificar la cantidad de proteína total de la muestra, se empleó el kit Pierce 

BCA Protein Assay (Thermo Scientific). Para realizar la cuantificación, previamente se 

preparó una curva estándar en el mismo tampón de extracción que las muestras para 

minimizar la absorbancia residual de fondo. Para ello, se realizaron diluciones seriadas 

de albúmina sérica bovina a partir de un stock de 2 mg/ml. A continuación, se realizó la 
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medición de absorbancia a 550 nm de las muestras en duplicado, en placas de 96 

pocillos. 

 

3.4.5. Electroforesis, SDS-PAGE y transferencia 

La misma cantidad de proteína (20-45 µg) se separó en función del peso molecular 

en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato sódico (SDS) con un porcentaje de 

poliacrilamida variable según el tamaño de la proteína objetivo: 12.5 % para U2AF1 o 

7.5 % para TET2. Para elaborar estos geles de resolución o resolving, se utilizó 

poliacrilamida al 30 % (Acrylamide: Bis-Acrylamide ratio 37.5:1, Bio-Rad), 0.375 M Tris-

HCl pH 8.8, 0.1 % SDS, 0.1 % APS y 0.1 % TEMED. La composición del gel de 

apilamiento o stacking, con un 3.75 % de poliacrilamida, fue 0.125 M Tris-HCl pH 6.8, 

0.1 % SDS, 0.1 % APS y 0.1 % TEMED. Antes de cargar las muestras, se 

desnaturalizaron, añadiéndoles el mismo volumen de tampón Laemmli 2x (0.125 M Tris-

HCl 6.8 pH, 20 % glicerol, 4 % SDS, 10 % -mercaptoetanol y 0.5 % azul de bromofenol) 

y calentándolas a 95ºC durante 10 min. Como marcador de peso molecular, se empleó 

Novex Sharp Pre-Stained Protein Standard (Life Technologies). Para la electroforesis, 

se utilizó el sistema Mini-PROTEAN electrophoresis system (Bio-Rad) y el tampón de 

electroforesis (25 mM Tris, 0.2 M Glicina y 3 mM SDS).  

Se llevó a cabo la transferencia húmeda de las proteínas a una membrana de PVDF 

(GE Healthcare Life Sciences Amersham Hybond PVDF membrane, Thermo Fisher 

Scientific). En el caso de la proteína U2AF1, la transferencia se realizó a 350 mA durante 

1 h en hielo empleando un tampón que consistía en 25 mM Tris y 0.2 M Glicina. Mientras 

que en el caso de TET2, al tratarse de una proteína de gran tamaño (210 kDa), fue 

necesario añadir SDS al tampón de transferencia, quedando con la misma composición 

que el tampón de electroforesis (25 mM Tris, 0.2 M Glicina y 3 mM SDS). Además, la 

transferencia de esta proteína se llevó a cabo durante toda la noche a 20 V en frío.  

Para comprobar si la electroforesis y la transferencia fueron correctas, se tiñeron las 

membranas con 0.1 % Rojo Ponceau (Fisher Bioreagents) en ácido acético. A 

continuación, se lavaron con agua destilada y TBS-T (20 mM Tris, 150 mM NaCl y 0.1 

% Tween). 
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3.4.6. Incubación y revelado 

Una vez lavada y eliminada toda la tinción de Rojo Ponceau, se bloqueó la membrana 

incubándola con 5 % de leche desnata en TBST durante 1 h a temperatura ambiente en 

agitación constante. Este proceso disminuye las interacciones inespecíficas del 

anticuerpo con la membrana.  

Por un lado, en el caso del Western blot de TET2, una vez bloqueada, la membrana 

se dividió en dos teniendo en cuenta el peso molecular de la proteína control (-ACTINA 

42 kDa) y de interés (TET2 210 kDa). Cada una de ellas se incubó durante toda la noche 

a 4ºC, en agitación suave, con el anticuerpo correspondiente diluido en TBST. Para 

detectar TET2, se utilizó un anticuerpo policlonal de conejo contra la región N-terminal 

de la proteína a una dilución 1:1000 y como control de carga, se utilizó anti-β-ACTINA-

Peroxidasa (A3854, Merck) a una dilución 1:20000. Al día siguiente, después de realizar 

3 lavados de 10 min con TBST, las membranas se incubaron a temperatura ambiente, 

en agitación suave, durante 1 h, con anticuerpos secundarios conjugados con 

peroxidasa de rábano (HRP): anti-conejo IgG H&L (Abcam) a una dilución 1:5000. Una 

vez transcurrido el tiempo, las membranas se lavaron nuevamente 3 veces con TBST, 

10 min por lavado, para eliminar el anticuerpo excedente. Para la detección, se usó el 

kit de revelado UltraScence Western Substrate (Bio-Helix) y el equipo Amersham Imager 

600 (Cytiva). En estos kits, la HRP conjugada a los anticuerpos secundarios, oxida el 

luminol presente en los reactivos de revelado produciendo quimioluminiscencia que es 

captada por los equipos de detección. 

Por otro lado, en el caso del Western blot de U2AF1, se incubó la membrana durante 

toda la noche a 4ºC en agitación suave bien: i) con un anticuerpo monoclonal de conejo 

que reconocía el extremo N-terminal de la proteína (D6S3Q, Cell Signaling Technology), 

ii) con un anticuerpo policlonal de conejo que reconocía el extremo C-terminal (ab86305, 

Abcam) (ambos a una dilución 1:2000 en TBS-T) o iii) con un anticuerpo monoclonal de 

ratón anti-FLAG (F1804, Merck) a una dilución 1:1000. Al día siguiente, después de 

realizar los lavados con TBS-T, las membranas se incubaron 1h a temperatura 

ambiente, con un anticuerpo secundario anti-conejo o anti-ratón IgG H&L (Abcam) a una 

dilución 1:5000. A continuación, se realizaron los lavados y el revelado de la misma 

forma que se ha detallado con TET2. Una vez detectada la proteína U2AF1 o el péptido 

FLAG (en los experimentos de sobreexpresión), se procedió a detectar la proteína β-

ACTINA como control de carga. Para ello, primero se realizó el stripping de las 

membranas para eliminar los anticuerpos unidos a ellas. Con este fin, se incubaron a 

56ºC durante 30 minutos en tampón de stripping (143 µl β-mercaptoetanol, 4 ml SDS 10 
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%, 1.25 ml TRIS 1M pH 6.8M, 14.6 ml H2O). Posteriormente, se lavaron las membranas 

y se bloquearon nuevamente. Una vez transcurrido el tiempo, se incubaron con anti-β-

ACTINA-Peroxidasa (A3854, Merck) a una dilución 1:20 000 durante 4 h en frío y 

agitación. Para finalizar, las membranas se lavaron y se revelaron.  

En el caso del Western blot con proteína extraída de células HEK293T que 

sobreexpresaban U2AF1 wild-type o mutante, quisimos confirmar que el anticuerpo anti-

FLAG estaba verdaderamente detectando la proteína U2AF1. Para ello, una vez 

detectado el control de carga, se realizó un nuevo stripping y se reincubó la membrana 

con el anticuerpo que reconocía el extremo N-terminal de la proteína (D6S3Q), 

siguiendo el procedimiento detallado anteriormente. 

 

4. Caracterización hematológica 

4.1. Hemograma 

Para determinar el perfil hematológico (también conocido como hemograma), la 

sangre periférica fue analizada por la empresa ACVLAB (Valencia) empleando un 

equipo Sysmex XT-2000. El hemograma nos permitió conocer diversos parámetros de 

la sangre, de los cuales cabe destacar los siguientes por su importancia en el 

diagnóstico de los SMD: por un lado, el recuento hematológico proporciona el número 

de glóbulos rojos o hematíes, glóbulos blancos o leucocitos, plaquetas y cantidad de 

hemoglobina; por otro lado, con la fórmula leucocitaria se cuantifican los diferentes tipos 

de leucocitos (monocitos, eosinófilos, basófilos, linfocitos, neutrófilos inmaduros y 

segmentados). 

 

4.2. Citometría de flujo  

4.2.1. Generalidades 

En todos los ensayos de citometría de flujo (CF) se empleó un control sin teñir, es 

decir, células que no habían sido incubadas con el mix de anticuerpos y que permitían 

marcar el límite, a partir del cual la señal de un fluorocromo se consideraba positiva. Los 

paneles de CF fueron puestos a punto estableciendo los voltajes óptimos y 

compensando la fluorescencia que era captada en otros canales. Los datos fueron 

adquiridos en el equipo analizador FACSCanto-II (Becton Dickinson) de la Unidad de 

Citómica del IIS La Fe con el software DIVA y exportados para su posterior análisis con 

el software FlowJo v10 (TreeStar). 
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4.2.2. Análisis citómico de los tejidos hematopoyéticos 

Se estudiaron células procedentes de sangre periférica, bazo y médula ósea. Las 

células maduras fueron analizadas tanto en sangre como en bazo. Se identificaron 

células mieloides (inmunofenotipo Mac-1+ y Mac-1+ Gr-1+), linfocitos T (CD4+ y CD8+) y 

B (B220+). Por un lado, 50 µl de sangre se incubaron con el mismo volumen de mix de 

anticuerpos (Tabla 10) a una concentración 2X, durante 15 min en oscuridad. A 

continuación, se fijaron y lisaron las células incubando con 2 ml de BD FACS™ Lysing 

Solution (BD Biosciences) y mezclando vigorosamente con un vortex. El exceso de 

solución de lisis se eliminó centrifugando a 1200 r.p.m. durante 5 min. El pellet obtenido, 

se lavó con 1 ml de PBS + 2 % FBS y se resuspendió en 200 l del mismo tampón. En 

el caso del bazo, 10 x 106 células esplénicas se centrifugaron a 1200 r.p.m. durante 5 

min. El pellet se resuspendió en 50 l de mix de anticuerpos descrito en Tabla 10 y se 

incubó en hielo y oscuridad durante 15 min. Una vez transcurrido el tiempo, se añadió 1 

ml de PBS + 2 % FBS, se centrifugaron nuevamente y se resuspendieron en 300 l del 

mismo tampón. 

Tabla 10. Descripción de anticuerpos empleados en citometría de flujo para analizar las 

células maduras. 

 

 

Las HSPC se analizaron como células LSK que, como se ha comentado 

anteriormente, comprende la fracción más inmadura de células hematopoyéticas. 

Además, se analizaron los progenitores (inmunofenotipo Linaje- Sca-1- c-kit+). Dentro de 

esta fracción, se identificaron los progenitores mieloeritroides según el inmunofenotipo 

establecido por Pronk et al.12: 

- Megacariocíticos:  

MkP: Linaje- Sca-1- c-kit+ CD150+ CD41+ CD16/32- CD105- 

- Granulo-monocíticos: 

GMP: Linaje- Sca-1- c-kit+ CD150- CD41- CD16/32+ CD105- 

Pre GM: Linaje- Sca-1- c-kit+ CD150- CD41- CD16/32- CD105- 

Tinción Tejido Anticuerpo Conjugado Clon Dilución Compañía

CD4 PE - 1/200 Miltenyi Biotec

Gr-1 PE-Cy5 RB6-8C5 1/800 BioLegend

CD8 FITC 53-67 1/400 Miltenyi Biotec

B220 PE-Cy7 RAS-6B2 1/400 BD Bioscience

Mac-1 V450 M1/70 1/400 BD Bioscience

Células 

maduras

Sangre 

Bazo
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- Eritroides: 

CFU-E: Linaje- Sca-1- c-kit+ CD150- CD41- CD16/32- CD105+ 

Pre CFU-E: Linaje- Sca-1- c-kit+ CD150+ CD41- CD16/32- CD105+ 

- Megacariociticos-eritroides: 

Pre MegE: Linaje- Sca-1+ c-kit+ CD150+ CD41- CD16/32- CD105- 

 

Primero, se lisaron 20 x 106 células de médula ósea incubando 1 min con 1.5 ml de 

tampón de lisis (NH4Cl 8.3 g/L, NaHCO3 1.0 g/L, EDTA 37 mg/L). Se añadieron 7.5 ml 

de PBS + 2 % FBS y se centrifugaron a 1200 r.p.m. 5 min. Las muestras se incubaron 

en hielo y oscuridad, durante 15 min, con 100 l de mix de anticuerpos de linaje, anti-

CD150, anti-c-kit, anti-Sca-1, anti-CD41 y anti-CD105 a las concentraciones detalladas 

en la Tabla 11. A continuación, se lavó con 1 ml de PBS + 2 % FBS y se centrifugaron 

nuevamente. Una vez eliminado el sobrenadante, el pellet se resuspendió en 100 l de 

anticuerpo anti-CD16/32 a una dilución 1:400 (Tabla 11) y se incubó 15 min en hielo y 

oscuridad. Por último, los pellets se resuspendieron en 300 l PBS + 2 % FBS. 

Tabla 11. Descripción de anticuerpos empleados en citometría de flujo para el análisis de 

progenitores mieloeritroides. 

 

 

4.3. Análisis morfológico 

4.3.1. Citospin 

El citospin es empleado para analizar la morfología de células que se encuentran en 

una muestra líquida. Este proceso consiste en centrifugar la suspensión celular para 

aislar, concentrar y depositar una monocapa de células en una pequeña área circular 

Tinción Tejido Conjugado Clon Dilución Compañía

Mac-1 M1/70 1/800

B220 RA3-6B2 1/400

CD5 53-7.3 1/400

Ter119 TER-119 1/200

Gr-1 RB6-8C5 1/800

CD4 GK15 1/800

CD8 53-6.7 1/800

CD150 APC 9D1 1/100 eBioscience

c-kit APC-eF780 2B8 1/200 eBioscience

Sca-1 Pacific Blue E13-161.7 1/100 BioLegend

CD41 FITC MWReg30 1/100 Invitrogen

CD105 PE MJ7/18 1/100 eBioscience

CD16/32 PE-Cy7 93 1/400 Invitrogen

Progenitores 

mieloeritroides

Médula 

ósea

Anticuerpos 

de Linaje

Anticuerpo

BioLegendPE-Cy5
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de un portaobjetos. Para ello, se sitúa la muestra en un embudo específico que contiene 

un filtro en su interior y se realiza una centrifugación. El líquido de la muestra es 

absorbido por el filtro, mientras que las células lo atraviesan depositándose en el 

portaobjetos. A continuación, los portaobjetos se tiñen con May-Grünwald Giemsa, la 

cual aprovecha la afinidad electrostática ácido-base de los compuestos de los tintes y 

los componentes de las células para observar su morfología.  

En nuestro caso, se separaron 2 x 105 células de médula ósea y se llevaron a un 

volumen final de 200 μL PBS + 2 % FBS. Se pre-humedecieron los filtros pipeteando 

200 l de PBS en los embudos específicos de la citocentrífuga Shandon Cytospin 3 

(Thermo Fisher Scientific) y centrifugando 2 min a 350 r.p.m. A continuación, se 

depositaron las células en los portaobjetos mediante centrifugación durante 5 min a 600 

r.p.m. y se dejaron secar 30 min. Una vez transcurrido el tiempo, se fijaron y tiñeron con 

solución May-Grünwald Giemsa (Merck). Para ello, se sumergieron los portaobjetos en 

la solución May-Grünwald durante 5 min. A continuación, se lavaron con agua destilada 

5 veces y se sumergieron en la solución Giemsa durante 20 min. Por último, se lavaron 

nuevamente 5 veces con agua destilada y se dejaron secar. Posteriormente al montaje 

del portaobjetos con Entellan (Merck), se analizaron y se captaron las imágenes en un 

microscopio Leica DMD 108 (Leica Biosystems) a 40X. 

 

4.3.2. Histología 

Como se ha comentado anteriormente, las porciones de los bazos destinadas a 

histología se fijaron sumergiéndolas en 4 % de PFA. Brevemente, las muestras fueron 

embebidas en parafina utilizando el procesador de tejidos Leica ASP6025. 

Posteriormente, fueron seccionadas con el microtomo Leica RM2245 y teñidas con 

hematoxilina-eosina de forma automática usando el equipo Dako CoverStainer (Agilent). 

Las secciones teñidas fueron visualizadas y analizadas utilizando un microscopio Leica 

DM 2000. 

 

4.4. Estudios funcionales de las células hematopoyéticas 

4.4.1. Ensayo de unidades formadoras de colonias (CFU) 

El estudio de Unidades Formadoras de Colonias (colony-forming unit o CFU) permite 

obtener una medida de la capacidad que poseen los progenitores presentes en la 

muestra de proliferar y dividirse en células sanguíneas maduras formando colonias, bajo 
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ciertas condiciones de crecimiento que se dan en el cultivo. Así pues, se estudió la 

formación de colonias mieloides (granulocyte-macrophage colony-forming unit o CFU-

GM) y eritroides (Erythroid burst-forming units o BFU-E) en medio semisólido de 

metilcelulosa. Se emplearon los medios Methocult M3534 y M3436 (Stem Cell 

Technologies). El medio Methocult M3534 está suplementado con insulina, transferrina 

y las citoquinas SCF, IL-3 y IL-6, que promueven el crecimiento de CFU-GM. Mientras 

que el Methocult M3436 posee insulina, transferrina, y EPO, entre otras citoquinas, para 

el crecimiento de BFU-E.  

Para plaquear 5 x 104 células de médula ósea por placa, se prepararon 5 x 105 células 

en 1 ml de medio IMDM suplementado con 5X penicilina/estreptomicina (Gibco) y 1 % 

GlutaMAX (Gibco). A continuación, se añadieron 400 l de la dilución de células en la 

alicuota de 4 ml de metilcelulosa, se mezclaron vigorosamente con el vortex y se dejaron 

reposar durante aproximadamente 15 min. Una vez transcurrido ese tiempo, se plaqueó, 

por triplicado, 1.1 ml de la mezcla de células y metilcelulosa en placas de 35 mm con 

ayuda de una jeringa de 5 ml con una aguja de 20 G. Las placas se incubaron a 37ºC y 

5 % de CO2. El contaje de las colonias CFU-GM se realizó a los 7 días, mientras que 

las colonias BFU-E se mantuvieron hasta los 10 días.  

 

4.4.2. Trasplante hematopoyético  

El trasplante hematopoyético permite determinar in vivo la funcionalidad de las 

células madre hematopoyéticas. En el trasplante competitivo se trasplanta el mismo 

número de células test y células competidoras y se compara la capacidad del test para 

injertar y producir los diferentes linajes hematopoyéticos en el receptor. Habitualmente, 

en los experimentos de trasplante murino, los ratones receptores y donantes presentan 

variantes alélicas diferentes del gen Cd45 (También conocido como Ly5 o Ptprc). El 

antígeno leucocitario común, CD45, se encuentra presente en todas las células 

nucleadas del sistema hematopoyético. Al utilizarse cepas de ratones que poseen alelos 

diferentes para este gen, es posible evaluar la eficiencia del trasplante con una prueba 

de sangre rutinaria en el ratón quimera, puesto que somos capaces de diferenciar de 

qué cepa provienen las células analizadas. En nuestro caso, los ratones receptores y 

los ratones de los que se obtenían las células competidoras presentaban el alelo 

CD45.1, mientras que los ratones donantes o test presentaban el alelo CD45.2. 

Los ratones receptores utilizados eran CD45.1 (B6.SJL-Ptprca Pepcb/BoyCrl, Charles 

River Laboratories) de 8-16 semanas. Éstos fueron sometidos a una dosis letal de 
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radiación gamma (dos dosis de 6 Gy con 3 horas en medio) empleando un irradiador 

gamma BIOBEAM GM (Gamma-Service Medical GmbH) en el Centro de Investigación 

Príncipe Felipe (CIPF).  

 

4.4.2.1. De médula ósea total 

Se preparó en PBS + 5 % FBS un mix 1:1 de células test:competidoras de forma que 

en el volumen a trasplantar, 200 l, hubiera 1 x 106 células procedentes de los ratones 

donantes y la misma cantidad de células de ratones competidores. Los 200 l fueron 

inyectados a través de la vena lateral de la cola en los ratones receptores. Previamente 

los ratones receptores irradiados fueron calentados con una lámpara de calor rojo para 

asegurar la dilatación de los vasos sanguíneos y hacer que la vena lateral fuera más 

visible (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Representación esquemática del trasplante hematopoyético competitivo. El 

mismo número de células test (wild-type o mutantes U2af1mut/+, Tet2-/- o U2af1mut/+ Tet2-/-) CD45.2 

y células competidoras (wild-type) CD45.1 fueron inyectadas a través de la vena de la cola en 

ratones receptores CD45.1 previamente irradiados. El análisis de reconstitución hematopoyética 

se realizó por citometría de flujo a las 4 y 8 semanas. 

 

4.4.2.2. De células LSK purificadas 

En otro set de experimentos, se llevaron a cabo trasplantes con células LSK 

purificadas. Ya que las HSPC tardan unas semanas en diferenciarse hasta producir las 

células maduras de los diferentes linajes, es necesario trasplantar también células de 

soporte (CD45.1) que proporcionarán al ratón las células necesarias para su 
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supervivencia durante este periodo de tiempo. Por tanto, se inyectaron 8 000 LSK 

(CD45.2) junto con 2 x 105 células de médula ósea total (CD45.1) por ratón trasplantado 

(Figura 13).  

 

Figura 13. Representación esquemática del trasplante hematopoyético con LSK 

purificadas. Una muestra de células de médula ósea de ratones test (wild-type o mutantes 

U2af1mut/+) CD45.2 se enriqueció en c-kit+ para posteriormente separar las células LSK mediante 

un FACSAria-III. Se inyectaron 8 000 células LSK junto con 2 x 105 células de soporte (wild-type) 

CD45.1 a través de la vena de la cola en ratones receptores CD45.1 previamente irradiados. El 

análisis de reconstitución hematopoyética se realizó por citometría de flujo a las 4 y 8 semanas. 

 

Dada la baja frecuencia que presentan las células LSK en la médula ósea (< 1 %), 

las muestras se enriquecieron en c-kit+ mediante el separador celular magnético 

autoMACS Pro (Miltenyi Biotec). Para ello, se lisaron con tampón de lisis las células de 

la médula ósea procedentes de 5 ratones por genotipo (control y U2af1mut/+) como se ha 

detallado anteriormente. A continuación, las células se centrifugaron a 1200 r.p.m. 

durante 5 min. El pellet resultante se incubó 20 min con microbolas magnéticas 

conjugadas a anticuerpos anti-c-kit (Miltenyi Biotec) añadiendo 2.5 l de microbolas y 

100 l de PBS + 5 % FBS por cada 100 x 106 células, en hielo, oscuridad y agitando 

ocasionalmente. Una vez transcurrido el tiempo, se lavó el anticuerpo restante con 10 

ml de PBS + 5 % FBS, se centrifugó nuevamente a 1200 r.p.m. durante 5 min y el pellet 

resultante se resuspendió en 500 l por cada 100 x 106 células. Las células enriquecidas 

en c-kit+ fueron obtenidas con el separador magnético autoMACS Pro con el programa 

de selección positiva POSSEL. 

Una vez obtenidas las células c-kit+, se centrifugaron a 1200 r.p.m. durante 5 min. El 

pellet resultante se resuspendió en 50 l de mix de anticuerpo detallado en la Tabla 12 

y se incubó durante 15 min en frío y en oscuridad. Una vez transcurrido el tiempo, se 

lavaron con 1 ml de PBS + 5 % FBS, se centrifugaron nuevamente a 1200 r.p.m. durante 

5 min y el pellet se resuspendió en 1 ml de PBS + 5 % FBS. Las células LSK se 
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obtuvieron mediante el separador celular FACSAria-III (Becton Dickinson) de la Unidad 

de Citómica del IIS La Fe en medio PBS + 5 % FBS. 

Tabla 12. Descripción de anticuerpos empleados para detectar y separar las células LSK. 

 

 

4.4.2.3. Seguimiento y evaluación de los trasplantes 

Los ratones trasplantados se mantuvieron con el antibiótico enrofloxacino (Bayer, 

Alemania) en el agua de bebida durante las 4 semanas después del trasplante. El 

quimerismo en la sangre periférica (células donantes CD45.2 versus receptoras 

CD45.1) y la contribución a los diferentes linajes hematopoyéticos se analizó mediante 

CF a las 4 y 8 semanas post-trasplante. Para ello, se extrajo sangre de la vena facial de 

los ratones trasplantados y se tiñó con el mix de anticuerpos detallados en la Tabla 13 

siguiendo el protocolo de tinción y análisis de sangre periférica detallado anteriormente.  

Tabla 13. Descripción de anticuerpos empleados en citometría de flujo para el análisis de 

reconstitución hematopoyética. 

 

 

5. Comparación del perfil transcriptómico 

5.1. Obtención de células LSK  

En este caso, el enriquecimiento en c-kit+ se realizó de forma manual con el sistema 

de columnas magnéticas LS (Miltenyi Biotec). Se procesaron y lisaron las células de la 

Tinción Tejido Conjugado Clon Dilución Compañía

Mac-1 M1/70 1/800

B220 RA3-6B2 1/400

CD5 53-7.3 1/400

Ter119 TER-119 1/200

Gr-1 RB6-8C5 1/800

CD4 GK15 1/800

CD8 53-6.7 1/800

c-kit APC-eF780 2B8 1/200 eBioscience

Sca-1 PE-Cy7 E13-161.7 1/200 BioLegend

BioLegend
Médula 

ósea

Separación 

LSK

Anticuerpo

Anticuerpos 

de Linaje
PE-Cy5

Tinción Tejido Anticuerpo Conjugado Clon Dilución Compañía

CD4 PE - 1/200 Miltenyi Biotec

Gr-1 PE-Cy5 RB6-8C5 1/800 BioLegend

CD8 FITC 53-67 1/400 Miltenyi Biotec

B220 PE-Cy7 RAS-6B2 1/400 BD Bioscience

Mac-1 V450 M1/70 1/400 BD Bioscience

CD45.1 APC A20 1/200 BioLegend

CD45.2 APC-Cy7 104 1/200 BD Bioscience

Sangre 
Evaluación 

del trasplante
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médula ósea de 3 ratones por genotipo (control, U2af1mut/+, Tet2-/- y U2af1mut/+ Tet2-/-). El 

total de células, se centrifugó a 1200 r.p.m. durante 5 min. El pellet resultante se incubó 

20 min en hielo, oscuridad y agitando ocasionalmente, con microbolas magnéticas anti-

c-kit (Miltenyi Biotec) a una concentración de 2.5 l microbolas/100 l de tampón PBS + 

5 % FBS/100 x 106 células. Una vez transcurrido el tiempo, se lavó con 10 ml de PBS + 

5 % FBS, se centrifugó nuevamente a 1200 r.p.m. durante 5 min y se resuspendió en 3 

ml del mismo tampón. A continuación, se colocó la columna de separación magnética 

LS en el imán y se equilibró lavando con 3 ml de PBS + 5 % FBS. Una vez pasado todo 

el volumen, se filtraron los 3 ml de muestra con filtros de 70 µm (Miltenyi Biotec) y se 

colocaron en la columna. Después, se hicieron 3 lavados añadiendo, en cada uno de 

ellos, 3 ml de PBS + 5 % FBS a la columna. Posteriormente, se separó la columna del 

imán, se añadieron 5 ml del mismo tampón y se pasaron con ayuda de un émbolo. A 

continuación, se añadieron 3 ml más a la columna y se repitió el proceso. Quedando, 

por tanto, la muestra c-kit+ eluida en 8 ml totales.  

Las muestras se contabilizaron y centrifugaron a 1200 r.p.m. durante 5 min. Los 

pellets se resuspendieron en 50 l de mix de anticuerpos detallado en Tabla 12, durante 

15 min en frío y oscuridad. Se lavaron con 1 ml de PBS + 5 % FBS y una vez 

centrifugados, se resuspendieron en 4 ml de tampón. Se obtuvieron 5 x 104 células LSK 

mediante el separador celular FACSAria-III (Becton Dickinson) de la Unidad de Citómica 

del IIS La Fe en 700 µl de medio RLT (QIAGEN) suplementado con 7 µl de β-

mercaptoetanol (Merck). Se separaron todas las células LSK hasta agotar la muestra, 

consiguiendo así replicados técnicos.  

 

5.2. Extracción de ARN 

Para extraer el ARN total de las muestras, se utilizó el RNeasy Micro Kit (QIAGEN) 

siguiendo las instrucciones de la casa comercial. Destacando que previamente a la 

extracción, las muestras se pasaron 10 veces a través de una jeringa con aguja de 20 

G para lisar las células. A continuación, se siguió el protocolo sin modificaciones, 

teniendo en cuenta que se realizó el tratamiento con ADNasa en la propia columna de 

extracción como recomienda la casa comercial. 

La cantidad y calidad del ARN total fue medida en el Centro de Investigación Príncipe 

Felipe (CIPF) empleando el kit Agilent High Sensitivity RNA ScreenTape Assay y el 

equipo Agilent 4200 TapeStation (Agilent Technologies). Únicamente las muestras con 
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un Número de Integridad del ARN (RIN) ≥ 7 fueron seleccionadas para el posterior 

análisis por ARN-seq. 

 

5.3. Secuenciación del ARN (ARN-seq) y análisis de los resultados 

Las muestras fueron enviadas en hielo seco y secuenciadas por la empresa 

Novogene (China). Las librerías low input se prepararon y purificaron utilizando el kit 

NEBNext Ultra Directional RNA Library Prep (Illumina Cat nº 7420). Las secuencias 

fueron obtenidas mediante secuenciación paired-end en el equipo NovaSeq 6000 

(Illumina). 

El equipo bioinformático del grupo de Investigación en Hematología y Hemoterapia 

llevó a cabo el análisis de los resultados. Primero, midieron la calidad de los datos 

obtenidos en los FastQ usando FastQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk). 

Las lecturas fueron mapeadas al genoma de ratón de referencia GRCm38 (mm10), con 

anotaciones genómicas en GENCODE vM24, usando el software STAR, específico para 

mapear lecturas y analizar splicing (version 2.6.1c) 207. Para aumentar las uniones entre 

las lecturas, se realizaron dos mapeos y únicamente aquellas lecturas que mapearon 

fueron las seleccionadas para análisis posteriores. Con el software RSeQC 2.6.4 se 

midió la calidad de las secuencias mapeadas contenidas en los archivos BAM.  

El análisis del splicing alternativo diferencial entre los diferentes genotipos se llevó a 

cabo con el programa rMATS 4.0.2 208. Categorizándose así los eventos de splicing en 

5 grupos: intrón retenido (RI), exón saltado (SE), sitio alternativo 5’ (A5SS), sitio 

alternativo 3’ (A3SS) y exones mutuamente excluyentes (MXE). Se identificaron los 

eventos de splicing alternativo asociados a cada grupo en comparación con el grupo 

control (U2af1mut/+ vs Control, Tet2-/- vs Control y U2af1mut/+ Tet2-/- vs Control) aplicando 

parámetros muy estrictos (Tasa de falsos descubrimientos (FDR) = 0.01 y niveles de 

inclusión (ΔPSI) = 0.1). Se realizó el enriquecimiento funcional de las listas de genes 

con splicing diferencial con la herramienta DAVID (versión 6.8) 209 estableciendo como 

punto de corte un p-valor < 0.01.  

Para el análisis de los genes diferencialmente expresados, se calculó la cantidad de 

lecturas por gen empleando el paquete Bioconductor Rsubread 210 y se determinó la 

expresión con DESeq2 (version 1.26.0) 211.  
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Todos los análisis se llevaron a cabo en la versión 3.6 de R. Los datos obtenidos en 

la secuenciación de ARN se depositaron en la base de datos ArrayExpress de EMBL-

EBI (www.ebi.ac.uk/arrayexpress) con el número de acceso: E-MTAB- 4872. 

 

5.3.1. Validación de las variantes mediante RT-PCR 

Para la validación del ARN-seq se seleccionaron aquellos genes con splicing 

diferencial que poseían un p-valor y un FDR menor, un ΔPSI mayor y menor variabilidad 

entre muestras. 

Con ayuda del programa Integrative Genomics Viewer (IGV) se localizó la región que 

presentaba el cambio de splicing, y con la herramienta online Primer3 se diseñaron 

primers que permitían diferenciar con una PCR convencional la isoforma habitual de 

aquellas detectadas en el análisis. 

Para la RT-PCR, primero se extrajo el ARN de muestras c-kit+ control, U2af1mut/+ y 

U2af1mut/+ Tet2-/-. Para ello, se empleó el RNeasy micro kit (QIAGEN) y se midió la 

cantidad y calidad de las muestras con el Nanodrop 2000. El ADNc se obtuvo 

retrotranscribiendo 1 µg ARN obtenido en la extracción con TaqMan Reverse 

Transcription Reagents (Thermo Fisher Scientific) y primers oligo(dT) en un volumen 

final de 25 l. A continuación, se amplificaron las muestras realizando una PCR a partir 

de 40 ng de ADNc en las condiciones detalladas en Tabla 14. Los amplicones fueron 

visualizados y separados en geles de agarosa al 3 %. 

Tabla 14. Condiciones de las PCR para validar los datos obtenidos en ARN-seq. 

 

 

PCR Componentes Condiciones Primers

Ammecr1l

12.5 µl PCR Master Mix (2X)                        

1 µl  oligo F (10 µM) 

1 µl oligo R (10 µM) 

9.5 µl H2O         

1 µl ADN (40 ng)

  95ºC  2 min

  95ºC  30 s

  62ºC  30 s          35x

  72ºC  20 s

  72ºC  7 min

 F   AGAGGAAGAGAAGGCAGAGC

 R   GGGGAGGAACACAACGTCTT

H2-T24

12.5 µl PCR Master Mix (2X)                        

1 µl  oligo F (10 µM) 

1 µl oligo R (10 µM) 

1.25 µl DMSO

8.25 µl H2O         

1 µl ADN (40 ng)

  95ºC  2 min

  95ºC  30 s

  56ºC  30 s          35x

  72ºC  20s

  72ºC  7 min

 F   CTTCTGGAGAGGAGCAGAGA

 R   TACATTGTCCCTGGGTCCTG
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5.3.2. Estudio de las variantes empleando CF 

El enriquecimiento funcional del conjunto de genes afectados con splicing diferencial 

empleando la herramienta DAVID, dio lugar a la lista de rutas biológicas en las que se 

encuentran los genes alterados. 

 

5.3.2.1. Análisis del ciclo celular 

Una de las rutas afectadas en los mutantes U2af1mut/+ fue el ciclo celular. Por ello, se 

analizaron por CF las diferentes fases del ciclo celular dentro de la fracción LSK de 

ratones control y U2af1mut/+. 

Las muestras se enriquecieron en células c-kit+ de forma manual mediante columnas 

LS y las células se contabilizaron con azul de tripán como se ha detallado anteriormente. 

A continuación, se centrifugaron a 1200 r.p.m. 5 min y los pellets se resuspendieron en 

50 l de mix de anticuerpos (Tabla 12) en frío y oscuridad. Una vez lavados con 1 ml de 

PBS + 5 % FBS y centrifugados nuevamente, se continúa con el protocolo de tinción de 

las células con el marcador fluorescente DAPI (Merck). Este marcador se une a las 

regiones ricas en AT del surco menor de la molécula de ADN y aumenta hasta 20 veces 

su fluorescencia si la molécula es de doble cadena. La membrana celular es 

impermeable a DAPI, por ello, el protocolo de tinción incluye una fase de fijación y 

permeabilización de las células para permitir su entrada. De esta forma, la intensidad de 

la fluorescencia emitida por DAPI es proporcional a la cantidad de ADN que contienen 

las células teñidas y esto se puede correlacionar con la fase del ciclo celular en la que 

se encuentran. 

Las células teñidas se resuspendieron en 100 l de tampón de 

fijación/permeabilización (Becton Dickinson) por cada 5 x 105 células y se incubaron en 

hielo durante 30 min. Una vez transcurrido el tiempo, las células se lavaron dos veces 

para eliminar el exceso de tampón de fijación. El primer lavado se realizó con 2 ml de 

tampón de lavado, mientras que el siguiente fue con 1 ml. Posteriormente, las células 

se centrifugaron a 1200 r.p.m y 5 min. A continuación, las muestras se resuspendieron 

con PBS + 5 % FBS a una concentración de 2 x 105 células/100 l y se incubaron con 

DAPI (0.5 g/ml) durante 40 min en frío. Por último, se centrifugaron a 1200 r.p.m 

durante 5 min y se resuspendieron en 500 l. Las muestras fueron analizadas mediante 

CF. Para la adquisición de los datos se siguieron las recomendaciones descritas 

anteriormente por Galvin et al.212 
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5.3.2.2. Análisis del daño al ADN. 

Se analizó el estado de la fosforilación de la histona H2AX (γH2AX) por CF, dentro 

de las células LSK en ratones U2af1mut/+ y U2af1mut/+ Tet2-/-. Esta histona se encuentra 

fosforilada en la Serina 139 cuando se producen roturas de doble hebra en el ADN. Por 

tanto, existe una correlación directa entre el daño al ADN y la presencia de γH2AX. Se 

utilizó el kit H2A.X Phosphorylation Assay (Millipore). 

Se centrifugaron, a 1200 r.p.m. durante 5 min, 2 x 106 células c-kit+ obtenidas por 

enriquecimiento manual con columnas LS y contabilizadas con azul de tripán. Después, 

se incubaron 15 min en frío y oscuridad con el mix de anticuerpos para la detección de 

células LSK (Tabla 12). Una vez lavadas con 1 ml de PBS + 5 % FBS, las células se 

centrifugaron a 1200 r.p.m. 5 min. El pellet se resuspendió en 50 µl de solución de 

fijación y se incubó 20 min más en hielo. A continuación, se realizaron 2 lavados con 3 

ml de PBS centrifugando en cada uno de ellos a 1200 r.p.m 5 min. Después, las 

muestras se incubaron en 50 µl de solución de permeabilización con 3.5 µl de anticuerpo 

anti-γH2AX-FITC durante 20 min en hielo, oscuridad y agitando ocasionalmente. Para 

lavar las muestras y eliminar el exceso de anticuerpo, se emplearon 100 µl de solución 

de lavado y se centrifugaron a 1200 r.p.m. 5 min. Por último, las muestras se 

resuspendieron en 300 µl de PBS + 5 % FBS y se mantuvieron en hielo hasta su análisis. 

Para el ensayo se empleó tanto un control positivo como uno negativo. Para el control 

positivo, 5 x 105 células c-kit+ procedentes de la médula ósea de un ratón control, se 

incubaron con peróxido de hidrógeno a una concentración 100 μM durante 1h en 

StemSpan (Stem Cell) a 37ºC y 5 % CO2. Para el control negativo, se separaron 2 x 106 

células c-kit+ de un ratón control y, en lugar de incubarse con anticuerpo anti-γH2AX-

FITC, se incubaron con anticuerpo anti-isotipo-IgG conjugado a FITC. Con ambos 

controles se siguió el mismo protocolo de tinción, fijación y permeabilización que con el 

resto de muestras.  

 

6. Análisis estadístico 

El análisis de los datos se llevó a cabo con GraphPad Prism version 8. Para 

determinar la significancia estadística se utilizó un test t-Student de dos colas, 

comparando individualmente los grupos mutantes (U2af1mut/+, Tet2-/- y U2af1mut/+ Tet2-/-) 

con el control. Las diferencias entre grupos se consideraron estadísticamente 

significativas cuando P < 0.05. 



 

 
 

 

  



 

   

 

 

 

 

 

 

 

RESULTADOS 
  



 

 
 

 

  



Resultados 

81 
  

RESULTADOS 

El gen U2AF1 codifica para una proteína del spliceosoma encargada de reconocer el 

extremo 3’ del intrón durante el proceso de splicing. Diversos estudios han visto que 

este gen aparece mutado en concurrencia con el gen TET2 en pacientes con SMD. La 

proteína TET2 es una proteína epigenética encargada de la desmetilación del ADN. Sin 

embargo, se desconoce como la cooperación entre estas alteraciones puede intervenir 

en la patogénesis de la enfermedad.  

El presente estudio se inició con la generación de dos líneas de ratones mutantes en 

U2af1 (U2af1mut/+) o Tet2 (Tet2-/-) empleando el sistema CRISPR/Cas9 con sgARN 

específicos contra estos genes. Para ello, aprovechamos el mecanismo de reparación 

de ADN mediante recombinación de extremos no homólogos (NHEJ) que se da de forma 

intrínseca en las células. Tanto el enzima Cas9 como los sgARN correspondientes, 

fueron microinyectados en embriones en estadio de cigoto. Éstos se incubaron hasta 

que fueron transferidos a úteros de hembras CD1 pseudopreñadas cuando alcanzaron 

el estadio de blastocisto. Una vez generada la F0, los ratones mutantes en U2af1 fueron 

retrocruzados hasta 6 generaciones con ratones puros C57BL/6J para originar un fondo 

genético homogéneo. Los ratones U2af1mut/mut no eran viables y morían poco después 

de la implantación en las hembras CD1. Esto no ocurría en los ratones homocigotos 

para Tet2 que sí eran viables. A continuación, se generaron los ratones doble mutantes, 

U2af1mut/+ Tet2-/-, por cruzamiento convencional entre ratones de ambas líneas. Por 

tanto, el estudio se llevó a cabo en ratones U2af1mut/+, Tet2-/- y U2af1mut/+ Tet2-/-. 

 

1. Consecuencias moleculares de la mutación en U2af1 

Antes de comenzar la caracterización hematológica de los ratones, era necesario 

comprender cómo afectaba la mutación a distintos niveles: genómico, transcriptómico y 

proteómico. 

En el caso de los ratones U2af1mut/+, en primer lugar, se secuenció con la tecnología 

Sanger el ADN extraído de la médula ósea de ratones control y U2af1mut/+. Como se 

puede observar en la Figura 14, se detectó que los ratones mutantes presentaban una 

deleción en heterocigosis de 5 nucleótidos en el exón 6 del gen.  



Resultados 

82 
 

 

Figura 14 . Generación del ratón mutante U2af1mut/+. Panel superior: secuencia sgARN contra 

el exón 6 del gen U2af1 murino. Panel inferior: cromatogramas obtenidos por secuenciación 

Sanger con muestras de médula ósea de ratones wild-type (wt) y U2af1mut/+. La deleción de 5 

nucleótidos se indica en rojo. 

 

Dado que la mutación se originó de forma germinal, todas las células de los ratones 

presentaban la deleción. Por este motivo, para genotipar las camadas que se fueron 

generando a lo largo del estudio, en el momento del destete se adquiría una muestra de 

oreja a partir de la cual se extraía el ADN y se realizaba una PCR rutinaria con primers 

flanqueantes a la región editada. Los amplicones se analizaban en un gel de agarosa al 

3 %, observándose una banda de 227 pb en los ratones wild-type y dos bandas (227 y 

222 pb) en los ratones U2af1mut/+. Además, empleando la misma PCR, se confirmó que 

la deleción estuviera tanto en médula ósea como en bazo (Figura 15). 

 

Figura 15. Confirmación de la deleción en el gen U2af1 mediante PCR convencional. Se 

amplificó la región editada en U2af1 en muestras de médula ósea (MO) y bazo (BZ) de ratones 

wild-type (wt) y U2af1mut/+ (U2).  



Resultados 

83 
  

A continuación, se estudió la expresión del gen realizando una RT-qPCR empleando 

primers que reconocían específicamente el ARNm wild-type del gen U2af1.  

La abundancia relativa de este ARNm se calculó en relación a la abundancia del 

ARNm del gen de referencia, β-actin. Las eficiencias de amplificación entre el gen de 

estudio (U2af1) y el gen de referencia (β-actin) distaban más de un 10 % (82 y 96 % 

respectivamente). Por ello, para calcular la abundancia relativa se siguió el protocolo 

descrito por 206 y no el método del ΔΔCt. Como se puede ver en la Figura 16, tanto en 

médula ósea como en bazo, se detectó una disminución significativa en la expresión del 

ARNm wild-type. El porcentaje de disminución en el caso del bazo fue del 50 % respecto 

a la expresión en los controles, mientras que en médula ósea llegó a suponer un 63 % 

menos. 

 

Figura 16. Análisis de la expresión de U2af1 mediante RT-qPCR. Abundancia relativa del 

ARNm wild-type del gen U2af1 respecto al gen de referencia β-Actin en médula ósea (MO) y 

bazo (BZ) (MO: wt n = 5, U2af1mut/+ n = 4; BZ: wt n = 6, U2af1mut/+ n = 5; * p < 0.05; ** p < 0.01). 

 

Consultando las diferentes bases de datos de proteínas como Uniprot 

(www.uniprot.org/) y Ensembl (https://www.ensembl.org/) se observó que la deleción de 

5 nucleótidos que presentaban los ratones U2af1mut/+, afectaba directamente al segundo 

dedo de zinc (ZF2) de la proteína U2AF1. Esta alteración modificaba la pauta de lectura 

produciéndose, teóricamente, una proteína aberrante a partir de ese punto. Empleando 

la herramienta informática online ExPASy ProtParam, se predijo, in silico, que esta 

proteína aberrante poseería un tamaño aproximado de 191 aminoácidos y un peso 

molecular de 22 kDa, atendiendo únicamente a su estructura primaria, en lugar de 235 

aminoácidos y 35 kDa que presenta la proteína U2AF1 wild-type (Figura 17).  

 

 

http://www.uniprot.org/
https://www.ensembl.org/
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Figura 17. Representación de la proteína U2AF1 wild-type y mutante como resultado de la 

edición genética por CRISPR/Cas9. El valor de los kDa de la proteína mutante se calculó 

usando la herramienta informática online ExPASy ProtParam. En azul el anticuerpo cs-D6S3Q 

(Cell Signaling Technology). En morado el anticuerpo ab86305 (Abcam) (ZF: dedo de zinc. UHM: 

motivo homólogo de U2AF. RS: dominios ricos en arginina y serina). 

 

Para detectar la proteína U2AF1 mediante Western blot, se obtuvo el extracto 

proteico total de células procedentes de la médula ósea y del bazo de ratones wild-type 

y U2af1mut/+. En primer lugar, se utilizó un anticuerpo anti-U2AF1 (ab86305, Abcam) que 

reconocía el extremo C-terminal de la proteína (aminoácidos 140-190), permitiendo 

identificar únicamente la forma wild-type. El análisis comparativo con el programa 

ImageJ, desveló que la proteína wild-type disminuyó en los mutantes U2af1mut/+ un 79 

% en las muestras de médula ósea. Sin embargo, en las muestras de bazo no se 

observó una disminución de la proteína U2AF1 estadísticamente significativa (Figura 

18A). Con intención de detectar la proteína aberrante, se empleó un anticuerpo que 

reconocía los residuos que rodean la alanina de la posición 47 de la proteína U2AF1 

(cs-D6S3Q, Cell Signaling Technology). Esta región se encuentra muy alejada de la 

zona afectada por la deleción, permitiendo teóricamente, la detección tanto de la 

proteína wild-type como la mutante. Sin embargo, fuimos incapaces de detectar esta 

proteína aberrante resultante de la mutación en los ratones U2af1mut/+. En este caso, 

igual que ocurría con el otro anticuerpo, la disminución de la proteína U2AF1 wild-type 

no fue estadísticamente significativa en el bazo. En la médula ósea el descenso de la 

proteína respecto a los controles fue prácticamente igual (76 %) (Figura 18B). El 

siguiente paso fue examinar si la proteína U2AF1 aberrante realmente se estaba 

produciendo. Para ello, transfectamos células HEK293T con un plásmido que permitía 

la sobreexpresión de la proteína wild-type o mutante unida a una etiqueta FLAG. De 

esta forma, incubando con un anticuerpo anti-FLAG pudimos observar una banda que 

correspondía con el tamaño esperado de la proteína mutante (Figura 18C). Sin 

embargo, a pesar de la sobreexpresión, la proteína truncada se observó de forma muy 
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tenue. Por ello, posteriormente al stripping de la membrana, esta banda no se detectó 

al incubar con anti-U2AF1 (cs-D6S3Q). Cabe destacar que, con este último anticuerpo 

detectábamos tanto la proteína U2AF1 wild-type y mutante murina como la procedente 

de las propias células HEK293T. Por ello, y teniendo en cuenta el tamaño de la proteína, 

deducimos que la banda que se observa en las células transfectadas con el vector de 

expresión U2af1 mutante, se debe en realidad a la proteína U2AF1 wild-type procedente 

de las células HEK293T. En el caso de las células transfectadas con el vector de 

expresión U2af1 wild-type, se observó una banda mucho más intensa que engloba tanto 

la proteína U2AF1 wild-type sobreexpresada como la propia de las células HEK293T. 

En todos los casos, como control de carga se empleó un anticuerpo anti-β-ACTIN 

(Sigma).  

 

Figura 18. Detección de la proteína U2AF1 por Western blot. (A) Western blot de U2AF1 en 

células procedentes de médula ósea (MO) y bazo (BZ) usando un anticuerpo C-terminal 

(ab86305) (WT n = 2, U2af1mut/+ n=2). (B) Western blot de U2AF1 en células procedentes de MO 
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y BZ usando un anticuerpo N-terminal (cs-D6S3Q) (MO: WT n = 2, U2af1mut/+ n=2; BZ: WT n = 4, 

U2af1mut/+ n=4). (C) Western blot de U2AF1 en células HEK293T transfectadas con un vector de 

sobreexpresión de la proteína wild-type (pcDNA3.1-FLAG-U2AF1wt) o mutante (pcDNA3.1-

FLAG-U2AF1mut) (WT n = 2, U2af1mut/+ n=2). Los dominios de la proteína U2AF1 se encuentran 

representados con diferentes colores; azul: dedos de zinc; gris: región entre dominios; amarillo: 

sitio de reconocimiento del ARN; rosa: dominios ricos en arginina y serina; morado: secuencia 

resultante de la deleción de 5 nucleótidos. 

 

En conclusión, dado los niveles de expresión del ARNm y de la proteína wild-type y 

mutante, podríamos considerar que nuestra línea U2af1mut/+ realmente se comporta 

como una línea U2af1+/- y que, por tanto, los posibles efectos en la hematopoyesis o el 

splicing se deben realmente a un efecto de haploinsuficiencia de la proteína. 

 

2. Consecuencias moleculares de la mutación en Tet2  

De la misma forma que se ha detallado anteriormente con los ratones U2af1mut/+, se 

secuenció por Sanger el ADN procedente de células de la médula ósea de ratones Tet2-

/-, se corroboró la deleción tanto en médula ósea como en bazo mediante PCR 

convencional con primers flanqueantes, y se realizó el análisis de expresión a nivel 

transcriptómico y proteómico por RT-qPCR y Western blot, respectivamente.  

Mediante secuenciación Sanger se comprobó que los ratones Tet2-/- presentaban 

una deleción de 11 nucleótidos en homocigosis en el exón 3 del gen (Figura 19).  

 

Figura 19. Generación del ratón mutante Tet2
-/-

. Panel superior: secuencia sgARN contra el 

exón 3 del gen Tet2 murino. Panel inferior: cromatogramas obtenidos por secuenciación Sanger 
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con muestras de médula ósea de ratones wild-type y Tet2
-/-

. La deleción de 11 nucleótidos se 

indica en rojo.  

 

Esta deleción se pudo observar mediante PCR convencional tanto en ADN 

procedente de la muestra de oreja tomada durante el genotipado, como en células de 

la médula ósea y el bazo. En el gel de agarosa al 3 % donde se visualizaban los 

amplicones resultantes de la amplificación, se detectó una banda de 91 pb en los 

ratones wild-type, mientras que en los mutantes Tet2-/- presentaba un tamaño de 80 pb 

(Figura 20).  

 

Figura 20. Confirmación de la deleción en el gen Tet2 mediante PCR convencional. Se 

amplificó la región editada en Tet2 en muestras de médula ósea (MO) y bazo (BZ) de ratones 

wild-type (wt) y Tet2
-/-

 (TE).  

 

El ADNc de las muestras de médula ósea y bazo de los ratones control y Tet2-/- y el 

análisis posterior por qPCR se realizó de la misma forma que se ha detallado 

anteriormente.  

Para calcular la abundancia relativa se empleó la expresión del gen de referencia 

Hprt. Mediante RT-qPCR no se detectó ARNm wild-type Tet2 en ninguno de los tejidos, 

en las muestras procedentes de los ratones Tet2-/- (Figura 21). De esta forma se 

confirmó que la deleción impedía que se generara el ARNm wild-type del gen, 

tratándose por tanto de un modelo de ratón Tet2 KO. 

 
Figura 21. Análisis de la expresión de Tet2 mediante RT-qPCR. Abundancia relativa del 

ARNm wild-type del gen Tet2 respecto al gen de referencia Hprt en médula ósea (MO) y bazo 

(BZ) (MO: wt n = 6, Tet2-/- n = 7; BZ: wt n = 4, Tet2-/- n = 7; * p < 0.05; *** p < 0.001). 
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En este caso, dado que la deleción de 11 nucleótidos se originó al principio de la 

secuencia codificante de la proteína TET2, su estructura se veía alterada prácticamente 

en su totalidad, generando teóricamente una proteína de mucho menor tamaño y peso 

(1036 aminoácidos, 114 kDa) que la proteína wild-type (1912 aminoácidos, 210 kDa) 

(Figura 22).  

 

Figura 22. Representación de la proteína TET2 wild-type y mutante como resultado de la 

edición genética por CRISPR/Cas9. El valor de los kDa de la proteína mutante se calculó 

usando la herramienta informática online ExPASy ProtParam. En morado el anticuerpo que 

reconoce el extremo N-terminal de TET2 (CR: región rica en cisteínas; DSBH: dominio de doble 

cadena de hélice β; LC: región de baja complejidad). 

 

Para detectar la proteína wild-type y la posible proteína truncada, se empleó un 

anticuerpo anti-TET2 cedido por el Dr. Kasper Rasmussen (Helin Lab),213 que reconocía 

el extremo N-terminal de la proteína. Teóricamente, esta región no se veía afectada de 

forma directa por la mutación.  

Tanto en las bases de datos online como en nuestra RT-qPCR, se observó una mayor 

expresión del gen Tet2 en la médula ósea. Por ello, para llevar a cabo el Western blot, 

se obtuvo el extracto de proteína total de las células procedentes de este tejido. Como 

se puede observar en la Figura 23, en los ratones Tet2-/-, no se detectó la proteína wild-

type ni la truncada.  

 
Figura 23. Detección de la proteína TET2 por Western blot. Western blot de TET2 en células 

procedentes de la médula ósea (MO) usando un anticuerpo no comercial que reconoce el 

extremo N-terminal (wt n = 2, Tet2-/- n = 2). 
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3. Efectos hematológicos de la mutación en U2af1, Tet2 o ambos en el ratón 

En este apartado se pretendía estudiar cómo las alteraciones en un factor de splicing 

como es U2af1, podían afectar a la hematopoyesis en concurrencia o no de mutaciones 

en genes epigenéticos, como es Tet2. Para ello, se realizó un estudio en profundidad 

de los 3 tejidos hematopoyéticos que se encuentran principalmente afectados en SMD: 

sangre, médula ósea y bazo, en ratones U2af1mut/+, Tet2-/- y el doble mutante U2af1mut/+ 

Tet2-/-. 

 

3.1. Alteraciones en sangre 

Las muestras de sangre se emplearon para su análisis por CF y, el volumen restante, 

para estudiar el hemograma.  

Por CF las células mieloides se identificaron con el inmunofenotipo Mac-1+ y Mac-1+ 

Gr-1+, mientras que los linfocitos T eran CD4+ o CD8+ y los B, B220+. Como se puede 

ver en la Figura 24, las células T se vieron incrementadas en los ratones U2af1mut/+. Sin 

embargo, este incremento fue mucho mayor en los ratones doble mutantes. Éstos 

presentaban, además, un aumento en las células mieloides con inmunofenotipo Mac-1+ 

Gr-1+. Estas células se encontraban también muy incrementadas en los ratones Tet2-/-, 

en concordancia con otros modelos KO de Tet2 que muestran un sesgo mieloide.  
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Figura 24. Determinación por citometría de flujo de las poblaciones maduras halladas en 

sangre periférica. (A) Estrategia de análisis representativa del grupo control. Los números 

indican las medias de los valores. (B) Frecuencias de las células maduras en sangre periférica 

en ratones de 8-39 semanas (wt n = 30, U2af1mut/+ n = 9, Tet2-/- n = 11, U2af1mut/+ Tet2-/- n = 13. 

* p < 0.05; ** p < 0.01; **** p < 0.0001). 

 

Los parámetros del hemograma más relevantes se encuentran representados en la 

Figura 25. Como se puede observar, los ratones U2af1mut/+ presentaron un aumento de 

glóbulos blancos (WBC) y una ligera disminución de glóbulos rojos (RBC) respecto a los 

controles. Esta disminución fue observada también en los ratones Tet2-/-. Sin embargo, 

en este caso, iba acompañada de una disminución en los niveles de hemoglobina. Por 

el contrario, los ratones U2af1mut/+ Tet2-/- no presentaron ninguna alteración 

estadísticamente significativa, aunque mostraban un ligero descenso en el número de 

plaquetas. 

 

Figura 25. Conteo celular en sangre periférica adquirido en un analizador hematológico. 

Niveles de las células maduras obtenidas por un equipo Sysmex XT-2000 en ratones de 8-39 

semanas (WBC: glóbulos blancos; RBC: glóbulos rojos; HGB: hemoglobina; PLT: plaquetas. wt 

n = 22, U2af1mut/+ n = 8, Tet2-/- n = 11, U2af1mut/+ Tet2-/- n = 12. * p < 0.05; ** p < 0.01).  

 

3.2. Alteraciones en bazo 

Algunos pacientes de SMD pueden presentar esplenomegalia, es decir, un aumento 

significativo del tamaño del bazo debido a una hematopoyesis extramedular. Por ello, 

los bazos se pesaron utilizando una balanza de peso convencional.  

Por un lado, los ratones Tet2-/- presentaban un tamaño de bazo significativamente 

superior. Este rasgo presentaba penetrancia incompleta, puesto que este aumento no 

se daba en todos los ratones Tet2-/-. En el caso de los ratones U2af1mut/+ Tet2-/- la mayor 

parte de los bazos presentaba un tamaño similar al de los controles. Sin embargo, hubo 
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un caso (1/14) en el que también se detectó esplenomegalia. En el análisis del bazo por 

CF, este ratón presentaba una notable disminución de linfocitos T (5.46 vs 28.33 %), 

linfocitos B (8.7 vs 37.5 %) y un incremento de células mieloides Mac-1+ Gr-1+ (2.19 vs 

5.63 %). Por otro lado, los ratones de la línea U2af1mut/+ tenían un bazo 

significativamente menor que los controles. Esto posiblemente era debido al menor 

tamaño de los ratones U2af1mut/+ respecto a los wild-type (Figura 26A y 26B). 

 

Figura 26. Análisis macroscópico del bazo. (A) Imágenes representativas del tamaño de los 

bazos (DM: doble mutante U2af1mut/+ Tet2-/-). (B) Cuantificación del peso del bazo en ratones de 

8-39 semanas (wt n = 23, U2af1mut/+ n = 7, Tet2-/- n = 11, U2af1mut/+ Tet2-/- n = 14. * p < 0.05; **** 

p < 0.0001).  

 

A continuación, se llevó a cabo el análisis de una fracción del bazo por CF. Los 

marcadores de inmunofenotipo fueron los mismos que los empleados en la tinción de 

sangre periférica (CD4+, CD8+, Mac-1+, Mac-1+ Gr-1+ y B220+). En los esplenocitos 

procedentes de los ratones Tet2-/- se observó, de forma estadísticamente significativa, 

un descenso en los linfocitos B e, igual que en sangre, un aumento de las células 

mieloides Mac-1+ Gr-1+. En el caso de los ratones U2af1mut/+ y U2af1mut/+ Tet2-/-, las 

células B se vieron incrementadas, pero este crecimiento no fue significativo en ninguno 

de los casos (Figura 27). 
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Figura 27. Determinación por citometría de flujo de las poblaciones maduras halladas en 

bazo.  Frecuencias de las células maduras en bazo en ratones de 8-39 semanas (wt n = 21, 

U2af1mut/+ n = 7, Tet2-/- n = 11, U2af1mut/+ Tet2-/- n = 11. * p < 0.05; ** p < 0.01). 

 

Por último, como se ha comentado anteriormente, una porción de los bazos se 

guardó para su análisis histológico. Las muestras se fijaron y parafinaron y, a 

continuación, se seccionaron y se tiñeron con hematoxilina-eosina. Como se puede ver 

en la Figura 28, el ratón doble mutante con esplenomegalia poseía una estructura 

aberrante del bazo con disrupción de la pulpa blanca y la pulpa roja.  

 

Figura 28. Imágenes histológicas representativas de secciones de bazo. Tinción con 

hematoxilina-eosina de porciones de bazos de ratones de 8-39 semanas (DM: doble mutante 

U2af1mut/+ Tet2-/-. wt n = 2, U2af1mut/+ n = 1, Tet2-/- n = 1, U2af1mut/+ Tet2-/- n = 2). 

 

3.3. Alteraciones en médula ósea 

Como se puede observar en la tinción May-Grünwald Giemsa (MGG) de células de 

médula ósea de los ratones, no se detectaron grandes diferencias entre los diferentes 

genotipos en cuanto a los tipos celulares que constituían el citospin. En todos los casos 

se pudieron detectar eritroblastos así como células mieloides, principalmente neutrófilos 

y monocitos (Figura 29). 
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Figura 29. Imágenes morfológicas representativas de la médula ósea. Tinción con May-

Grünwald Giemsa en células de médula ósea procedentes de ratones de 8-39 semanas (wt n = 

3, U2af1mut/+ n = 3, Tet2-/- n = 3, U2af1mut/+ Tet2-/- n = 3). 

 

A continuación, se empleó CF para la detección y clasificación de las células madre 

y los progenitores mieloeritroides (Lin- Sca-1- c-kit+) según el inmunofenotipo establecido 

por 12. Esta fracción no se vio alterada de forma estadísticamente significativa en 

ninguna de las líneas mutantes (Figura 30A). 

A partir de este compartimento, se analizaron los diferentes progenitores 

mieloeritroides. En el caso de los ratones U2af1mut/+, no se encontraron cambios 

estadísticamente significativos en ninguno de los precursores analizados, a pesar de 

que los Pre CFU-E se encontraban marcadamente disminuidos. Los ratones Tet2-/- 

únicamente mostraban un descenso significativo de los progenitores eritroides CFU-E. 

Sin embargo, los doble mutantes U2af1mut/+ Tet2-/-, presentaban alteraciones en casi 

todos los progenitores analizados, viéndose incrementados los precursores mieloides 

Pre GM y disminuidos los eritroides Pre CFU-E y CFU-E y megacariociticos-eritroides 

Pre MegE (Figura 30B).  
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Figura 30. Determinación por citometría de flujo de los progenitores mieloeritroides 

hallados en médula ósea. (A) Estrategia de análisis representativa del grupo control. Los 

números indican las medias de los valores. (B) Frecuencias de los progenitores (Lin- Sca-1- c-

kit+) en médula ósea de ratones de 8-39 semanas. (C) Frecuencias de los diferentes progenitores 

mieloeritroides, siguiendo el inmunofenotipo detallado por Pronk et al., 2007 (wt n = 30, U2af1mut/+ 

n = 9, Tet2-/- n = 11, U2af1mut/+ Tet2-/- n = 13. * p < 0.05; ** p < 0.01; **** p < 0.0001). 

 

Los SMD se producen cuando las células hematopoyéticas más inmaduras 

adquieren mutaciones que afectan al correcto funcionamiento de la célula. Por ello, para 

comprender mejor los efectos de estas alteraciones y su trascendencia en la 
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patogénesis de la enfermedad, es muy importante estudiar la funcionalidad de las HSPC 

tanto in vitro como in vivo. Para ello, se analizó la fracción LSK porque esta fracción 

comprende el compartimento más inmaduro e indiferenciado de las células 

hematopoyéticas y por su similitud a la fracción CD34+ en humano. Como se puede ver 

en la Figura 31, las LSK se encontraron visiblemente incrementadas en los ratones Tet2-

/- y todavía más en el doble mutante U2af1mut/+ Tet2-/-. 

 
Figura 31. Determinación por citometría de flujo de las LSK (Lin- Sca-1+ c-kit+) halladas en 

médula ósea. (A) Estrategia de análisis representativa de cada grupo analizado. Los números 

indican las medias de los valores. (B) Frecuencias de LSK en médula ósea de ratones de 8-39 

semanas (wt n = 20, U2af1mut/+ n = 5, Tet2-/- n = 11, U2af1mut/+ Tet2-/- n = 13. * p < 0.05; **** p < 

0.0001). 

 

3.3.1. Ensayo de unidades formadoras de colonias (CFU) de progenitores 

hematopoyéticos 

Para determinar in vitro la funcionalidad de las HSPC de los ratones, se plaquearon 

células de la médula ósea en metilcelulosa que contenía citoquinas de soporte, bien 

para el crecimiento de CFU-GM (SCF, IL-3, IL-6) o para el crecimiento de BFU-E (EPO). 

Como se puede ver en la Figura 32, se detectó un incremento significativo en el número 

de colonias mieloides CFU-GM en los ratones Tet2-/-. El número de colonias eritroides 

BFU-E observado en los ratones Tet2-/- y U2af1mut/+ Tet2-/- fue menor que en los 
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controles. No obstante, esta variación no resultó estadísticamente significativa. Los 

ratones U2af1mut/+ no presentaron ningún cambio con respecto a los controles. 

 
Figura 32. Determinación de CFU originadas a partir de células de la médula ósea. 

Frecuencias de las CFU-GM o BFU-E después de incubar, durante 7 o 10 días 

(respectivamente), en metilcelulosa células procedentes de la médula ósea de ratones de 12-18 

semanas (CFU-GM: wt n = 8, U2af1mut/+ n = 4, Tet2-/- n = 4, U2af1mut/+ Tet2-/- n = 4; BFU-E: wt n 

= 7, U2af1mut/+ n = 3, Tet2-/- n = 4, U2af1mut/+ Tet2-/- n = 4. * p < 0.05). 

 

3.3.2. Trasplante de progenitores hematopoyéticos  

El trasplante hematopoyético competitivo permite valorar in vivo la funcionalidad de 

las HSPC, evaluándose la capacidad de injertar y producir los diferentes linajes 

hematopoyéticos en el receptor. Para poder evaluar la eficiencia del trasplante mediante 

un sencillo análisis de sangre por CF, se emplearon ratones que poseían diferentes 

alelos del gen del antígeno común leucocitario Cd45. Así pues, los ratones controles y 

mutantes a estudiar presentaban el alelo CD45.2; mientras que, los ratones 

competidores poseían el alelo CD45.1. 

En primer lugar, se realizó un trasplante competitivo de médula total (sin fraccionar). 

Para ello, se inyectaron, a través de la vena de la cola de ratones previamente 

irradiados, 1 x 106 células test (procedentes de ratones mutantes o controles CD45.2) y 

el mismo número de células competidoras (procedentes de un ratón wild-type CD45.1). 

A las 4 y 8 semanas post-trasplante, se analizó una muestra de sangre periférica de los 

ratones receptores y se calculó el quimerismo de células donantes CD45.2+. 

Como se puede observar en la Figura 33A, las células procedentes de los ratones 

mutantes U2af1mut/+ y de los doble mutantes, U2af1mut/+ Tet2-/-, fueron incapaces de 

injertar en los ratones receptores. Por el contrario, los ratones trasplantados con células 

Tet2-/-, presentaron un quimerismo incluso mayor que los controles. Al analizar los 

diferentes linajes hematopoyéticos procedentes de las células donantes, se observó un 

descenso de linfocitos T y un incremento de células Mac-1+ Gr-1+ (Figura 33B). Este 
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incremento ya se observó con anterioridad en el análisis de sangre periférica de los 

ratones Tet2-/- (Figura 24), y es consistente con la tendencia mieloide que caracteriza a 

los ratones Tet2 KO. 

 

Figura 33. Trasplante competitivo de células de la médula ósea.  Se trasplantaron a través 

de la vena de la cola 1 x 106 células wild-type o mutante (CD45.2) junto con la misma cantidad 

de células competidoras (CD45.1). (A) Análisis del quimerismo (células donantes CD45.2 versus 

receptoras CD45.1) a las 8 semanas post-trasplante (wt n = 5, U2af1mut/+ n = 5, Tet2-/- n = 4, 

U2af1mut/+ Tet2-/- n = 3; p < 0.001; **** p < 0.0001). (B) Evaluación del quimerismo hematopoyético 

multilinaje a las 8 semanas post-trasplante en ratones trasplantados con células wt o Tet2-/-. Los 

números indican las medias de los valores dentro de la fracción del donante (CD45.2) (wt n = 5 

y Tet2-/- n = 4; * p < 0.05, ** p < 0.01). 

 

En segundo lugar, para confirmar si el fallo en la capacidad de injertar de las células 

procedentes de los ratones U2af1mut/+ y U2af1mut/+ Tet2-/- se debía a un problema en las 

HSPC, se realizó un trasplante competitivo de células LSK. Una vez obtenidas las 

células LSK empleando el separador celular FACSAria-III (Becton Dickinson) de la 

Unidad de Citómica del IIS La Fe, se comprobó la pureza de la fracción separada (Figura 

34), la cual alcanzaba en promedio un 85 %. 
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Figura 34. Determinación de la pureza de las células LSK (Lin- Sca-1+ c-kit+), procedentes 

de la médula ósea, para trasplantar.  

 

Para realizar el trasplante, se inyectaron a través de la vena de la cola de ratones 

CD45.1 previamente irradiados, 8 000 LSK CD45.2, procedentes de ratones controles 

o mutantes U2af1mut/+, y 2 x 105 células de soporte, procedentes de ratones CD45.1. 

Estas últimas, proporcionan al ratón trasplantado las células maduras necesarias para 

su supervivencia durante el periodo de tiempo que las células LSK se diferencian y 

producen el resto de linajes.  

Al igual que se observó en el trasplante de médula total, las células LSK de los 

ratones U2af1mut/+ fueron totalmente incapaces de injertar en los ratones receptores 

(Figura 35). Confirmando, por tanto, que el problema reside en las células LSK. 

 
Figura 35. Trasplante competitivo de células LSK (Lin- Sca-1+ c-kit+) de la médula ósea. Se 

trasplantaron a través de la vena de la cola 8 000 LSK wild-type o U2af1mut/+ (CD45.2) junto con 

2 x 105 células de soporte/competidoras (CD45.1). Se analizó el quimerismo (células donantes 

CD45.2 versus receptoras CD45.1) a las 8 semanas post-trasplante (wt n = 13, U2af1mut/+ n = 

14). 

 



Resultados 

99 
  

3.4. Resumen del fenotipo hematológico observado en los diferentes 

ratones mutantes  

En la Tabla 15, se puede observar un resumen de todas las alteraciones 

hematológicas que presentaban los ratones de los diferentes genotipos en comparación 

con los controles wild-type. 

Tabla 15. Resumen de los cambios fenotípicos encontrados en las diferentes líneas de 

ratones mutantes en comparación con los controles. 

 
↑: incremento. ↓: disminución. El número de flechas aumenta en función de la significancia. Doble mutante: 

U2af1mut/+ Tet2-/-; CF: citometría de flujo, HSPC: células madre y progenitoras hematopoyéticas. 

 

 

 

U2af1 mut/+ Tet2 -/- Doble mutante

Análisis macroscópico ↓ Tamaño ↑↑↑↑ Tamaño 1/14: ↑ Tamaño

Histología - -

1/14: Disrupción 

pulpa roja y pulpa 

blanca

Morfología - - -

Trasplante
Nula capacidad   

de injertar

Capacidad de 

injertar 

incrementada

Nula capacidad            

de injertar

-

Sangre

↑ LSK                                                      

↑ CFU-GM
↑↑↑↑ LSK

↓↓ Pre MegE     

↓↓ Pre CFU-E    

↑↑↑↑ Pre GM           

↓↓ CFU-E

↓ CFU-E-Progenitores

↓ Mac-1+                

↑↑ Mac-1+ Gr-1+

↑↑↑↑ Células T         

↑ Mac-1+ Gr-1+↑ Células T CF

↑↑ Leucocitos    

↓ Hematíes

↓ Hematíes                    

↓ Hemoglobina
-Hemograma

Bazo

Médula 

ósea

↓ Células B         

↑↑ Mac-1+ Gr-1+  

HSPC    -

CF -
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4. Efectos en el perfil transcriptómico de las HSPC de los diferentes 

ratones mutantes 

Para comprender mejor la incapacidad de las células U2af1mut/+ y U2af1mut/+ Tet2-/- de 

injertar en los ratones trasplantados, se comparó el perfil transcriptómico de las HSPC 

de los ratones mutantes frente al de los controles. Las muestras paired-end fueron 

secuenciadas por la empresa Novogene (China) en el equipo Novaseq 6000 (Ilumina). 

Posteriormente, el bioinformático del grupo de Investigación en Hematología y 

Hemoterapia analizó los resultados.  

 

4.1. Calidad de los datos de ARN-seq   

El primer paso de nuestro análisis de datos de ARN-seq, fue el análisis de calidad de 

nuestras lecturas. Para ello se utilizaron los ficheros FASTQ y el programa FASP, una 

herramienta de control de calidad de datos de secuenciación de nueva generación. Al 

concluir cada carrera se analizaron sus métricas para poder confirmar la correcta 

secuenciación de las muestras. En este paso se obtuvieron las lecturas limpias tras 

eliminar aquellas que contenían adaptadores, secuencias con poli-N y lecturas de baja 

calidad. Además, se calcularon el Q20 (equivale a 1 error cada 100 bases) y Q30 

(equivale a 1 error cada 1000 bases) así como el contenido GC (Figura 36). 
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Figura 36. Análisis de la calidad de las secuencias obtenidas por ARN-seq. Los gráficos 

mostrados son representativos de las 20 muestras secuenciadas. (A) Distribución de la calidad 

de la secuenciación. Phred score = 30 equivale a error = 1/1 000 bases. Phred score = 40 

equivale a error = 1/10 000 bases. (B) Distribución del ratio de error de la secuenciación. (C) 

Distribución de las bases A/T/G/C en las lecturas. (D) Clasificación de las lecturas crudas. (E) 

Métricas de la calidad de la secuenciación. Los valores mostrados representan el valor promedio 

tras considerar las 20 muestras (wt n = 5, U2af1mut/+ n = 4, Tet2-/- n = 6, U2af1mut/+ Tet2-/- n = 5). 

 

4.2. Análisis de la expresión génica de los ratones mutantes 

Al comparar con los controles, se encontraron 180 genes desregulados (p-valor 

ajustado < 0.05) en los ratones U2af1mut/+ de forma estadísticamente significativa, 1504 

en los ratones Tet2-/- y 554 en los U2af1mut/+ Tet2-/- (Tabla 16).  
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Tabla 16. Genes diferencialmente expresados en las diferentes líneas de ratones mutantes 

en comparación con los controles.  

 

 

4.3. Análisis del splicing alternativo de los ratones mutantes 

Empleando el paquete bioinformático rMATS se estudió el splicing alternativo 

diferencial entre mutantes y controles. Se consideraron eventos estadísticamente 

significativos aquellos que poseían p-valor ≤ 0.01, FDR ≤ 0.01 y ΔPSI ≥ 0.1. Así pues, 

los ratones U2af1mut/+ fueron los que presentaron un mayor número de eventos 

alternativos, 1578, respecto a los controles. Mientras que, en los ratones Tet2-/- se 

detectaron 1211 eventos alternativos y en los doble mutantes 1242. En todos los casos 

el tipo de evento más predominante fue el salto de exón (Figura 37A). De todos los 

genes que presentaban eventos de splicing alternativo diferencial respecto a los 

controles, 152 fueron coincidentes en las 3 líneas mutantes de ratón (Figura 37B).  

 

Figura 37. Análisis de los eventos de splicing aberrante detectados por ARN-seq. (A) 

Número de eventos de splicing alternativo detectados por rMATS que presentaban p ≤ 0.01, FDR 

≤ 0.01 y ΔPSI ≥ 0.1. (B) Diagrama de Venn que muestra el solapamiento de los genes que poseen 

eventos de splicing alternativo en los diferentes grupos comparados (wt n = 5, U2af1mut/+ n = 4, 

Tet2-/- n = 6, U2af1mut/+ Tet2-/- n = 5). 

Diferencialmente 

expresados
Sobreexpresados    Infraexpresados

U2af1mut/+ 180 58 122

Tet2 -/- 1504 728 776

U2af1mut/+  Tet2 -/- 554 325 229
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En el análisis de componentes principales de los eventos de splicing alternativo, hubo 

segregación de todos los genotipos respecto al control, siendo el grupo de los ratones 

U2af1mut/+ el que presentaba mayor heterogeneidad (Figura 38).  

 

Figura 38. Análisis de componentes principales (PCA) de los genes que presentan splicing 

aberrante en los mutantes en comparación con los controles (wt n = 5, U2af1mut/+ n = 4, Tet2-

/- n = 6, U2af1mut/+ Tet2-/- n = 5). 

 

Empleando la herramienta DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov), se realizó el 

enriquecimiento funcional de la lista de genes que poseían splicing diferencial. De esta 

forma, se obtuvieron las rutas biológicas alteradas en los mutantes (Figuras 39-41). Por 
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un lado, las rutas que se vieron más afectadas en los ratones U2af1mut/+ fueron aquellas 

relacionadas con el ciclo celular, el daño al ADN o la división celular (Figura 39).  

 

Figura 39. Enriquecimiento funcional de las rutas biológicas afectadas por eventos de 

splicing aberrante en las células LSK (Lin- Sca-1+ c-kit+) de los ratones U2af1mut/+ (12-14 

semanas). Para obtener la información funcional se empleó la herramienta DAVID (wt n = 5, 

U2af1mut/+ n = 4). 

El patrón de splicing de los ratones mutantes U2af1mut/+ y U2af1mut/+ Tet2-/- 

presentaba, en general, rutas afectadas similares. Sin embargo, las rutas que 

presentaban más alteraciones en el caso de los dobles mutantes, fueron las 
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relacionadas con el daño al ADN, ruta de señalización de kinasas y reparación de ADN 

(Figura 40).  

 

Figura 40. Enriquecimiento funcional de las rutas biológicas afectadas por eventos de 

splicing aberrante en las células LSK (Lin- Sca-1+ c-kit+) de los ratones Tet2-/- (12-14 

semanas). Para obtener la información funcional se empleó la herramienta DAVID (wt n = 5, 

Tet2-/- n = 6).  

 

Por otro lado, el patrón de splicing de Tet2-/- presentaba rutas afectadas diferentes, 

como son las relacionadas con el dominio de interacción SH3 y las rutas de señalización 

de ubiquitinas y kinasas (Figura 41). 
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Figura 41. Enriquecimiento funcional de las rutas biológicas afectadas por eventos de 

splicing aberrante en las células LSK (Lin- Sca-1+ c-kit+) de los ratones U2af1mut/+ Tet2-/- (12-

14 semanas). Para obtener la información funcional se empleó la herramienta DAVID (wt n = 5, 

U2af1mut/+ Tet2-/- n = 5).  

 

4.3.1. Validación molecular de las variantes de splicing encontradas en 

ratones U2af1mut/+ y U2af1mut/+ Tet2-/- 

Para la validación de los eventos de splicing diferencial detectados en el análisis, se 

seleccionaron los genes Ammecr1l (AMMECR1L-like protein o AMME chromosomal 

region gene 1-like) y H2-T24 (Histocompatibility 2, T region locus 24), por poseer un p-

valor y un FDR menores, un ΔPSI mayor en valor absoluto y una menor variabilidad 

entre las réplicas biológicas. 

En el caso del gen Ammecr1l, los mutantes U2af1mut/+ poseían un salto del exón 2 

que no se detectaba en los controles (p-valor < 0.001, FDR < 0.001, ΔPSI = -0.492). 

Mientras que, el gen H2-T24 presentaba un salto del exón 5 en los controles que no se 

detectaba ni en los mutantes U2af1mut/+ (p-valor = 0, FDR = 0, ΔPSI = 0.39) ni en el doble 
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mutante U2af1mut/+ Tet2-/- (p-valor = 0, FDR = 0, ΔPSI = 0.325). Estas alteraciones 

pudieron ser examinadas en la herramienta Sashimi del programa Integrative Genomics 

Viewer (IGV) (Figura 42).  

 
Figura 42. Representación de los cambios en el splicing de los genes Ammecr1l y H2-T24 

empleando la herramienta Sashimi del programa IGV. En el gen Ammecr1l el salto de exón 

se produce en los ratones U2af1mut/+ respecto a los controles. Mientras que, en el gen H2-T24 se 

observa un salto de exón en los ratones control respecto a los mutantes U2af1mut/+ y U2af1mut/+ 

Tet2-/- (wt n = 5, U2af1mut/+ n = 4, U2af1mut/+ Tet2-/- n = 5). 

 

Para validar estos saltos de exón, se extrajo ARN de las células LSK de ratones 

control, U2af1mut/+ y U2af1mut/+ Tet2-/- y se sintetizó el ADNc. A continuación, se realizó 

una PCR convencional con primers flanqueantes a la región que poseía el salto de exón. 

Sin embargo, debido a la baja cantidad de ARN de partida (< 6 ng), no se consiguió 

observar por RT-PCR los cambios en el patrón de splicing. Por ello, se decidió utilizar 

células c-kit+ para la validación debido a que estas células se encuentran en mayor 

frecuencia en la médula ósea, pudiéndose obtener una mayor cantidad de ARN y, 

además, contienen la fracción LSK. Así pues, se extrajo el ARN de células c-kit+ de 

ratones control, U2af1mut/+ y U2af1mut/+ Tet2-/- y se sintetizó el ADNc a partir de 1 µg de 

ARN. Amplificando el ADNc mediante PCR, se pudo confirmar la presencia del salto de 
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exón en ambos genes. Sin embargo, como se puede ver en la Figura 43, las bandas 

resultantes de la amplificación, se observaban de forma muy tenue. 

 

Figura 43. Validación por RT-PCR de los saltos de exón detectados por ARN-seq en los 

genes Ammecr1l y H2-T24 en muestras c-kit+. Se utilizaron primers flanqueantes (flechas 

rojas) al exón afectado (Ammecr1l: wt n = 4, U2af1mut/+ n = 4. H2-T24: wt n = 4, U2af1mut/+ n = 4, 

U2af1mut/+ Tet2-/- n = 4)  

 

4.3.2. Estudio de las rutas biológicas con alteraciones en el splicing en 

ratones U2af1mut/+ y U2af1mut/+ Tet2-/- 

Una vez validadas por RT-PCR las variantes seleccionadas, se analizaron mediante 

CF algunas de las rutas biológicas afectadas para examinar el efecto ocasionado por 

las alteraciones en el splicing. Estos ensayos se realizaron en el compartimento LSK de 

la médula ósea. 

 

4.3.2.1. Análisis del ciclo celular 

Se analizaron células LSK procedentes de médula ósea de ratones control y 

U2af1mut/+. En este caso, se empleó el marcador fluorescente DAPI (Merck), el cual se 

une al ADN y aumenta su fluorescencia si la molécula es de doble cadena. Esta 

propiedad permite correlacionar la emisión de fluorescencia con la fase del ciclo celular 

en la que se encuentran. 
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Como se puede observar en la Figura 44, no se detectaron cambios en el porcentaje 

de células presentes en las diferentes fases del ciclo celular al comparar ratones 

controles y mutantes U2af1mut/+. 

 
Figura 44. Análisis por citometría de flujo del ciclo celular en células LSK (Lin- Sca-1+ c-

kit+) procedentes de la médula ósea. (A) Histogramas representativos de las diferentes fases 

del ciclo celular. (B) Porcentaje de células que se encuentran en cada una de las fases del ciclo 

celular (wt n = 3, U2af1mut/+ n = 3).  

 

4.3.2.2. Análisis del daño al ADN 

Existe una correlación directa entre la fosforilación de la histona H2AX (pH2AX) en 

la Serina 139 y las roturas de doble hebra del ADN. Por ello, para determinar el daño 

que presentaba el ADN celular, se empleó el kit H2A.X Phosphorylation Assay (Millipore) 

para detectar, por CF, la presencia de pH2AX en células LSK.  
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No se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre la cantidad de 

pH2AX detectada en controles, mutantes U2af1mut/+ y doble mutantes U2af1mut/+ Tet2-/- 

(Figura 45). 

 
Figura 45. Análisis por citometría de flujo del daño presente en el ADN de células LSK (Lin- 

Sca-1+ c-kit+) procedentes de la médula ósea. El daño al ADN se midió detectando la cantidad 

de histona H2AX fosforilada (pH2AX) dentro de la fracción LSK (wt n = 10, U2af1mut/+ n = 4, 

U2af1mut/+ Tet2-/- n = 6). 

 

5. Efectos hematológicos de la mutación en U2af1 en ratones envejecidos 

A pesar de que los ratones U2af1mut/+ no mostraban un fenotipo característico de 

SMD, se comprobó tanto en los trasplantes, como en el patrón de splicing, que sus 

HSPC presentaban ciertas alteraciones alrededor de las 13 semanas. Puesto que los 

SMD en humanos se manifiestan en edades avanzadas, se decidió estudiar una cohorte 

de ratones envejecidos (> 2 años) para comprobar si con la edad se llegaba a originar 

la enfermedad. Esta caracterización hematológica en los tejidos hematopoyéticos se 

llevó a cabo de la misma forma que se ha detallado anteriormente con los ratones 

jóvenes. 

 

5.1. Alteraciones en sangre  

Como se puede ver en la Figura 46A, al igual que ocurría en los ratones jóvenes, se 

vio un incremento de células T y Mac-1+ y una disminución de células B. En todos los 

casos, esta variación fue más acentuada que en los ratones jóvenes. Sin embargo, aun 

así, no se detectó ningún cambio estadísticamente significativo. Tampoco se detectó en 

el hemograma ningún cambio relevante en ninguno de los parámetros evaluados: WBC, 
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RBC, hemoglobina y plaquetas (Figura 46B). El notable incremento de WBC detectado 

en los ratones jóvenes, se perdía, observándose incluso una ligera disminución de este 

valor en los ratones envejecidos. 

 

Figura 46. Análisis de la sangre periférica de ratones U2af1mut/+ envejecidos (> 2 años). (A) 

Frecuencias de las células maduras en sangre periférica. (B) Frecuencias de las células maduras 

obtenidas por un equipo analizador Sysmex XT-2000 (WBC: glóbulos blancos; RBC: glóbulos 

rojos; HGB: hemoglobina; PLT: plaquetas. wt n = 5, U2af1mut/+ n = 6). 

 

5.2. Alteraciones en bazo 

Al contrario de lo observado en ratones jóvenes, los ratones U2af1mut/+ envejecidos 

presentaban un bazo de mayor tamaño que el de los controles. Sin embargo, debido a 

la gran variabilidad entre ratones, este aumento no resultó estadísticamente significativo 

(Figura 47A). 
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Las células maduras procedentes del bazo, fueron analizadas empleando la misma 

tinción que en la sangre. La tendencia general observada en los ratones jóvenes 

U2af1mut/+, no se mantenía en los envejecidos. Así pues, se vio un ligero descenso en 

las células B y las mieloides Mac-1+ Gr-1+, y un incremento en las células T y las 

mieloides Mac-1+. Pero, en ningún caso fue estadísticamente significativo (Figura 47B). 

 

Figura 47. Análisis del bazo de ratones U2af1mut/+ envejecidos (> 2 años). (A) Imágenes 

representativas y cuantificación del peso del bazo. (B)  Frecuencias de las células maduras en 

bazo (wt n = 5, U2af1mut/+ n = 6). 

 

5.3. Alteraciones en médula ósea 

Igual que ocurría con los ratones jóvenes, no se detectaron cambios 

estadísticamente significativos en el número de LSK ni de progenitores (Figura 48A). 

Para observar la morfología celular de la médula ósea, las células se centrifugaron y 
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tiñeron con MGG. Como se puede ver en la Figura 48B, no se detectaron al microscopio 

diferencias entre los tipos celulares procedentes de ratones control y U2af1mut/+. 

 

Figura 48. Análisis de la médula ósea de ratones U2af1mut/+ envejecidos (> 2 años). (A) 

Frecuencias de LSK (Lin- Sca-1+ c-kit+) y progenitores (Lin- Sca-1- c-kit+) adquiridas por citometría 

de flujo (wt n = 5, U2af1mut/+ n = 6). (B) Imágenes morfolóficas representativas de la médula ósea 

con tinción de células May Grünwald-Giemsa (wt n = 4, U2af1mut/+ n = 6). 
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DISCUSIÓN 

Los SMD constituyen un grupo muy heterogéneo de enfermedades hematológicas 

de naturaleza clonal que se caracterizan por presentar una hematopoyesis ineficaz que 

da lugar a citopenias, displasias y un riesgo variable de progresión a LMA secundaria. 

La gran mayoría de los pacientes presenta mutaciones somáticas en genes que pueden 

agruparse en estas categorías: factores de splicing, reguladores epigenéticos, 

cohesinas, factores de transcripción, proteínas de señalización celular y la proteína 

TP53. Algunas de estas alteraciones genéticas, se han podido relacionar con fenotipos 

y pronósticos concretos. Por ejemplo, las mutaciones en el gen SF3B1 producen SMD 

con sideroblastos en anillo y se asocian con un pronóstico favorable.30 

Además, se ha visto que existen patrones de concurrencia y exclusión entre estas 

categorías de mutaciones y se cree que parte de la heterogeneidad observada en los 

SMD podría deberse a diferentes combinaciones de estos genes.14,34 Así pues, las 

mutaciones en factores de splicing aparecen a menudo simultáneamente con 

mutaciones en reguladores epigenéticos14,35 como es el caso de los genes U2AF1 y 

TET2 que se encuentran co-mutados en un 13 % de los casos de SMD.124 Sin embargo, 

a pesar de ello, no se han realizado estudios in vitro ni in vivo para analizar los efectos 

que produce la concurrencia de estas dos alteraciones. Por este motivo, en este trabajo 

pretendimos estudiar si la cooperación entre mutaciones en U2af1 y Tet2 en un modelo 

murino podría iniciar la patogénesis de SMD. Para ello, generamos una línea de ratón 

doble mutante a partir del cruzamiento de dos líneas de ratón creadas mediante el 

sistema de edición genética CRISPR/Cas9.  

 

La deleción en la proteína U2AF1 genera en los ratones U2af1mut/+ un efecto 

de haploinsuficiencia 

La proteína U2AF1 reconoce los dinucleótidos AG del extremo 3’ del intrón durante 

el inicio del splicing. Las mutaciones en este gen en pacientes con SMD siempre se 

presentan en heterocigosis y se dan, casi exclusivamente, en las posiciones S34 y Q157 

de la proteína, afectando al primer y segundo dedo de zinc, respectivamente 110. La 

elevada prevalencia de estas mutaciones en los SMD las convierte en objetivo de 

estudio. La mutación S34, al encontrarse con mayor frecuencia, ha sido más 

ampliamente estudiada en modelos murinos.83,137,147 Sin embargo, la mutación Q157 es 

la que se relaciona con un peor pronóstico en pacientes con SMD.123,135,139 No obstante, 

más recientemente se han descrito mutaciones diferentes a las clásicas, como es el 
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caso de las mutaciones I24T/V (en el primer dedo de Zinc), R156H/Q o 

E159_M160insYE (en el segundo dedo de Zinc), que no afectan a los hotspots 

tradicionales.92 En este estudio de Pangallo et al. estas mutaciones pudieron clasificarse 

como iniciadoras de la enfermedad si los efectos que producían en el splicing y la 

expresión génica fenocopiaban a las mutaciones S34 y Q157.92 Se observó que las 

mutaciones R156H/Q o E159_M160insYE fenocopiaban las mutaciones en 

U2AF1Q157P/R. Por tanto, el citado estudio demuestra la posibilidad de que alteraciones 

que no se producen en los hotspot de U2AF1 se comporten de la misma forma 

patogénica que las que sí afectan a estas posiciones. Nuestra deleción no mimetiza 

ninguna de las mutaciones observadas en la clínica, pero sí produce efectos sobre el 

splicing, igual que ocurre con estas alteraciones menos frecuentes reportadas en la base 

de datos COSMIC (https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic) y estudiadas por Pangallo et al. 

El hecho de que las mutaciones en U2AF1 en pacientes con SMD sean mutaciones 

heterocigotas que se encuentran principalmente en los residuos S34 y Q157, indica que 

estas alteraciones en lugar de producir la inactivación de la proteína, generan una 

ganancia de función de la proteína aberrante resultante.30,130 En nuestro caso, la línea 

U2af1mut/+ presentaba una deleción de 5 nucleótidos en el exón 6 del gen que pudimos 

confirmar mediante secuenciación Sanger. Esta alteración, teóricamente, generaba una 

proteína aberrante a partir del segundo dedo de zinc. Debido, por tanto, a la naturaleza 

de la mutación generada en el gen U2af1, cabría esperar que nuestra deleción produjera 

en los ratones efectos similares a los generados por la mutación E159_M160insYE que, 

como se describe en el estudio de Pangallo et al.92, fenocopia la alteración Q157. 

Sin embargo, fuimos incapaces de detectar por Western blot la proteína derivada de 

la deleción en los ratones U2af1mut/+. Únicamente al sobreexpresar esta proteína 

mutante en células HEK293T fuimos capaces de observarla, aunque de forma muy 

tenue, lo que sugeriría que la proteína mutante se expresa a unos niveles muy bajos y/o 

se degrada fácilmente por el proteosoma celular. Además, por otro lado, se detectó por 

RT-qPCR una remarcada disminución del ARNm wild-type U2af1 en las células 

procedentes de la médula ósea de los ratones mutantes. En este sentido, podríamos 

decir que nuestro modelo se asemeja más a un genotipo U2af1+/- que a un genotipo 

U2af1mut/+. 

Todo ello, nos llevó a pensar que la proteína aberrante no se estaba expresando de 

forma natural y que las alteraciones observadas posteriormente en la hematopoyesis de 

estos ratones U2af1mut/+ se debían a un efecto de haploinsuficiencia de la proteína. Este 

fenómeno se da cuando una sola copia funcional de un gen no produce cantidad 

https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic
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suficiente de proteína necesaria para el correcto funcionamiento de la célula. Acorde a 

esto, un estudio de Wadugu et al. confirmó la importancia de la cantidad de proteína 

U2AF1 wild-type que se expresa en la célula en ratones mutantes en U2af1 y cómo esta 

cantidad puede variar el fenotipo observado.145 

 

Las alteraciones observadas en la hematopoyesis de los ratones U2af1mut/+ 

no son suficiente para producir SMD 

Si nos centramos en las variaciones del hemograma, en los modelos de la mutación 

S34F83,147 los WBC se encuentran reducidos, mientras que en nuestro caso se 

encontraban incrementados. Además, igual que ocurría en nuestro modelo, el ratón 

descrito por Fei et al. presentaba una disminución de RBC.147 La mutación U2AF1S34F 

no produce esplenomegalia en ninguno de estos modelos murinos,83,147 es decir, los 

bazos presentan el mismo tamaño que los controles. Sin embargo, en nuestro caso, el 

tamaño del bazo de los ratones U2af1mut/+ era incluso menor que los de los controles. 

Esto podría deberse a que en general los ratones U2af1mut/+, tanto los machos como las 

hembras, presentaban un tamaño menor con respecto a los ratones wild-type. 

Cabe destacar también que el modelo de la mutación Q157P,137 no presentaba 

alteraciones significativas en las cuentas hematológicas del hemograma. Debido a que 

la deleción en nuestra línea mutante afecta a partir del segundo dedo de zinc, cabría 

esperar que los efectos que nosotros observamos fueran más similares a los 

observados en este modelo. Sin embargo, como se ha comentado anteriormente, en 

nuestro caso, parece que está ocurriendo un efecto de haploinsuficiencia de la proteína 

wild-type U2AF1. 

Las discrepancias observadas entre modelos pueden deberse, por un lado, a la 

cantidad de proteína U2AF1 wild-type y mutante que se está expresando en cada uno 

de ellos. Y, por otro lado, a la metodología por la cual se induce la expresión de la 

mutación. En nuestro caso, la deleción de 5 nucleótidos está presente en todas las 

células de nuestro modelo puesto que la edición se realizó de forma germinal mediante 

el sistema CRISPR/Cas9. Sin embargo, en el caso del modelo de ratón KI condicional 

inducible de Fei et al.147 es necesario suministrar poli-IC para activar el transgén Mx1-

Cre y expresar así la proteína mutante U2AF1S34F. Este tratamiento induciría la 

expresión únicamente en los tejidos hematopoyéticos que es donde se expresa el 

promotor Mx1 214. Por otro lado, el modelo transgénico "Tet-On" de Shirai et al.83 expresa 

la proteína humana U2AF1S34F al administrar doxiciclina a los ratones.  
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A pesar de observarse ligeras alteraciones en la hematopoyesis de los ratones 

U2af1mut/+ estos ratones no presentaban displasia, no desarrollaban SMD y, por tanto, 

no veían disminuida su vida media, igual que ocurría con los modelos murinos de 

sobreexpresión de la mutación S34F83 o Q157P137 o el modelo KI condicional de 

S34F147. Cabe destacar que, mientras que estos modelos heterocigotos no consiguen 

iniciar la patogénesis de la enfermedad, los modelos KO del gen U2af1 mueren antes 

de nacer o a los pocos días.145,146 Lo que destaca la necesidad de la copia wild-type del 

gen para el funcionamiento normal de la célula y el papel fundamental de la proteína en 

la hematopoyesis. Estos datos son coherentes con los resultados obtenidos in vitro en 

el estudio de Fei et al. donde observan como los cambios en el splicing alternativo en 

una línea celular de epitelio pulmonar humano que expresa la mutación U2AF1S34F, son 

proporcionales al ratio entre proteína wild-type y mutante.125 Así pues, nuestros ratones 

U2af1mut/mut no eran viables y no pudimos registrar el nacimiento de ninguno de ellos.  

 

Las HSPC de los ratones U2af1mut/+ son incapaces de injertar en los ratones 

receptores en los experimentos de trasplante competitivo 

Respecto a las HSPC, no observamos cambios estadísticamente significativos en el 

número de células LSK procedentes de los ratones U2af1mut/+ en comparación con los 

controles; a diferencia del modelo descrito por Fei et al.147 donde esta población se veía 

disminuida, mientras que el descrito por Shirai et al.83 la presentaba incrementada. 

Las HSPC de los ratones U2af1mut/+ eran incapaces de injertar en el receptor durante 

experimentos de trasplante competitivo tanto cuando se inyectaban células sin 

fraccionar como células LSK previamente seleccionadas. Esta característica no sólo ha 

sido observada en todos los modelos murinos con alteraciones en U2af183,137,145,147 sino 

también en otros modelos con alteraciones en genes del splicing como son Sf3b1 82,191 

y Srsf2215. Si bien estos modelos son diferentes al nuestro en cuanto a que las células 

sí son capaces de injertar pero, al inducir la expresión del factor de splicing mutante en 

las quimeras, las células trasplantadas no son capaces de mantener una reconstitución 

sostenida en el tiempo. En cambio, un estudio reciente de Madan et al. no observó 

ningún déficit en la habilidad de las células Zrsr2-KO para repoblar la médula de ratones 

trasplantados216 y otro estudio de Inoue et al. mostró una reconstitución incluso mayor 

que la obtenida con los controles217. Estas diferencias pueden deberse a que ZRSR2 

participa fundamentalmente en el splicing menor el cual únicamente procesa un 0.5-1 

% de los intrones del genoma humano.  
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La desventaja proliferativa que presentan la mayoría de modelos murinos con 

mutaciones o deleciones en los genes de splicing, resulta paradójica si tenemos en 

cuenta que estas mutaciones se consideran eventos iniciadores de la patogénesis de 

los SMD. Por tanto, todavía se desconoce cómo sobreviven estos clones a lo largo de 

la enfermedad. Por un lado, un estudio de Pellagatti y Boultwood sugiere que el 

microambiente de la médula ósea en los individuos de avanzada edad podría estar 

proporcionando un entorno favorable para la selección de los clones mutantes en 

U2AF1.86 Por otro lado, dado que las mutaciones en U2AF1 habitualmente aparecen en 

concurrencia con otras, puede que estas alteraciones sean las que verdaderamente 

confieren la ventaja proliferativa a los clones. Sin embargo, todavía es necesario realizar 

más estudios para poder confirmar estas hipótesis.  

 

Los ratones U2af1mut/+ envejecidos tampoco desarrollan SMD 

Debido a que los ratones adultos U2af1mut/+ de 13 semanas no desarrollaban SMD y, 

teniendo en cuenta que en humanos esta enfermedad se manifiesta habitualmente en 

personas mayores de 60 años, decidimos estudiar una cohorte de ratones envejecidos 

(2 años). Al contrario de lo que cabría esperar, las variables del hemograma que 

resultaban alteradas en los mutantes U2af1mut/+ jóvenes (incremento de WBC y 

descenso de RBC) se estabilizaban en los ratones envejecidos. Así pues, presentaban 

unos valores de WBC y RBC más cercanos a los observados en los ratones control. 

Además, el tamaño del bazo presentaba mucha variabilidad, alcanzando la mitad de 

ellos un valor superior al de los controles, al contrario de lo que se observó en los ratones 

jóvenes. Sin embargo, su histología no mostraba ninguna anomalía.  

A pesar de las alteraciones hematopoyéticas observadas en los distintos modelos 

murinos con mutaciones en U2af1, ninguno de ellos (incluido el nuestro) es capaz de 

recapitular todas las características de los SMD humanos. Por tanto, concluimos que la 

mutación del gen U2af1 per se no es suficiente para causar SMD en ratones. Estos 

resultados son consistentes con los observados en clínica donde individuos sanos218 o 

con hematopoyesis clonal asociada a la edad219 poseen mutaciones en U2AF1, 

comportándose, por tanto, como un factor de riesgo de desarrollo de SMD o LMA. 
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Los ratones Tet2-/- presentan anomalías en la hematopoyesis 

Posteriormente, decidimos generar un modelo de ratón KO en el gen Tet2 y cruzarlo 

con la línea mutante en U2af1 para así poder estudiar la cooperación entre estas 

alteraciones. Sin embargo, primero, fue necesario evaluar los efectos que produce la 

pérdida de la proteína TET2 en la hematopoyesis. 

La proteína TET2 media la desmetilación del ADN oxidando la 5mC a 5hmC en 

presencia de Fe2+ y 2-OG. Las mutaciones del gen TET2 son frecuentes en diversas 

enfermedades hematológicas de origen mieloide como SMD, NMP, LMA y LMMC, de 

origen linfoide como el linfoma de célula T y de célula B difuso154,159,160 e incluso en 

pacientes sanos con CHIP71,165. El amplio espectro de patologías en las que TET2 

aparece mutado podría indicar que se trata de eventos iniciadores con una elevada 

trascendencia para el desarrollo de la enfermedad. Las mutaciones del gen TET2 en 

SMD son habitualmente de pérdida de función y se localizan a lo largo de todo el gen.166  

En nuestro caso, la línea Tet2-/- presentaba una deleción de 11 nucleótidos en el exón 

3 que impedía la expresión del ARNm y de la proteína. Aunque estos ratones no 

enfermaban ni veían disminuida su vida media (igual que ocurría con los ratones 

U2af1mut/+), mostraban anomalías similares a las observadas en SMD/LMMC. La 

hematopoyesis de los ratones Tet2-/- presentaba un incremento de las células mieloides, 

la expansión de las HSPC y esplenomegalia. Estas variaciones han sido observadas 

también en otros modelos murinos con déficit de la proteína TET2.150,170,173,180–182,220 

Algunos ratones Tet2 KO descritos en la bibliografía, presentaban anomalías tanto 

en la línea mieloide como en la linfoide.150,180,181,183 Además, las alteraciones en la 

linfopoyesis se atribuyen a la disrupción de la región no catalítica de la proteína TET2, 

mientras que la región catalítica parece ser más relevante durante la mielopoyesis.183 

Así pues, cabría esperar que algunos de nuestros ratones Tet2-/- desarrollaran 

patologías de origen linfoide. Sin embargo, a pesar de que el tamaño de los nódulos 

linfáticos era significativamente superior al de los controles y presentaban una 

disminución relevante de linfocitos B en bazo por CF, no llegaban a enfermar. Esto 

podría explicarse por la edad de los ratones de nuestro estudio (32-39 semanas), ya 

que, se ha visto que los periodos de latencia para desarrollar tumores de célula B en 

ratones Tet2-KO son más elevados que en las enfermedades mieloides.181 Por otro lado, 

el estudio de Pan et al. sugiere que las mutaciones secundarias que adquieren las 

células TET2 mutantes son las que realmente dirigirían la transformación de la célula 

hacia alteraciones mieloides o linfoides.150 
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Cabe destacar además que las distintas variables analizadas en los ratones Tet2-/- 

muestran una elevada variabilidad. Esto es debido a que las alteraciones en este gen 

presentan en el ratón penetrancia incompleta y expresividad variable. Lo que se 

manifiesta con modelos de ratón Tet2-KO que presentan una severidad variable con 

periodos de latencia diferentes que varían desde las pocas semanas170,180,182 o 

meses173,181 hasta alcanzar incluso los 2 años.150 

 

La deleción de la proteína TET2 es insuficiente para producir SMD en 

nuestra línea Tet2-/- 

Como cabía esperar por lo detallado en los modelos de Tet2-KO anteriores, las HSPC 

de nuestros ratones Tet2-/- presentaban una capacidad de injertar en la médula de los 

ratones receptores muy superior a la de los controles wild-type. Esto concordaba con la 

expansión de HSPC observada en la médula ósea de los ratones de la línea Tet2-/-. 

Además, al analizar la sangre de los ratones trasplantados, se detectó un incremento 

significativo de las células mieloides que ya se había observado también en la línea 

Tet2-/- en estado basal (steady-state) Esto estaría en concordancia con el sesgo 

intrínseco a linaje mieloide que poseen las células deficientes en Tet2.174,175 Así pues, 

se confirmó que los efectos detectados en la hematopoyesis de nuestra línea son 

generados por las alteraciones en las propias HSPC y no promovidos por la presencia 

de la deleción del gen en todas las células del organismo del ratón.  

Todos los modelos descritos de Tet2-KO presentan alteraciones hematopoyéticas 

similares, independientemente de los exones del gen que se vean afectados o de la 

técnica mediante la cual ha sido originada la línea mutante. Estos resultados, junto con 

los nuestros, parecen confirmar que la deficiencia de la proteína TET2 altera las 

propiedades de HSPC induciendo, en general, un sesgo de la hematopoyesis hacia el 

linaje mieloide. En nuestro caso, la deleción que posee la línea Tet2-/- por sí misma es 

insuficiente para producir SMD en el ratón a las 32-39 semanas. Sin embargo, como se 

ha comentado antes, dado que las alteraciones en este gen presentan periodos de 

latencia muy variables, cabría la posibilidad de que nuestros ratones enfermaran 

posteriormente.  
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La cooperación de las alteraciones en U2af1 y Tet2 no produce SMD 

Los modificadores epigenéticos y los factores del splicing aparecen co-mutados en 

un 25 % de los casos de SMD.221 Además, diversos estudios demuestran que la 

combinación entre mutaciones en Tet2 y en otros genes oncogénicos como Asxl1, Ezh2, 

Jak2, c-Kit, Flt3, Bcor, Sf3b1 y AML1-ETO promueve diversas patologías en el 

ratón.152,190,191 Dado que tanto nuestras líneas U2af1mut/+ y Tet2-/- presentaban 

alteraciones de la hematopoyesis, quisimos estudiar si la cooperación entre ambas 

mutaciones conllevaba finalmente a que los ratones doble mutantes enfermaran por 

SMD. 

Si nos centramos en el análisis del doble mutante, el efecto de las mutaciones en 

U2af1 y Tet2 no fue sinérgico. Es decir, la línea U2af1mut/+ Tet2-/- no presentaba 

alteraciones de la hematopoyesis más destacables que las líneas U2af1mut/+ y Tet2-/- de 

forma individual. 

Al analizar los esplenocitos procedentes del bazo de los doble mutantes mediante 

CF, no se observaron diferencias significativas. Es más, el tamaño de este órgano era 

semejante al de los controles, excepto un caso (1/14) que presentaba una evidente 

esplenomegalia. Histológicamente se vio que poseía una estructura anormal con 

disrupción de la pulpa blanca y la pulpa roja. 

A pesar de que los progenitores (inmunofenotipo Lin- Sca-1- c-kit+) no se encontraban 

alterados, algunos de los progenitores mieloeritroides presentaban diferencias respecto 

a los controles. Por un lado, se observó una reducción de los progenitores eritroides Pre 

MegE, Pre CFU-E y CFU-E. Sin embargo, en el hemograma no se observaron 

variaciones en los valores eritroides (RBC, plaquetas y hemoglobina). Por otro lado, los 

progenitores mieloides Pre GM se encontraban incrementados. Este aumento no 

producía consecuencias detectables en el hemograma pero, mediante CF sí se 

manifestaba un aumento de células mieloides (inmunofenotipo Mac-1+ Gr-1+) en sangre. 

Las HSPC procedentes de los ratones U2af1mut/+ Tet2-/- reflejaban un incremento muy 

significativo respecto a los controles, incluso mayor que las derivadas de los ratones 

Tet2-/-. Sin embargo, paradójicamente, eran incapaces de injertar en los receptores en 

experimentos de trasplante, igual que sucedía con las HSPC de los ratones U2af1mut/+. 

Esto coincide con el estudio realizado por Yoshimi et al., donde la deleción de Tet2 en 

cooperación con la mutación del factor de splicing Srsf2P95H, también fue insuficiente 

para rescatar el defecto en la reconstitución de las células mutantes en Srsf2.222 
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A pesar de las variaciones detectadas en la hematopoyesis, los ratones doble 

mutantes U2af1mut/+ Tet2-/- no presentaron una vida media menor ni enfermaron durante 

nuestro tiempo de estudio (8-22 semanas). Por tanto, la combinación de la mutación en 

U2af1 con la deficiencia en Tet2 en nuestro caso no es suficiente para producir SMD en 

el ratón. Esto podría indicar que es necesario que se produzcan alteraciones 

moleculares adicionales para desarrollar la enfermedad. No obstante, una limitación de 

nuestra aproximación es la dificultad para combinar mutaciones en el ratón. Ya que, es 

necesario realizar cruzamientos convencionales entre líneas mutantes, lo que impide 

reproducir patrones moleculares más complejos. Para ello, se podrían emplear otras 

estrategias multiplex como la descrita por Heckl et al., donde células LSK se transducen 

con una mezcla de vectores lentivirales que contienen sgARN para lograr una 

combinación de mutaciones que, al trasplantarla en ratones previamente irradiados, de 

lugar a un fenotipo patológico.203 Sin embargo, para estudiar la cooperación de las 

mutaciones en U2af1 con otros genes no es posible realizar esta alternativa, puesto que, 

como hemos visto, las alteraciones en este gen impiden que se produzca injerto en los 

ratones trasplantados.  

 

El splicing de las líneas mutantes U2af1mut/+, Tet2-/- y U2af1mut/+ Tet2-/- se 

encuentra alterado 

La alteración del patrón de splicing del pre-ARNm es una de las consecuencias más 

ampliamente estudiada de las células humanas y murinas mutantes en 

U2AF1.60,76,116,125,127 

Por un lado, empleando el paquete bioinformático rMATS se estudió en células LSK 

el splicing alternativo diferencial entre las líneas U2af1mut/+, Tet2-/- y U2af1mut/+ Tet2-/- y 

los controles wild-type. Se detectaron 1578 eventos de splicing diferencial en los ratones 

U2af1mut/+ respecto a los controles, 1211 en Tet2-/- y 1242 en los doble mutantes. El 

hecho de que los ratones U2af1mut/+ Tet2-/- presenten menos eventos de splicing 

alternativo respecto a los controles que los ratones U2af1mut/+ evidencia que se está 

produciendo una interacción entre los procesos de splicing y metilación. Son diversos 

los estudios que han puesto de manifiesto esta interacción y han demostrado que las 

consecuencias de la metilación en el splicing son diferentes en función del locus del 

genoma que se analice; produciendo, mediante diferentes procesos, la inclusión101 o 

exclusión100 de exones alternativos. Además, estos datos son consistentes con la 

evidencia ya descrita de que las mutaciones en TET2 y otros modificadores 

epigenéticos, pueden por sí mismos generar variaciones en el splicing.191,222,223 Para 
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estudiar más en profundidad la forma en la que puede estar afectando la metilación al 

splicing de genes procesados por U2af1, se podría realizar un análisis del metiloma con 

técnicas de NGS o microarrays e integrar los datos obtenidos con los resultados del 

ARN-seq. 

Por otro lado, el tipo de evento de splicing alternativo detectado con mayor frecuencia 

en las tres líneas mutantes fue el salto de exón. Esto coincide con lo observado en los 

otros modelos murinos descritos de U2af1, ya sea aquellos que expresan la mutación 

S34F83,147 como aquellos modelos U2af1-KO.145,146 En el caso de los ratones Tet2-/- no 

es posible comparar con los otros modelos descritos,150,170,173,180–182,220 puesto que en ellos 

no se estudia el splicing. Para profundizar más en estos eventos de salto de exón, se 

debería estudiar la secuencia canónica de los exones saltados e incluidos en los ratones 

U2af1mut/+ y controles para ver si existen variaciones en la preferencia de las secuencias 

como se ha visto tanto en las células humanas76,116,127 como en los modelos murinos 

descritos.83,137,147 

Además, un estudio de Ilagan et al. encontró 140 genes que mostraban un patrón de 

splicing alternativo tanto en muestras de pacientes de LMA con la mutación U2AF1S34, 

como en células K562116 que expresaban U2AF1S34 o U2AF1Q157. De estos 140 genes, 

el splicing de 32 de ellos se encontraba también alterado en nuestra línea U2af1mut/+. 

Esto sugeriría que algunos de los genes que se ven afectados por mutaciones en 

U2AF1, se ven alterados independientemente de la especie, la población celular o el 

tipo de mutación de U2AF1.  

 

Los resultados del ARN-seq pudieron ser validados en células c-kit+ 

Para validar los eventos de splicing alternativo detectados, se escogieron los genes 

Ammecr1l y H2-T24. A pesar de la poca información disponible de estos genes, la 

elección se realizó en base a que presentaban un p-valor y un FDR menores, un ΔPSI 

mayor en valor absoluto y, además, una menor variabilidad entre las réplicas biológicas. 

Se procedió a realizar una RT-PCR empleando para la amplificación primers 

flanqueantes a la región de interés. Inicialmente, se extrajo el ARN de células LSK, se 

retrotranscribió y se amplificó. Sin embargo, debido al número tan bajo de células de 

partida (25 000 – 50 000) la cantidad de ARN obtenida fue muy baja (< 6 ng) y en el gel 

de electroforesis no se observaron los amplicones pertenecientes al splicing alternativo. 

Por ello, finalmente se decidió emplear células c-kit+ de ratones control o mutantes. Así 

pues, se detectó, por un lado, un salto del exón 2 del gen Ammecr1l en los mutantes 
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U2af1mut/+ y, por otro lado, un salto del exón 5 del gen H2-T24 en los controles. No 

obstante, los amplicones pertenecientes al splicing alternativo detectados en la 

electroforesis convencional, fueron, igualmente, muy tenues. Esto puede deberse, por 

un lado, a que la cantidad de ARNm alternativo para los genes Ammecr1l y H2-T24 es 

mucho menor, que la cantidad de ARNm constitutivo; amplificándose en menor cantidad 

y por tanto visualizándose de manera más tenue. Por otro lado, también hay que 

considerar que, para la validación mediante RT-PCR, se empleó ARN procedente de 

células c-kit+, las cuales contienen no sólo las LSK sino también progenitores que 

pueden, en cierta forma, enmascarar el splicing alternativo. Por último, también cabría 

destacar que el ARN para la validación se obtuvo de ratones individuales, mientras que 

para el ARN-seq fue necesario emplear 3 ratones por réplica biológica para obtener un 

número significativo de células LSK. 

 

Las rutas biológicas que contenían más genes afectados por un splicing 

aberrante no se vieron alteradas 

Existen diversos mecanismos por los cuales las mutaciones en genes de splicing 

pueden contribuir a la patogénesis de los SMD. Por ello, con el fin de estudiar a qué 

rutas biológicas pertenecían los eventos de splicing diferencial en los ratones mutantes, 

se empleó la herramienta DAVID de enriquecimiento funcional.  

Por un lado, en el caso de los ratones U2af1mut/+, el proceso que se vio más afectado 

fue el ciclo celular. Esta ruta se ha visto alterada tanto en ensayos in vitro con células 

humanas mutadas en U2AF1121,144 como en otros ratones mutantes en U2af1146,148 

donde se ha observado un aumento de la fase G2/M. Sin embargo, en nuestro caso, al 

analizar por CF las diferentes fases del ciclo celular (G1/G0, S y G2/M) en células LSK 

procedentes de la médula ósea, no se observaron variaciones significativas en los 

ratones U2af1mut/+ respecto a los controles.  

Por otro lado, tanto los ratones U2af1mut/+ como los doble mutantes U2af1mut/+ Tet2-/-, 

presentaban alterados diversos genes que pertenecían a la respuesta y al daño al ADN. 

Se ha visto que las alteraciones del splicing pueden ocasionar inestabilidad genómica y 

daño al ADN, a través de la formación de bucles-R (R-loops) que promueven roturas de 

doble cadena.224,225 En nuestro caso, Ercc8 y Fancm, dos genes que participan en la 

regulación de los bucles-R, presentaron un splicing aberrante en los ratones U2af1mut/+. 

En algunos casos de SMD con mutaciones en U2AF1, ya había sido descrito que estos 

genes presentaban un splicing alterado.79 
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Para medir daño al DNA, se empleó un kit comercial que permitía detectar la 

fosforilación de la histona H2AX mediante CF. La presencia de pH2AX se relaciona de 

forma directa con las roturas de doble hebra del ADN.226 No obstante, fuimos incapaces 

de detectar diferencias estadísticamente significativas entre la cantidad de pH2AX de 

los controles y los mutantes U2af1mut/+ y U2af1mut/+ Tet2-/-. Esto contrasta con otros 

estudios que observaron que células con mutaciones en U2AF1 o con ausencia de la 

proteína presentan un mayor daño al DNA medido por la fosforilación de esta histona 

por immunofluorescencia, Western blot y CF.83,146 

El hecho de que ninguna de las dos rutas biológicas estudiadas presente diferencias 

respecto a los controles, a pesar de poseer diversos genes con splicing alterado, puede 

estar indicando que estas alteraciones no impiden que los genes afectados realicen su 

función de forma habitual. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
  

 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSIONES 
  



 

 
 

  



Conclusiones 

131 
  

CONCLUSIONES 

 

1. En la línea U2af1mut/+, se produce un fenómeno de haploinsuficiencia de la proteína 

U2AF1 wild-type que genera pequeñas alteraciones de la hematopoyesis que son 

insuficientes para que los ratones jóvenes o envejecidos (> 2 años) desarrollen 

SMD. 

 

2. En la línea Tet2-/-, la deleción de la proteína TET2 genera un desequilibrio en la 

hematopoyesis con una tendencia hacia el linaje mieloide que es insuficiente para 

producir SMD en los ratones. 

 

3. En la línea doble mutante U2af1mut/+ Tet2-/-, la cooperación de las alteraciones en 

los genes U2af1 y Tet2 no produce un efecto sinérgico y no genera SMD en los 

ratones. 

 

4. Las HSPC con mutaciones en el gen U2af1 son incapaces de injertar en los 

ratones receptores en los experimentos de trasplante competitivo.  

 

5. Las HSPC de las líneas mutantes U2af1mut/+, Tet2-/- y U2af1mut/+ Tet2-/- presentan 

un patrón de splicing aberrante, siendo el salto de exón el tipo de evento más 

observado en las tres líneas.  

 

6. El ciclo celular y la presencia de daño en el ADN fueron las rutas biológicas que 

contenían más genes afectados por un splicing aberrante en las líneas U2af1mut/+ 

y U2af1mut/+ Tet2-/-.  
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