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Resumen 

 Las neoplasias mieloproliferativas crónicas (NMPs) son 

procesos cancerígenos en los que se produce una expansión clonal de 

una o varias poblaciones de progenitores hematopoyéticos de estirpe 

mieloide. En las fases iniciales de la enfermedad, éstos presentan una 

adecuada diferenciación celular, lo que conlleva una 

descompensación final de los diferentes tipos celulares en médula 

ósea y sangre periférica y la consiguiente aparición de una serie de 

síntomas asociados que pueden llegar a producir importantes 

citopenias o complicaciones vasculares.  

 A pesar de que las NMPs pueden mantenerse relativamente 

controladas en su fase crónica mediante un tratamiento adecuado, 

éstas patologías tienen una tendencia natural a evolucionar, tras un 

intervalo de tiempo variable, hacia un estado más agresivo de la 

enfermedad y el desarrollo de leucemia aguda, lo que supone la fase 

más crítica de las NMPs. Por todo ello, el pronóstico de los pacientes 

está determinado por las complicaciones vasculares y la 

transformación leucémica.  

 Éste riesgo de transformación es máximo en la leucemia 

mieloide crónica BCR-ABL positiva, pero la existencia de tratamientos 

muy eficaces para eliminar la clona leucémica ha permitido modificar 

la historia natural de esta enfermedad y mejorar sustancialmente el 

pronóstico de los pacientes. Por el contrario, no existen por el 

momento tratamientos similares que permitan modificar el riesgo de 

transformación aguda de las NMPs BCR-ABL negativas, donde el 

tratamiento va dirigido a controlar los síntomas y prevenir las 

complicaciones vasculares. La fase leucémica de las NMPs tiene un 

pronóstico infausto, siendo el tipo de leucemia más resistente al 

tratamiento. La mediana de supervivencia en esta fase es de meses y 



 
 

sólo el trasplante alogénico permite curar la enfermedad en una 

proporción reducida de casos.  

 Los mecanismos moleculares y genéticos implicados en la 

transformación leucémica no se conocen con precisión, por ello es de 

relevancia su investigación, con el fin de comprender los eventos 

moleculares asociados y buscar nuevas dianas terapéuticas. 

 RUNX1 (AML1) es un factor de transcripción con gran 

importancia en el desarrollo hematopoyético, muy asociado también 

al desarrollo leucémico, encontrándose frecuentemente alterado, vía 

mutación o translocación en las leucemias humanas, sobre todo en las 

de estirpe mieloide. Además, es uno de los genes más frecuentemente 

alterado en la fase de trasformación aguda de las NMPs. RUNX1 no 

actúa en solitario, sino que requiere la actividad de su cofactor 

transcripcional, CBF-β, habiéndose encontrado también diversas 

alteraciones del complejo RUNX1-CBF-β en las neoplasias mieloides. 

Ambos genes controlan procesos fundamentales de la hematopoyesis 

normal y maligna cómo la proliferación y la diferenciación celular. 

 Otro gen altamente alterado en la fase transformante de las 

NMPs es TP53.  No es de extrañar que este gen tenga un papel 

importante en el desarrollo leucémico, puesto que controla rutas clave 

de los procesos oncológicos cómo las vías de respuesta al estrés 

celular, apoptosis y resistencia farmacológica. 

 Las alteraciones en RUNX1 y TP53 son muy frecuentes en la 

fase de trasformación leucémica de las NMPs. Recientemente se ha 

descrito que tanto la actividad del dúo RUNX1-CBF-β, como la de TP53, 

están reguladas por la interacción con las proteínas p300 y HIPK2. De 

hecho, HIPK2 se encarga de fosforilar a RUNX1, p53 y p300, siendo 

necesarias dichas fosforilaciones para que se lleven a cabo sus 

funciones. Por otra parte, p300 se encarga también de regular la 



 
 

actividad y estabilidad de HIPK2, así como de activar la maquinaria 

transcripcional de RUNX1-CBF-β y de p53, una vez que ambos (y p300) 

han sido activados por HIPK2. Por último, existen también datos en la 

literatura acerca del rol mediador de CBF-β en la ruta transcripcional 

de p53. 

 En base a los datos anteriormente expuestos, esta Tesis 

Doctoral tiene como objetivo principal el estudio de las interacciones 

de estos cinco genes, a modo de posible complejo transcripcional 

bidireccional (proliferación-diferenciación y apoptosis-resistencia 

farmacológica), en la fase de evolución leucémica de las NMPs. 

 Con el fin de cumplir este objetivo, se ha analizado el estado 

molecular, citogenético y funcional de los 5 genes mediante diferentes 

técnicas moleculares en líneas celulares de NMPs agudizadas, 

obteniéndose una caracterización molecular y citogenética completa 

del complejo propuesto en el contexto de estas patologías. Por otra 

parte, se han explorado las posibles funciones leucémicas de éste 

mediante la manipulación química o biológica de los genes 

reguladores HIPK2 y EP300 en líneas celulares y muestras de pacientes 

en cultivo, obteniéndose efectos significativos en la homeóstasis de las 

células leucémicas tras dicha manipulación. Por último, se ha evaluado 

en ambos tipos de muestras el efecto de fármacos usados en el 

tratamiento de estas hemopatías en función del estado de actividad 

del complejo, previamente manipulado, logrando influir 

significativamente en la manera en la que las células leucémicas 

responden a los tratamientos convencionales de estas patologías. 

 

Palabras clave: Neoplasias mieloproliferativas, NMPs, leucemia 

mieloide, hematopoyesis, leucemogénesis, LMC, PV, TE, MF, HIPK2, 

RUNX1, EP300, TP53, CBF-β, apoptosis, proliferación, ciclo celular. 



 
 

 

  



 
 

Summary 

 Chronic myeloproliferative neoplasms (MPNs) are 

carcinogenic processes in which there is a clonal expansion of one or 

more populations of myeloid hematopoietic progenitors. In the initial 

stages of the disease, they present an adequate cell differentiation, 

which entails a final decompensation of the different cell types in bone 

marrow and peripheral blood and the consequent appearance of 

associated symptoms that can lead to significant cytopenias or 

vascular complications. 

 Despite MPNs can be kept relatively controlled in their chronic 

phase through proper treatment, these pathologies have a natural 

tendency to evolve, after a variable period of time, towards a more 

aggressive state of the disease and the development of acute 

leukemia, which is the most critical phase of the MPNs. Therefore, 

patients prognosis is determined by vascular complications and 

leukemic transformation. 

 This transformation risk is maximum in chronic myeloid 

leukemia BCR-ABL positive, but the existence of very effective 

treatments to eliminate the leukemic clone has allowed modifying the 

natural history of this disease and substantially improving the 

prognosis of patients. On the contrary, there are currently no similar 

treatments that allow modifying the risk of acute transformation of 

negative BCR-ABL MPNs, in which the treatment is aimed at controlling 

symptoms and preventing vascular complications. The leukemic phase 

of NMPs has an unfortunate prognosis, being the most treatment-

resistant type of leukemia. The median survival in this phase is about 

months and only allogeneic transplantation can cure the disease in a 

small proportion of cases. 



 
 

 The molecular and genetic mechanisms involved in the 

leukemic transformation are not accurately known, therefore their 

research is relevant in order to understand the molecular associated 

events and search for new therapeutic targets. 

 RUNX1 (AML1) is a transcription factor with a great 

importance in hematopoietic development, also closely associated 

with leukemogenesis, being frequently altered via mutation or 

translocation in human leukemia, especially those of myeloid lineage. 

In addition, it is one of the most frequently altered genes in the acute 

transformation phase of MPNs. 

 RUNX1 does not act alone, but requires the activity of its 

transcriptional cofactor CBF-β, therefore different alterations of the 

RUNX1-CBF-β complex have being also found in myeloid neoplasms. 

Together, both genes control fundamental processes of normal and 

malignant hematopoietic, such as cell proliferation and differentiation.  

 Another gene highly altered in the transforming phase of 

MPNs is TP53. It is not surprising this gene has an important role in the 

leukemic development, since it controls key oncologic pathways such 

as cellular response to stress, apoptosis and drug resistance. 

 RUNX1 and TP53 alterations are highly frequent in the 

leukemic transformation phase of the MPNs. Recently, it has been 

described that both the activity of the RUNX1-CBF-β and that of TP53 

are regulated by the interaction with p300 and HIPK2 proteins. In fact, 

HIPK2 is responsible for phosphorylating RUNX1, p53 and p300, and 

those phosphorylations are necessary for their functions. On the other 

hand, p300 regulates HIPK2 activity and stability, and activates the 

RUNX1-CBF-β and p53 transcriptional machinery, once both (and 

p300) have been previously activated by HIPK2. Finally, there is also 



 
 

data in the literature concerning the mediating role of CBF-β in the p53 

transcriptional pathway. 

 Based on the above-mentioned data, the main aim of this PhD 

is the study of the interactions between these five genes, as a possible 

bi-directional transcriptional complex (proliferation-differentiation 

and apoptosis-pharmacological resistance), in the leukemic evolution 

phase of the MPNs. 

 In order to fulfill this objective, the molecular, cytogenetic and 

functional state of these five genes has been analyzed through 

different molecular techniques in acute MPNs cell lines, obtaining a 

complete molecular and cytogenetic characterization of the proposed 

complex in the context of these pathologies. On the other hand, the 

possible leukemic functions of the latter have been explored by 

chemical or biological manipulation of the HIPK2 and EP300 regulatory 

genes in cell lines and cultured patient samples, obtaining significant 

effects in the leukemic cell lines homeostasis after such manipulation. 

Finally, the effect of drugs used for the treatment of these 

hemopathies has been evaluated in both types of samples based on 

the state of activity of the previously manipulated complex, 

significantly influencing the way in which the leukemic cells respond 

to the conventional treatments that are used in the therapeutics of 

these pathologies. 

  

Key words: Myeloproliferative neoplasms, MPNs, myeloid leukemia, 

hematopoiesis, leukemogenesis, CML, PV, ET, MF, HIPK2, RUNX1, 

EP300, TP53, CBF-β, apoptosis, proliferation, cell cycle. 
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GLOSARIO DE ABREVIATURAS 

 

ABL: Abelson tyrosine-protein kinase 1 

ADN: Ácido desoxirribonucleico 

AML1: Acute myeloid leukemia 1 gene 

AP: Accelerated phase (fase acelerada) 

ARN: Ácido ribonucleico 

ARNm: Ácido ribonucleico mensajero 

ASXL1: Additional sex combs like 1 (Drosophila) gene 

ATP: Adenosín tri-fosfato 

AV: Anexina V 

BAC: Bacterial Artificial Chromosome 

BCL-2: B-cell CLL/lymphoma 2 gene 

BCR: Breakpoint cluster región gene 

Blk: B lymphoid tyrosine kinase gene 

BP: Blast Phase (fase de crisis blástica) 

BRCA-1: BRCA1/BRCA2-containing complex, subunit 1 gene 

cADN: ADN complementario 

CALR: Caltreticulin gene 

CB: Crisis blástica 

CBF-β: Core-binding factor, subunit beta gene 

CBL: Casitas B-lineage Lymphoma gene 

CBP: CREB-binding protein 

CDRs: Complementarity-determining regions 

CEBPA (o C/EBPα): CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), alpha gene 
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CEP: Centromeric probe 

CES/HES: Síndrome hipereosinofílico 

c-Fos: Fos Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor Subunit gene 

C-GSF: Granulocyte colony-stimulating factor 

c-Jun: Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor Subunit gene 

CLIC6: Chloride intracellular channel 6 gene 

CMPDs: Chronic myeloproliferative disorders 

C-MYC: MYC Proto-Oncogene, BHLH Transcription Factor gene 

CNL: Chonic neutrophilic leukemia 

CO2: Dióxido de carbono 

CtBP1: C-Terminal Binding Protein 1 gene 

CUX1: Cut Like Homeobox 1 gene 

Cxcr4: C-X-C Motif Chemokine Receptor 4 gene 

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DNA-PKcs: DNA-dependent protein kinase, catalytic subunit gene 

DNMT3A: DNA Methyltransferase 3 Alpha gen 

dNTPs: Deoxyribonucleotides triphosphate 

DYRK: Dual Specificity Tyrosine Phosphorylation Regulated Kinase gene 

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid 

EP300 (o p300):  E1A Binding Protein P300 gene 

EPO: Erythropoietin 

EPOR: Erythropoietin receptor gene 

ETV6: ETS variant transcription factor 6 gene 

EVI-1: Ecotropic viral integration site 1 gene 

EZH2: enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2 subunit gene 

FAB: French-American-British classification of AML subtypes 
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FACS: Fluorescence activated cell sorting 

FISH: Fluorescent in situ hybridation 

FLT3: Fms Related Tyrosine Kinase 3 gene 

FOXP1: Forkhead Box P1 

GAG/POL: Gen-specific antigen/ DNA polymerase gene 

GAPDH: Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase 

GATA-1: Globin transcription factor 1 

G-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos 

G-CSFR: Granulocyte colony-stimulating factor receptor gene 

GFP: Green fluorescent protein 

GM-CSF: Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 

H2O: Agua 

Hb: Hemoglobin 

HIF-1α: Hypoxia Inducible Factor 1 gene, subunit α 

HIPK1: Homeodomain interacting protein kinase 1 

HIPK2: Homeodomain interacting protein kinase 2 

HIPK3: Homeodomain interacting protein kinase 3 

HU: Hydroxiurea 

Ic50: The half maximal inhibitory concentration 

IDH1: Isocitrate Dehydrogenase (NADP(+)) 1 gene 

IDH2: Isocitrate Dehydrogenase (NADP(+)) 2 gene 

IFN-α: Interferon alpha 

Iga: Immunoglobulin A 

IKZF1: IKAROS Family Zinc Finger 1 gene 

IL-3: Interleukin 3 

IM: Imatinib 
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IR: Ionizing radiation 

JAK1: Janus kinase 1 gene 

JAK2: Janus kinase 2 gene 

JNKs: Quinasas c-Jun N-terminal 

KIT: KIT Proto-Oncogene, Receptor Tyrosine Kinase gene 

KRAS: v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma 2 viral oncogene homolog gene 

LB: Lysogeny broth médium 

LDH: Lactate dehydrogenase 

LEA: Leucemia eosinofílica aguda 

LLA: Leucemia linfática aguda 

LMA: Leucemia mieloide aguda 

LMC: Leucemia mieloide crónica 

LNC: Leucemia neutrofílica crónica 

LNK: SH2B Adaptor Protein 3 gene 

LSK: Lin-Sca1+Kit-cells 

LTRs: Long terminal repeats 

Lys: Lysine 

MAPK-JNK: Jun N-terminal kinase/p38 mitogen-activated protein kinase  

M-CSF: Macrophage colony-stimulating factor 

MDM2: Mouse double minute 2 gene 

MDM4: Mouse double minute 4 gene 

MDS/MPN: Síndrome mielodisplásico/mieloproliferativo 

MF: Mielofibrosis 

MFP: Mielofibrosis primaria 

MOZ: Monocytic leukemia zinc finger protein  

MPL: Thrombopoietin receptor gene 
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MPN: Myeloproliferative neoplasm 

mSin3A: SIN3 transcription regulator family member A protein 

MT2A: Metallothionein 2A gene 

MTS: Colorimetric method for sensitive quantification of viable cells 

NADPH: Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 

NF-E2: Nuclear factor erythroid 2 gene 

NK: Natural killer cell 

NMP: Neoplasia mieloproliferativa 

NOX1: NADPH oxidase 1 gene 

NRAS: Neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog gene 

OMS: Organización Mundial de la Salud 

P16 (o CDKN2A): Cyclin dependent kinase inhibitor 2A gene 

p63 (o TP63): Tumor protein 63 gene 

p73 (o TP73): Tumor protein 73 gene 

PcG: Polycomb-group proteins 

PCR: Polymerase chain reaction 

PEI: Polyethylenimine 

Ph: Philadelphia chromosome 

PI: Propidium iodide 

PML: Promyelocytic leukemia protein gene 

PSA: Persulfato amónico 

PTEN: Phosphatase and tensin homolog gene 

PTMs: Post-translational modifications 

PU.1: Hematopoietic transcription factor PU.1 (encoded by the SPI1 gene) 

PV: Polycythemia Vera 

PVDF: Polyvinylidene fluoride 
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PVSG: Polycythemia Vera Studiy Group 

RAS: The RAS family is a subset of the RAS small GTPase superfamily 

Rb: Retinoblastoma transcriptional corepressor 1 gene 

RFP: Red fluorescent protein 

RPMI: Roswell Park Memorial Institute medium 

RUNX1: Runt-related transcription factor 1 gene 

Ruxo (o Rx): Ruxolitinib 

Ser: Serine 

SF3B1: Splicing factor 3b subunit 1 gene 

SH2B3: SH2B adaptor protein 3 gene 

shRNA: Short-Hairpin RNA 

siRNA: ARN de interferencia 

SIRT1: Sirtuin (silent mating type information regulation 2 homolog)1 gene 

SMD: Síndrome mielodisplásico 

Src: Family of non-receptor tyrosine kinases 

SRSF2: Serine and arginine rich splicing factor 2 gene 

STAT: Signal transducer and activator of transcription (STAT) protein family 

TBS: Tris-buffered saline buffer 

TBS-T: Tween20-Tris-buffered saline buffer 

TCF/LEF: Transcription factors TCF/ lymphoid enhancer binding factor 1 

TE: Trombocitemia Esencial 

TEMED: Tetramethylethylenediamine  

TET2: Tet methylcytosine dioxygenase 2 gene 

TIPA: Transcription-independent p53-induced apoptosis 

TKIs: Tirosine Kinase Inhibitors 

TP53 (o p53): Tumor protein 53 gene 
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TPO: Thrombopoietin 

U2AF1: U2 small nuclear RNA auxiliary factor 1 gene 

UV: Ultraviolet radiation 

WB: Wester Blot 

Wt: wild-type 

WT1: Wilms tumor 1, transcription factor gene 

β-ACTINA: β-actin gene 

Δp63: Splice variant of p63 protein 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. INTRODUCCIÓN A LAS NEOPLASIAS HEMATOLÓGICAS  

Las neoplasias hematológicas son un conjunto heterogéneo de 

enfermedades malignas (cánceres) en las cuales los tejidos afectados 

son la sangre, la médula ósea y/o los ganglios linfáticos. Su origen se 

debe a la expansión clonal de las células madre hematopoyéticas, 

siendo el estado de diferenciación y la naturaleza de las células 

afectadas lo que determina el fenotipo de la enfermedad. Atendiendo 

a este último criterio, la Organización Mundial de la Salud (OMS) las 

clasifica en neoplasias hematológicas de la línea mieloide y neoplasias 

hematológicas de la línea linfoide1. A diferencia de lo que se observa 

en el caso de los tumores sólidos, las causas más frecuentes de estos 

trastornos son las translocaciones cromosómicas, además, como los 

tres tejidos involucrados están conectados mediante el sistema 

inmune, una enfermedad maligna hematológica que afecte a uno de 

ellos, afectará también en mayor o menor medida a los otros dos. 

Todo ello conlleva a un abordaje exclusivo en el diagnóstico y 

tratamiento de las neoplasias hematológicas. 

 

1.1.1. Las neoplasias mieloides 

Las neoplasias mieloides son los trastornos clonales de la 

hematopoyesis (figura 1.1) que afectan a las células madre de la línea 

mieloide e incluyen tres categorías clínico-patológicas: leucemia 

mieloide aguda (LMA), síndromes mielodisplásicos (SMD) y neoplasias 

mieloproliferativas (NMP). No obstante, dicha clasificación presenta 

ciertas incongruencias, y existen casos de síndromes que presentan 

características propias tanto de los SMDs como de los NMPs, por ello 
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se agrupan en una categoría aparte denominada síndromes 

mielodisplásicos/mieloproliferativos (SMD/NMP)1–6 

 

1.1.2.  Las neoplasias mieloproliferativas crónicas (NMPs) 

Dentro de las neoplasias mieloides, las NMPs se caracterizan 

por una hiperproliferación clonal medular de las células 

hematopoyéticas de la línea mieloide, lo que genera una producción 

excesiva de alguno de los tipos celulares mieloides adultos (línea 

granulocítica, eritroide y megacariocítica) y su acumulación en médula 

ósea y en sangre periférica. Esto se produce como consecuencia de 

una hipersensibilidad o independencia a la regulación normal por 

citoquinas y factores de crecimiento, lo que las diferencia de las 

patologías reactivas. Por lo común, afecta a las fases avanzadas de la 

diferenciación celular, como dato diferencial con respecto a los 

síndromes mieloproliferativos agudos7,8. 

Figura 1.1  Diagrama de la hematopoyesis  
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Esta proliferación medular aumentada conlleva una 

descompensación de los porcentajes de los diferentes tipos celulares 

en favor de alguno/s de ellos, lo que origina problemas asociados 

como citopenias, hemorragias, anemia, trombocitosis, etc. Otros 

síntomas asociados son la esplenomegalia (aumento del tamaño del 

bazo debido a la infiltración de células sanguíneas) o el aumento del 

porcentaje de blastos mieloides en médula ósea y sangre. 

Las NMPs son por lo general, enfermedades de adultos, con 

edades de presentación comprendidas entre los 50 y 70 años. Constan 

de una fase crónica larga que a menudo puede durar bastantes años y 

pueden cursar con un grado variable de mielofibrosis. En su evolución 

tienen el potencial de sufrir progresión de la enfermedad y fallo 

medular debido a hematopoyesis inefectiva, mielofibrosis o 

transformación en una fase blástica, y posteriormente, en leucemia 

aguda en una proporción variable de casos, en función del tipo de 

neoplasia. Esta complicación suele ser letal, dada la elevada frecuencia 

de resistencia al tratamiento convencional9.  

Las NMPs se clasifican según un conjunto de datos clínicos, 

biológicos, histológicos y moleculares. Según la clasificación de la OMS 

de 20166, se subdividen en: leucemia mieloide crónica (LMC), 

policitemia vera (PV), trombocitemia esencial (TE), mielofibrosis 

primaria (MFP), leucemia neutrofílica crónica (LNC), leucemia 

eosinofílica crónica (sin ninguna otra especificación) y neoplasias 

mieloproliferativas crónicas no clasificables. No obstante, las cuatro 

NMPs clásicas son la LMC y las NMPs cromosoma Filadelfia negativas 

(PV, TE y MFP), que además son las cuatro NMPs más relevantes en la 

práctica clínica y con las que se procederá en este trabajo. 
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- Las NMPs clásicas (LMC, PV, TE y MFP): 

 Las cuatro NMPs anteriores se caracterizan por una 

hiperproliferación clonal medular de las células hematopoyéticas de la 

línea mieloide. Dependiendo del tipo celular involucrado (línea 

eritroide, megacariocítica o granulocítica), hablaremos de un tipo u 

otro de NMPs. Además, debido a que la LMC está asociada al oncogén 

BCR-ABL que se forma como resultado de la translocación 

cromosómica t(9;22), y que da lugar al cromosoma Filadelfia (Ph) 

característico de la enfermedad, las cuatro NMPs clásicas se dividen 

en NMPs Filadelfia positivas (LMC) y NMPs Filadelfia negativas (PV, TE 

y MPF). 

 

1- La leucemia mieloide crónica (LMC) se corresponde con un 

aumento descontrolado de alguno o varios elementos 

precursores de la serie granulocítica, lo que da lugar a una 

producción excesiva de granulocitos adultos. 

2- La policitemia vera (PV) consiste en una expansión de las células 

precursoras de la línea eritroide, lo que conlleva una 

hiperproducción y acumulación de glóbulos rojos.  

3- La trombocitemia esencial (TE) conlleva un aumento en la 

proliferación de la línea megacariocítica, dando lugar a un 

incremento anormal en el número de plaquetas (trombocitosis). 
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4- En último lugar, la mielofibrosis primaria (MFP) se caracteriza por 

una proliferación predominante de megacariocitos y granulocitos 

en la médula ósea que se acompaña de un depósito reactivo de 

tejido fibroso y de hematopoyesis extramedular. 

 

Como se ha comentado, todas ellas constan de una fase 

crónica que puede desembocar en una fase blástica y en leucemia 

mieloide aguda en algunos casos. Además, tanto la PV como la TE 

pueden evolucionar a mielofibrosis (lo que se denomina MF post-PV o 

post-TE), y ésta a su vez, a leucemia mieloide aguda8. 

Las bases moleculares implicadas en la progresión de estas 

enfermedades son cada vez mejor conocidas y en los últimos años las 

nuevas técnicas de secuenciación genómica han aportado 

considerable información acerca de las alteraciones moleculares 

asociadas con las NMPs así como las mutaciones asociadas a la 

transformación aguda de éstas. Así, son frecuentes las mutaciones en 

diferentes genes que codifican proteínas de la maquinaria epigenética, 

del procesamiento del ARN, así como en determinados genes 

supresores de tumores y factores de transcripción6,10–16.  

Las NMPs no tienen una cura real, y su tratamiento va 

encaminado al mantenimiento de una situación clínica óptima y a 

paliar en la medida de lo posible los efectos de la enfermedad, con el 

objetivo de aumentar la calidad y la esperanza de vida de los pacientes, 

en un intento de “cronificar” la patología el mayor tiempo posible y 

evitar la agudización de ésta, que suele ser letal.  La excepción la 

constituye la leucemia mieloide crónica (LMC) que requiere un 

tratamiento más agresivo. 
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Para ello, es de vital importancia frenar los efectos causados 

por las mutaciones y alteraciones genéticas y la aparición de nuevos 

clones. Actualmente existen terapias dirigidas a las mutaciones 

conductoras de las NMPs, pese a ello no son suficientes en la mayoría 

de los casos, ya que existe también un amplio espectro de mutaciones 

secundarias que puede “impulsar” la leucemización de la enfermedad. 

Por ello, nuevos estudios moleculares son necesarios con el fin de 

conocer mejor el trasfondo genético de las NMPs crónicas y de generar 

terapias combinadas dirigidas también a dichas mutaciones no 

conductoras, lo cual podría contribuir en el camino hacia la 

erradicación definitiva de las NMPs17. 

 Debido a la gran complejidad de estas patologías y a la 

importante carga genética de éstas, considerada cada vez más 

importante tanto para la explicación como para el tratamiento de este 

grupo de enfermedades, es indispensable situar exactamente el 

momento en que nos encontramos hoy en día en su conocimiento 

genético, con el fin de precisar el contexto en que se inserta esta 

investigación y la medida en que puede contribuir a avanzar en dicho 

conocimiento. Para ello, resulta necesario echar un vistazo al pasado, 

para comprender la evolución en el conocimiento de estas 

enfermedades. Sólo así es posible entender el presente de las NMPs 

crónicas y poder abordar un futuro mejor en el diagnóstico y 

tratamiento de este grupo de neoplasias hematológicas. 
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1.2.  EVOLUCIÓN HISTÓRICA EN EL CONOCIMIENTO DE LAS NMPS 

CRÓNICAS 

1.2.1. Las primeras descripciones de los síndromes 

mieloproliferativos crónicos 

 Los síndromes mieloproliferativos clásicos (LMC, PV, TE y MFP) 

fueron descritos por primera vez a lo largo del siglo XIX y principios del 

siglo XX por diversos autores como Bennett, Virchow, Heuck, Vaquez, 

Osler, Di Guglielmo and Epstein, siendo la LMC la primera NMP crónica 

en ser descrita en 1845 por Bennett (figura 1.2), y la TE la última en 

193418–24. El anatomista alemán Virchow fue quien acuñó el término 

“leucemia” en 1847, y fue el primer autor en reconocer diferentes 

tipos de leucemia, distinguiendo entre leucemia linfática (linfocítica) y 

leucemia esplénica (granulocítica).  

 

Figura 1.2  Extracto de la publicación original de 1845 de JH. Bennett del 
Edinburg Medical and Surgery Journal, donde se describe por primera vez 
la leucemia mieloide crónica. 
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En 1868, E.C. Neumann fue quien propuso por primera vez que 

las células sanguíneas se originan en la médula ósea, siendo ésta el 

lugar donde se alojan las “células ancestrales que dan origen a todas 

las células sanguíneas circulantes”; y que algunos casos de leucemias 

esplénicas se originan en la médula ósea y no en el bazo25. Poco 

después, Paul Ehrilch en 1880 clasificó por primera vez a las leucemias 

según su origen mieloide o linfoide y fue el primero en promover la 

teoría de que todas los células sanguíneas se forman a partir de una 

célula madre hematopoyética común, antecesora de todos los linajes 

celulares sanguíneos26. 

A raíz de estas observaciones, pronto fueron llegando las 

primeras descripciones de las otras NMPs, de modo que en 1934 las 

cuatro neoplasias mieloproliferativas clásicas habían sido ya descritas. 

Con ello comenzaron a aparecer las primeras asociaciones que 

relacionaban dichas enfermedades entre ellas, hasta que en 1939, 

Vaughan y Harrison relacionaron la PV, TE y MPF en términos de un 

mismo origen, destacando que la mieloproliferación trilinaje 

observada en sus pacientes provenía de una célula primitiva reticular 

común y que se debía a un único estímulo no identificado27.  

Sin embargo, no fue hasta 1951 cuando el hematólogo 

estadounidense William Dameshek, fundador de la revista Blood, 

agrupó por primera vez los cuatro trastornos bajo el término 

“trastornos mieloproliferativos”, como un grupo de trastornos 

hematológicos relacionados entre sí, con proliferación medular y 

características clínicas y patológicas similares28 (figura 1.3). Dicho 

término incluía la leucemia mieloide crónica, policitemia vera, 

trombocitemia esencial, mielofibrosis primara y eritroleucemia 

(síndrome de Di Guglielmo)29, aunque la eritroleucemia se redefinió 

años después como leucemia eritroide aguda (LEA) o sus variantes.  
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Las siguientes frases extraídas de la publicación original de 

Dameshek evidencian la naturaleza de su concepto de NMPs: 

“Es posible que estas diferentes condiciones -trastornos 

mieloproliferativos- sean, de algún modo, manifestaciones variables 

de la actividad proliferativa de las células de la médula ósea, quizás 

debido a un hasta ahora desconocido estímulo. Esto podría afectar de 

modo difuso o irregular a las células de la médula ósea con el resultado 

de que varios trastornos se produzcan, ya sea de forma clara o en 

forma de transición”. 

Aunque Dameshek pensó que dichos estímulos iniciales 

desencadenantes de los NMPs consistían principalmente en hormonas 

esteroideas, hoy en día sabemos que la mayoría de estos estímulos son 

mutaciones en enzimas tirosina-quinasas, debido principalmente a 

eventos genéticos ocurridos en las células madre hematopoyéticas. 

Figura 1.3  Diagrama de los síndromes mieloproliferativos extraído de la 
publicación original de 1951 de W. Dameshek, Some especulations on 
myeloid neoplasms. 
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1.2.2. Los avances en la caracterización molecular de las NMPs. 

Desde Dameshek hasta Vainchenker. 

 Dameshek sentó las bases de la biología de los NMPs. Desde 

entonces hasta ahora el conocimiento de las neoplasias hematológicas 

ha experimentado con celeridad numerosos cambios, debido 

principalmente a los nuevos hallazgos en la biología molecular y clínica 

de dichas patologías, así como a los esfuerzos e iniciativas en el estudio 

de éstas, lo que ha conllevado numerosas modificaciones y una mayor 

claridad en la clasificación de estas enfermedades13,29–31.  

 

1- El descubrimiento del cromosoma Filadelfia (Ph) 

En 1960, P.Nowell y D. Hungerford descubrieron la existencia 

de un pequeño cromosoma anormal existente en las células de dos 

pacientes con leucemia granulocítica crónica. Observaron que no 

todas las células poseían este cromosoma y que, por tanto, había un 

porcentaje de células con cariotipo normal, por lo que postularon que 

dicho pequeño cromosoma, al que llamaron cromosoma Filadelfia 

(Ph), podía tener una relación causal con la enfermedad32. Dos años 

más tarde vieron el mismo hallazgo en otros siete pacientes de la 

misma enfermedad33, siendo ésta la primera evidencia histórica de un 

tipo de cáncer asociado a una anomalía genética identificada y 

confirmando los postulados que ya hizo anteriormente Theodore 

Boveri en 1914 al afirmar que posiblemente el cáncer estaba asociado 

a aberraciones cromosómicas34. 
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2- La confirmación de la naturaleza clonal de las NMPs 

Posteriormente al descubrimiento del cromosoma Filadelfia, 

el grupo de Fialkow utilizó una técnica basada en observar los 

polimorfismos en el locus de la enzima glucosa-6-fosfato-

deshidrogenasa (G-6-PD) del cromosoma X (técnica descrita dos años 

antes por Beutler and Lyon35) para identificar y confirmar por primera 

vez la naturaleza clonal de la LMC (1967), PV (1976), MFP (1978) y TE 

(1981). Además, demostraron la presencia de un único isotipo de la 

enzima en diferentes linajes mieloides e incluso linfoides, 

demostrando así el origen clonal de estos procesos36–41. 

 

3- La creación del Grupo para el Estudio de la Policitemia Vera  

 Simultáneamente, en 1967 Louis R. Wasserman creó el primer 

grupo internacional para el estudio de la policitemia vera (PVSG), cuyo 

objetivo era estudiar la historia natural de la PV, establecer criterios 

diagnósticos y dirigir ensayos clínicos a gran escala42,43. 

Posteriormente, la labor del grupo se amplió también al estudio de la 

TE44. Dicho grupo realizó hasta 14 grandes ensayos clínicos y sentó las 

bases del diagnóstico y tratamiento unificado en las NMPs, realizando 

aportaciones hasta 1997, algunas aun válidas hoy en día, como, por 

ejemplo, el uso del tratamiento con hidroxiurea en las NMPs Ph-neg. 

 

4- La caracterización molecular del cromosoma Filadelfia y el 

descubrimiento de la translocación BCR-ABL, causante de la LMC 

Unos años después del descubrimiento del cromosoma 

Filadelfia, varios grupos se centraron en intentar caracterizar la 

naturaleza de este pequeño cromosoma. En 1972, JD Rowley describía 
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que éste era el resultante de una translocación cromosómica entre los 

cromosomas 9 y 22, y que ésta era causante de la leucemia mieloide 

crónica45. Además, también observó por primera vez otras 

translocaciones genéticas ocurridas en neoplasias mieloides (como la 

translocación t8;21), promoviendo el papel crucial de los cambios 

genéticos en la leucemogénesis. 

 

Durante los siguientes años, se realizaron diversas 

aportaciones en la caracterización de la translocación que daba origen 

al cromosoma Filadelfia. En 1982, se caracterizó el gen ABL humano y 

su involucración en la translocación t9;2246,47. Se descubrió también el 

otro gen implicado (BCR) y se realizaron las primeras observaciones de 

Figura 1.4  A) Esquema de la translocación entre los cromosomas 9 y 22 
que da origen al cromosoma Filadelfia y al gen de fusión BCR-ABL causante 
de la LMC. 
B) Imagen de hibridación in situ fluorescente en la que se aprecia dicha 
translocación y el cromosoma Filadelfia, donde se observan juntas las 
señales fluorescentes verde (BCR) y roja (ABL). 
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dicha fusión BCR-ABL en pacientes con LMC48,49; Se caracterizó la 

proteína resultante de dicha fusión y se identificó como una proteína 

con actividad tirosina-quinasa aumentada constitutivamente50. 

Además, se observaron dos tipos diferentes de proteína BCR-ABL, la 

P21051 que se asoció a la LMC, y la P190 que se observó en leucemia 

linfoblástica aguda52. Por último, en 1990 se demostró que la infección 

de células madre hematopoyéticas de ratón con el oncogén BCR-ABL 

producía leucémica mieloide crónica en dichos animales, 

estableciéndose que dicho oncogén era, per se, la mutación causante 

de la LMC53–55.  

 

5- El descubrimiento del imatinib: Un cambio de paradigma en el 

tratamiento del cáncer 

Durante décadas, la LMC fue tratada con diversos compuestos 

químicos como busulfán, hidroxiurea, IFN-α u otros agentes 

quimioterapéuticos, radiación, etc, pero en ningún momento se llegó 

a encontrar una alternativa eficaz contra la enfermedad que 

aumentara la calidad y la esperanza de vida de los pacientes, que era 

de unos 20 meses en aquellos tiempos. Esto cambió radicalmente 

cuando en 1996, Brian Druker descubrió el imatinib mesilato56, que 

actúa inhibiendo el sitio de unión al ATP de la tirosina-quinasa 

resultante de la fusión BCR-ABL. Ello estabiliza la proteína en una 

forma inactiva permanente, inhibiendo la cascada oncogénica. El 

descubrimiento del imatinib fue un gran avance en el tratamiento de 

la LMC. En 2006 se publicó un estudio de seguimiento tras 5 años de 

tratamiento con imatinib, con valores de supervivencia y tasa de 

remisión citogenética del 87%, y una remisión molecular de la 

enfermedad en el 80% de los casos57. No obstante, aunque la 

esperanza y la calidad de vida de los pacientes en fase crónica ha 
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aumentado considerablemente, sigue siendo necesaria la búsqueda 

de nuevas dianas terapéuticas y biomarcadores, ya que el imatinib es 

menos efectivo cuando la enfermedad evoluciona a la fase blástica58; 

además, en ocasiones pueden surgir resistencias a imatinib debido a 

mutaciones puntuales en la oncoproteína BCR-ABL, que a veces 

permanecen sensibles a los inhibidores de segunda generación59–61. 

El descubrimiento del imatinib supuso un hito en el 

tratamiento de la LMC y, en general, en el tratamiento del cáncer. 

 

6- La clasificación de la OMS de 2001 de las neoplasias hematológicas: 

Debido a la rápida evolución en el conocimiento de las 

neoplasias mieloides, existía creciente necesidad de recopilar los 

nuevos hallazgos moleculares acerca de estas patologías. Por ello, en 

2001, la Organización Mundial de la Salud (OMS) publicó su primera 

versión para la clasificación de las neoplasias mieloides2. Ésta incluía el 

término creado por Dameshek para la categoría de neoplasias 

mieloproliferativas crónicas (CMPDs), añadiendo a dicha categoría la 

leucemia neutrofílica crónica (LNC), la leucemia eosinofílica/síndrome 

hipereosinofílico (CES/HES), y los síndromes mieloproliferativos 

crónicos no clasificables (CMPD, unclassificable). Finalmente, las 

CMPDs fueron consideradas una de las cuatro principales categorías 

dentro de las neoplasias mieloides crónicas, junto con los SMD, 

SMD/MPN y la mastocitosis (mast cell disease, MCD).  

 

7- Vainchenker y la era de las mutaciones de JAK2  

En los últimos quince años, la biología molecular ha ido 

progresivamente tomando un papel fundamental en el diagnóstico de 
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las NMPs. Cada vez se conocen mejor los trastornos genéticos 

asociados a estas enfermedades, permitiendo una mejor clasificación 

y un tratamiento más eficaz62.  

Así, en 2005, se produjo un hallazgo que cambiaría totalmente 

el panorama del conocimiento y la patogenia de las NMPs Ph-neg 

(MFP, TE y PV): El grupo de William Vainchenker descubría que la 

mayoría de los pacientes que padecían NMPs Ph-neg albergaba una 

mutación genética en el gen JAK2 63. Curiosamente, el mismo hallazgo 

fue descrito de manera independiente por otros tres grupos casi 

simultáneamente64–66. Dicha mutación (JAK2V617F) consiste en el 

cambio de una guanina por una timidina en la posición 1849 (exón 14) 

del gen JAK2. Este gen codifica para una proteína tirosina-quinasa que 

forma parte de la vía de transducción de señales JAK-STAT, que utilizan 

los receptores de citoquinas tipo I como el receptor de la EPO, G-CSF, 

GM-CSF o la TPO. La mutación JAK2V617F conlleva el cambio de una 

valina por una fenilalanina en la posición 617 de la proteína, 

produciendo una ganancia de función en ausencia del ligando al 

receptor hematopoyético y conllevando una activación constitutiva de 

esta ruta de transducción de señales.  

La citada mutación se presenta con unas frecuencias de un 

95% en los pacientes de PV67,68, y entre un 50 y un 60% en los de TE y 

MFP. Además, también ha sido detectada en otras neoplasias 

mieloides, como en NMPs atípicas (hasta en un 30-50% en ciertos 

casos), en SMD no clásicos (20%) y en ciertos casos de LMA o SMD de 

novo (3%). La mutación JAK2V617F no ha sido detectada en ninguna 

neoplasia no mieloide. 

La mutación JAK2V617F sería considerada como la primera 

mutación conductora de los NMPs, ya que su presencia en las células 

progenitoras mieloides es suficiente para que se desencadene el 
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desarrollo de una NMP Ph-neg. Además, dicha mutación sería 

incorporada como criterio diagnóstico en la siguiente clasificación de 

las neoplasias mieloides de la OMS1. 

 

1.2.3. La complejidad genética de las NMPs: Avances en su 

caracterización molecular desde Vainchenker hasta la actualidad. 

1.2.3.1. Otras mutaciones conductoras diferentes a JAK2V617F 

A raíz del descubrimiento de la mutación JAK2V617F, la 

caracterización molecular de las NMPs Ph- comenzó a acotarse cada 

vez más y su estudio ha ido cobrando cada vez más importancia. Esto 

es fundamental para entender y abordar el funcionamiento de estas 

patologías, ya que hasta en el 97% de ellas se presentan mutaciones 

somáticas,  muchas de las cuales influyen notablemente en el 

pronóstico y/o tratamiento de las NMPs15.  

A partir de este momento, las nuevas mutaciones que se irían 

descubriendo se clasificarían como mutaciones conductoras (su sola 

presencia es suficiente para el desarrollo de una NMP Ph-neg), o 

mutaciones secundarias (contribuyen al desarrollo neoplásico y a su 

gravedad, pero necesitan de más mutaciones, especialmente de una 

conductora, para que se desarrolle la enfermedad). 

 

- Mutaciones en el gen MPL:  

En 2006, el grupo de Gary Gilliland halló una nueva mutación 

en el gen que codifica para el receptor de trombopoyetina (MPL) en 

algunos casos de MFP negativos para la mutación JAK2V617F69. La 

nueva mutación (MPLW515L) se une a otras tres que fueron descritas 

posteriormente en el gen MPL también en pacientes negativos para la 



                                                                                  Capítulo 1. Introducción 
 

54 

mutación de JAK2 (MPLW515K, MPLW515A y MPLW505N). Todas ellas 

son mutaciones de ganancia de función que también activan 

constitutivamente la ruta de transducción JAK-STAT en ausencia de 

ligando, por lo que las mutaciones en MPL se considerarían el segundo 

grupo de mutaciones conductoras de los NMPs Ph-neg. 

Las mutaciones en el gen MPL se han descrito en un 5-10% de 

los casos de MFP y un 1-5% de los casos de TE, mientras que no se 

aparecen en pacientes de PV, lo que sugiere que éstas mutaciones 

favorecerían el desarrollo de la línea megacariocítica más que la 

eritroide70. Aunque las mutaciones en MPL se observan en pacientes 

negativos para la mutación JAK2V617F, en el mismo año 2006 se 

detectó que ambas mutaciones podrían coexistir en un pequeño 

porcentaje de pacientes de MFP71, lo que indica la gran complejidad 

genética de estos trastornos clonales de la hematopoyesis. 

 

- Mutaciones en el exón 12 del gen JAK2: 

 Dos años tras la identificación de la mutación JAK2V617F, en 

2007, se describieron otras mutaciones en el mismo gen, pero en el 

exón 12, en casos de PV y eritrocitosis idiopática negativas para 

JAK2V617F72. Se observaron hasta cuatro mutaciones distintas en 

hasta un 3% de los pacientes de PV73 y todas ellas producen un efecto 

similar al de la mutación V617F, activando constitutivamente la ruta 

JAK-STAT, por lo que las mutaciones en el exón 12 de JAK2 se 

consideran también mutaciones conductoras de estas neoplasias. No 

obstante, estas mutaciones parecen estar asociadas a un fenotipo más 

eritroide y no se han descrito en casos de TE o MFP. 
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- La segunda clasificación de la OMS de las neoplasias hematológicas 

(2008): 

 En septiembre de 2008 se publicó una nueva clasificación de 

la OMS1 que incluía los nuevos hallazgos para un mejor diagnóstico de 

las neoplasias hematológicas. En ella se establece que la diversidad 

fenotípica de las NMPs crónicas se debe a diferencias en los 

reordenamientos genéticos o mutaciones que subyacen a la 

mieloproliferación clonal, añadiendo las nuevas mutaciones en JAK2 y 

MPL como criterios diagnósticos de las NMPs Ph-neg. Ambas 

mutaciones se originarían en una célula madre hematopoyética en las 

etapas tempranas de la diferenciación y conllevan activación 

constitutiva de la ruta JAK-STAT66 (mutaciones conductoras). Son 

capaces de inducir una PV (JAK2) o una MFP (MPL) en ratones, y son 

vulnerables al tratamiento con inhibidores de JAK274. Así pues, el 

descubrimiento de estas mutaciones supuso un cambio radical en el 

conocimiento y el diagnóstico de las NMPs cromosoma Ph-75,76. 

 Durante los años posteriores a dicha clasificación, nuevas 

mutaciones con prevalencia importante en las NMPs Ph-neg han sido 

descritas, especialmente la mutación en CALR, acotando todavía más 

el diagnóstico y clasificación de estas patologías. 

 

- Mutaciones en el gen CALR:  

 Las mutaciones en el gen de la calreticulina (CALR) son el tercer 

tipo de mutación más importante para el diagnóstico de las NMPs Ph-

neg. Fueron descubiertas recientemente (2013) y afectan al último 

exón del gen (exón 9), provocando un truncamiento prematuro de la 

proteína. La proteína CALR mutante se une al receptor MPL, 

activándolo de forma permanente en ausencia de ligando, 
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produciendo por tanto activación constitutiva de la ruta JAK-STAT, y 

formando el tercer grupo de mutaciones conductoras de las NMPs Ph-

neg junto a (JAK2 y MPL). Las mutaciones en CALR Se han descrito en 

un 70% de los pacientes con TE y MFP negativos para mutaciones en 

JAK2 y MPL (25% del total de pacientes con TE y 35% de los pacientes 

de MFP), por lo que su papel como marcador diagnóstico en los NMPs 

Ph-neg es fundamental77,78.  

- Mutaciones conductoras de los NMPs Ph-neg: JAK2, MPL y CALR: 

Las mutaciones en los genes JAK2, MPL y CALR son capaces de 

producir por sí mismas el desarrollo de un NMP Ph-neg, y son 

mutaciones exclusivas de estas enfermedades. Por ello se denominan 

mutaciones conductoras (driver mutations) de los NMPs Ph-neg. 

Actúan sobre la misma ruta de señalización, la ruta JAK-STAT, y 

mediante estas tres mutaciones es posible diagnosticar el 95% de los 

casos de NMP Ph-neg, evidenciando la importancia de dicha ruta en el 

desarrollo de estas patologías, independientemente de si la mutación 

conductora se encuentra en JAK2, MPL o CALR14,17,78. 

La ruta JAK-STAT se activa mediante los tres principales 

receptores mieloides de citoquinas EPOR, MPL y G-CSFR, los cuales 

están relacionados con la eritropoyesis, trombopoyesis y 

granulopoyesis, respectivamente. Las mutaciones en JAK2 afectan a 

los tres tipos de receptores/procesos, lo que explica que se puedan 

encontrar en PV, TE y MFP. Por otro lado, las mutaciones en MPL y 

CALR actúan sobre el receptor de trombopoyetina MPL, por ello sólo 

se encuentran presentes en TE y PMF14 (figura 1.5). 
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Para entender el modo en el que las mutaciones conductoras 

influyen en el fenotipo de la enfermedad (en su fase crónica), en la 

figura 1.6 se muestra un esquema de cómo las mutaciones en 

JAK2/CALR/MPL “conducirían” la hematopoyesis hacia una mayor 

trombocitosis (donde el extremo sería la TE) o eritropoyesis (máximo 

nivel en la PV). Entre ambos extremos habría un amplio espectro en el 

que también se vería afectada en mayor o menor grado la 

granulopoyesis. El fenotipo final de la enfermedad estaría influenciado 

por el tipo concreto de mutación conductora y la línea germinal, la 

aparición de otras mutaciones somáticas, así como otros factores 

entre los que se encuentra la homocigosidad de las mutaciones, el 

Figura 1.5  Las mutaciones en JAK2, CALR y MPL conducen a una 
mieloproliferación excesiva mediante la activación constitutiva de la ruta 
JAK-STAT. A) La forma mutante de JAK2 (rojo) se activa 
constitucionalmente y produce niveles variables de proliferación y 
diferenciación eritroide y megacariocítica y, en menor medida, 
granulocítica. B) Las mutaciones en CALR y MPL resultan ambas en una 
activación de JAK2 por medio de la activación de MPL. Las proteínas CALR 
mutadas se unen a los receptores MPL en el retículo endoplasmático, 
durante la síntesis de éstos. (extraído de Nangalia, J and Green. A, 2017). 
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sexo del individuo y factores específicos como el nivel de 

eritropoyetina, el nivel de hierro, o la función renal. 

 

Las mutaciones en JAK2/CALR/MPL serían incorporadas más 

adelante como criterio diagnóstico fundamental en la clasificación de 

las neoplasias hematológicas de la OMS del año 20166.  

A pesar de todo lo anterior, existe un 10% de los casos de TE y 

MFP que son negativos para las tres mutaciones anteriores, lo que se 

denomina NMPs Ph-neg “triple negativas”78,79. En este 10% de 

pacientes, aún no son conocidas las causas conductoras de la 

enfermedad, siendo un grupo especial en el que cada paciente 

presenta un conjunto diferente de mutaciones no conductoras17. 

 

 

Figura 1.6  Presentación clínica de la fase crónica de los NMPs en relación 
al tipo de mutación conductora (extraído de Nangalia, J and Green. A, 
2017). 
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1.2.3.2. Mutaciones no conductoras (secundarias) descritas en las 

NMPs Ph negativas. 

Debido a la complejidad genética de estas patologías, existen 

otras muchas mutaciones somáticas que, aunque ni conductoras ni 

exclusivas de los NMPs, contribuyen a la patogenia, diagnóstico y 

pronóstico de estas enfermedades. Bien porque están relacionadas 

directamente con los tres conductores de la enfermedad (activando la 

misma ruta, como SH2B3 y CBL), bien porque activan otras rutas 

relacionadas80. En consecuencia, es importante averiguar la 

contribución de estas otras mutaciones en la patogenia de los NMPs. 

Existe un elevado número de genes que pueden presentar 

mutaciones no conductoras y, aunque su prevalencia en los pacientes 

de NMPs no es tan importante como la de JAK2/MPL/CALR, casi todos 

los pacientes con NMPs presentan al menos una de ellas. Puesto que 

muchos de estos genes se han asociado a una mayor probabilidad de 

agudización de la enfermedad (EZH2, ASXL1, TP53), su estudio 

conjunto por secuenciación es importante para el conocimiento del 

proceso leucemogénico y es de gran relevancia en el diagnóstico, 

pronóstico y tratamiento de estas patologías14,81. De hecho, más del 

50% de los pacientes con PV o TE presentan una o más de éstas 

mutaciones aparte de las mutaciones conductoras82,83, 

incrementándose este porcentaje hasta un 81% y un 93,5% en el caso 

de los pacientes con MFP, o con MF post-PV o post-TE83–85.  

Así, la heterogeneidad y el pronóstico de los NMPs clásicos 

están determinados por un perfil genético en el que influye el tipo de 

mutación conductora, su asociación con otras mutaciones, y el orden 

de aparición, siendo cada caso molecularmente único14. Así, es 

interesante señalar los datos de un reciente estudio de 201616 en el 

que se realizó un panel de secuenciación de 28 genes típicamente 
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alterados en estas patologías en un grupo de 100 pacientes (40 

pacientes con TE, 30 PV, 30 MFP), mostrando los resultados que el 53% 

del total de los pacientes presentaban mutaciones en dos o más de los 

genes analizados.  

Según la función de los genes afectados, se pueden clasificar 

éstos en varios grupos: genes involucrados en la señalización 

intracelular, en el procesamiento del ARN mensajero, en la regulación 

epigenética, y genes que codifican para factores de transcripción. 

En el mismo estudio se vio que los genes involucrados en el 

procesamiento del ARN mensajero (SF3B1, SRSF2 y U2AF1) se 

encontraban mutados con mucha más frecuencia en MFP que en TE, 

mientras que no existían casos de mutaciones en estos genes en PV. 

Los genes involucrados en el procesamiento de la cromatina ASXL1 y 

EZH2 se encontraban mutados también con mucha más frecuencia en 

MFP respecto a TE y PV; y los genes encargados de la metilación del 

ADN (DNMT3A, IDH1, IDH2 y TET2) se presentaban mutados con 

mucha más frecuencia en PV, y mucho menos en TE y MFP.  

Cabe señalar que desde el año pasado se ha establecido que la 

aparición de mutaciones somáticas (así como aberraciones 

cromosómicas) en los pacientes con NMPs Ph-neg, es directamente 

proporcional a la edad de los individuos (figura 1.7). Así, a mayor edad, 

mayor probabilidad de aparición y acumulación de mutaciones 

somáticas puntuales (asociado normalmente a peor pronóstico)86. 
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Clasificación de las Mutaciones secundarias más frecuentes: 

1- Genes implicados en señalización intracelular:  

LNK (SH2B3): Las mutaciones en LNK son importantes en la 

hematopoyesis regulando negativamente a JAK211,12,87. Se describen 

con baja frecuencia en pacientes de TE, MFP y eritrocitosis; y con una 

mayor frecuencia en transformaciones a leucemia aguda (13%). 

CBL: Este gen interviene en la ubiquitinación, internalización y 

degradación de receptores activados (MPL, KIT y FLT3) y de proteínas 

tirosina-quinasas (incluida JAK2). Se detectan mutaciones en CBL en un 

5-10% de pacientes con MF, mientras que su presencia en PV o TE es 

muy rara10–12. Además, se han encontrado mutaciones en este gen en 

Figura 1.7  Frecuencia de aparición de mutaciones somáticas y 
aberraciones genéticas en pacientes con NMPs Ph-neg según la edad de 
los individuos. En blanco, sin mutación; en verde, mutación conductora 
(JAK2/CALR/MPL); En azul, presencia de 1, 2 o ≥3 mutaciones somáticas 
no conductoras. Extraído de J. Grinfeld, J. Nangalia. 2018). 
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un 13% de las leucemias agudas post-NMP88, pudiendo ser importante 

en la transformación leucémica. 

 

2- Genes implicados en la regulación epigenética:  

TET2: Gen con un papel importante en la desmetilación de 

citoquinas. Presenta mutaciones en un 14% de las NMPs Ph-neg, 

siendo éstas menos frecuentes en la TE que en la PV o MFP, donde 

llega a estar mutado en un 20% de los casos10,78,89. Las mutaciones de 

TET2 podrían ser importantes en el inicio de la hematopoyesis clonal 

tras el envejecimiento, junto con las de ASXL1 y DNMT3A90–92. 

DNMT3A: Codifica para una proteína metiltransferasa y se 

presenta mutado en un 10% del total de pacientes con NMPs Ph-neg. 

La prevalencia en MFP y en casos de transformación blástica es del 

15%. La frecuencia en TE es de un 3% y en PV, de un 7%12,93,94. 

ASXL1: Implicado en el remodelamiento de la cromatina. 

Presenta mutaciones en un 13-20% de los pacientes de MFP. La 

frecuencia de estas mutaciones en PV y TE es menor del 5%10–12. 

IDH e IDH2: Implicados en la transformación de NADP+ a 

NADPH y relacionados con la inhibición (hipermetilación) de los genes 

de la familia TET (como TET2). Las mutaciones en IDH1/2 y TET2 son 

mutuamente excluyentes y ambas tienen patrones similares de 

hipermetilación, indicando que ambos genes podrían actuar sobre el 

mismo mecanismo leucemogénico en las NMPs Ph-neg. Las 

mutaciones en IDH1/2 son raras en la fase crónica (0,8-4,2%), pero se 

presentan en un 22% de las NMPs en fase blástica y se asocian con la 

transformación mielofibrótica y con un mal pronóstico10,12,95–99. 
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EZH2: Codifica para una metiltransferasa y forma parte del 

complejo de genes represores de la transcripción (PcG). Presenta 

mutaciones en un 8% de las NMPs Ph-neg, donde se asocia como 

supresor de tumores. En MPF la incidencia es del 6-13%, mientras que 

en PV es del 1-3%. Está asociado a mal pronóstico11,100,101. 

 

3- Genes implicados en el procesamiento del ARN mensajero:  

SF3B1, SRSF2 y U2AF1: Se detectan mutaciones en estos genes 

principalmente en MFP, aunque también en PV y ET en fases 

avanzadas, pero no han sido asociados con la transformación 

blástica12,84,102–104. En el caso de U2AF1, la frecuencia total en los 

pacientes de NMPs Ph-neg es menor del 3%. En el caso de SF3B1, ésta 

es de un 10% (4-7% en MFP y 3% en TE). En cuanto a SRSF2, la 

prevalencia es de un 17% de los casos de MFP y parece que podrían 

estar asociados con un peor pronóstico, siendo su frecuencia de hasta 

un 19% en los casos de LMA post-NMP.105,106. 

 

4- Genes que codifican para factores de transcripción:  

En las NMPs se han encontrado múltiples CDRs (regiones 

comunes delecionadas) que afectan a veces a un solo gen, siendo este 

el caso de los genes RUNX1, IKZF1, CUX1, TP-53 o ETV6 entre otros. 

IKZF1 y CUX1 se encuentran ambos en el cromosoma 7, cromosoma 

donde son muy comunes las deleciones en las NMPs y en general en 

los trastornos hematológicos107,108.  

El gen IKZF1 (Ikaros) está implicado en la diferenciación 

linfoide. No obstante, se han descrito deleciones para dicho gen en un 



                                                                                  Capítulo 1. Introducción 
 

64 

21% de pacientes de NMPs Ph-neg en fase blástica, aunque no en fase 

crónica10,11, por lo que se asocia a la transformación leucémica. 

El gen RUNX1 (AML1) tiene un papel clave en la hematopoyesis 

y leucemogénesis, y es uno de los genes más frecuentemente 

desregulados en leucemia. Se encuentra muy frecuentemente 

sobreexpresado en pacientes con NMPs crónicas y se asocia a la 

transformación leucémica, estando mutado hasta en un 15-30% de los 

casos de LMA post-NMP8,109–112.  

El gen NF-E2 ha sido recientemente descrito como posible 

diana mutacional en pacientes con NMPs crónicas, aunque su 

frecuencia mutacional es baja, de sólo un 2-3% de los casos de PV y 

MFP113. No obstante, NF-E2 se encuentra sobreexpresado en una gran 

proporción de pacientes de NMPs, y se asocia a una cooperación con 

JAK2V617F y a un aumento del fenotipo de las NMPs114. La 

sobreexpresión de NF-E2 ha sido asociada a la expresión de RUNX1. De 

hecho, ambos genes interaccionan entre sí siendo este último junto 

con su cofactor CBF-β el que media la sobreexpresión de NF-E2. Se han 

visto casos en NMPs en las que un funcionamiento aberrante de 

RUNX1 (o de CBF-β) desemboca en una sobreexpresión de NF-E2, 

contribuyendo a la fisiopatología de las NMPs113,115–117. 

El gen supresor de tumores TP-53 es uno de los genes más 

asociados a la progresión de las NMPs y a un peor pronóstico. Las 

deleciones en TP-53 son raras en la fase crónica (1,6%), pero su 

frecuencia aumenta dramáticamente durante la transformación 

leucémica, hasta un 27-30% en las LMAs post-NMPs. Las mutaciones 

heterocigotas suelen ocurrir en la fase crónica, mientras que las 

homocigotas se dan frecuentemente en las LMAs post-NMPs8.  
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5- Nuevos candidatos a biomarcadores descritos en el último año: 

En este mismo año 2019, se ha descrito el posible papel como 

biomarcador de nuevos genes relacionados con el pronóstico o la 

clasificación de las NMPs, como PTEN, WT1, GATA-1. 

PTEN es un gen supresor de tumores que suele estar 

desregulado, inhibido o delecionado en muchos cánceres. En la LMC, 

el oncogén BCR-ABL regula negativamente a PTEN, lo cual influye en la 

progresión de la enfermedad. Muy recientemente se ha descrito un 

polimorfismo en este gen que se encuentra en los grupos de más 

riesgo. Dicho polimorfismo (denominado PTEN-long, por la mayor 

longitud del transcrito) se ha asociado al mal pronóstico de la LMC y al 

mayor riesgo de progresión de la enfermedad118. 

El factor de transcripción WT1 participa en el desarrollo de 

muchas enfermedades. Recientemente se ha observado altamente 

expresado en las NMPs Ph-neg, especialmente en aquellas con peor 

pronóstico. La expresión más alta se da en PMF, seguida por la PV y TE. 

Además, aumenta durante la progresión mielofibrótica o leucémica 

(llegando al pico de expresión en la LMA), mientras que se mantiene 

estable cuando éstas no progresan. Por ello, WT1 es un gen a tener en 

cuenta en el pronóstico y seguimiento de las NMPs119. 

Por último, el factor de transcripción hematopoyético GATA-1 

(el cual regula a NF-E2) determina la diferenciación de los linajes 

eritroide y megacariocítico durante la hematopoyesis. Se ha 

observado que su expresión es muy alta en TE, mientras que es baja 

en MF. Además, es independiente de las terapias citorreductoras y del 

estado mutacional del individuo, pudiendo ser importante como 

biomarcador en TE y para la diferenciación diagnóstica de TE y MF120. 
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En la figura 1.8 se muestra un esquema de algunos de los 

genes involucrados en la fisiopatología y en la transformación 

leucémica de las NMPs PH-neg. 

 

 

 

 

Figura 1.8  Esquema de la relación entre los genes involucrados en la 
regulación epigenética y en la transformación leucémica de los NMPs Ph-
neg (extraído de Vainchenker W. and Kralovics R. 2017). 
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1.3.  LAS NMPs CRÓNICAS EN LA ACTUALIDAD 

 Debido a la creciente complejidad de la fisiopatología de las 

NMPs crónicas, especialmente las NMPs Ph-neg, la OMS publicó en 

2016 la última versión de su clasificación de las neoplasias mieloides6, 

la cual recoge todos los hallazgos moleculares descritos 

anteriormente. Del mismo modo, en 2018 la European LeukemiaNet 

publicó su última guía de recomendaciones para el diagnóstico y el 

manejo clínico y molecular de las NMPs Ph-neg. 

Mientras que en clasificaciones anteriores se establecía que 

las mutaciones JAK2/CALR/MPL eran de tipo clonal, originándose de 

manera temprana en clones mayoritarios de la hematopoyesis, 

actualmente se conoce también la existencia de algunos casos en los 

que estas mutaciones conductoras son adquiridas posteriormente en 

la jerarquía clonal, y son precedidas de otras aberraciones 

moleculares, los llamados eventos “pre-JAK2”10–12,121,122. Así, el orden 

de aparición de algunas mutaciones en relación con las mutaciones 

conductoras influye en el desenlace final de la enfermedad. Por 

ejemplo, algunos estudios han demostrado que el orden de 

adquisición de JAK2V617F con respecto a las mutaciones en los genes 

TET2 y DNMT3A influye en la biología de las células madre y células 

progenitoras, la evolución clonal, la forma en la que la enfermedad se 

presenta, la respuesta a las terapias y su resultado clínico14,123,124.  

Según las últimas clasificaciones, el diagnóstico de la LMC se 

puede conocer hasta en el 99% de los casos debido a la presencia de 

la translocación BCR-ABL, y el diagnóstico molecular de las NMPs Ph-

neg se puede realizar en el 95% de los casos mediante secuenciación 

de los genes JAK2, MPL y CALR (figura 1.9). No obstante, cada vez 

existe mayor unanimidad en cuanto a la importancia de las mutaciones 
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no conductoras en el diagnóstico y el pronóstico de las NMPs, así como 

en la respuesta a los tratamientos. 

 

Esto se debe no sólo a que el patrón mutacional de las NMPs 

es diferente en cada una de ellas16, sino también a que las diferentes 

mutaciones tienen distinta importancia dependiendo de la neoplasia 

de que se trate, e incluso dentro de la misma, el patrón mutacional 

ayuda a distinguir las diferentes opciones en las que ésta se puede 

presentar, su pronóstico o la posible resistencia al tratamiento. Por 

ejemplo, las mutaciones en ASXL1, SRSF2, e IDH2 son de mal 

pronóstico en PV; las mutaciones en SH2B3, SF3B1, U2AF1, TP53, IDH2, 

y EZH2, junto con una elevada carga mutacional de JAK2V617F son de 

Figura 1.9  Frecuencias aproximadas de las mutaciones conductoras 
(JAK2/CALR/MPL) en los NMPs Ph-neg (extraído de G.C. Caponetti, A. 
Bagg. 2019). 
* Los casos triple negativos pueden albergar también mutaciones 
somáticas no conductoras. 
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mal pronóstico en TE; y, por último las mutaciones en ASXL1, SRSF2, 

EZH2, y IDH1/2 son indicadoras del pronóstico de la MF125,126. 

Debido a que las NMPs crónicas son “tumores líquidos”, su 

observación y seguimiento sólo puede realizarse por citometría de 

flujo o mediante cuantificación y secuenciación de los marcadores 

moleculares y sus frecuencias alélicas. La cuantificación de la carga 

alélica es una medida indirecta de la carga tumoral, siendo de gran 

importancia en el diagnóstico, durante el tratamiento y tras éste, 

permitiendo conocer la respuesta y la carga residual tras la terapia, así 

como anteponerse a posibles recaídas. Cuando las frecuencias alélicas 

para estas mutaciones son menores del 5%, sólo pueden ser 

detectadas mediante secuenciación masiva NGS (next generation 

sequencing). Por todo ello, la clasificación de la OMS otorga una 

elevada relevancia al análisis genético para el diagnóstico y pronóstico 

en las NMPs crónicas, recogiendo en su clasificación de 2016 las 

mutaciones descritas y reconociendo la importancia pronóstica de 

algunas de ellas como TP53, ASXL1 y EZH26. 

 

1.3.1. Clasificación actual de las neoplasias mieloproliferativas 

 Según una serie de datos moleculares, fisiológicos, clínicos e 

histológicos y basándose en la clasificación de la OMS de 2016, es 

posible clasificar a las neoplasias mieloproliferativas en siete grupos 

distintos (se excluye la mastocitosis en esta clasificación respecto a la 

de 2008) (tabla 1.1).  
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1.3.1.1. La leucemia mieloide crónica (LMC) 

 La leucemia mieloide crónica (también llamada leucemia 

mielógena o granulocítica crónica) se caracteriza por una proliferación 

descontrolada de las células hematopoyéticas mieloides de origen 

granulocítico en la médula ósea y es uno de los cánceres mejor 

caracterizados molecularmente hasta la fecha. Su firma molecular es 

la translocación recíproca entre los cromosomas 9 y 22, que da lugar 

al cromosoma Filadelfia característico de la LMC. Dicha translocación 

resulta en la fusión de los genes BCR (cr.22) y ABL (cr.9), lo que origina 

el oncogén BCR-ABL que da lugar a la proteína de fusión con mismo 

nombre. Esta proteína de 210 KDa (p210) posee actividad tirosina-

quinasa constitutiva y es la causante de la enfermedad6,7. Así, la LMC 

es la única NMPs en la que la presencia de una anomalía genética 

constituye un criterio sine qua non de diagnóstico, estando presente 

en más de un 99% de los casos127. La patogenia de la LMC está muy 

estudiada, sin embargo, se desconoce el mecanismo que origina dicha 

translocación. 
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 La LMC es más frecuente en adultos, con una media de edad 

al diagnóstico de entre 60 y 65 años en Europa, aunque es 

considerablemente más baja en países con una población general más 

joven. Es más común en hombres que en mujeres. Además, las 

mujeres tienen una supervivencia mayor a la enfermedad. La 

incidencia global de la LMC es de 1-2 casos nuevos por cada 100.000 

habitantes al año en todo el mundo, sin ninguna diferencia racial o 

étnica apreciable128. Sin embargo, algunos estudios han reportado que 

la enfermedad es más común en países desarrollados, posiblemente 

debido a la mayor esperanza de vida de sus habitantes. La prevalencia 

global de la LMC es de entre 10 y 12 individuos diagnosticados con LMC 

por cada 100.000 habitantes, aunque está aumentando cada vez más 

debido al aumento de la esperanza de vida que se ha conseguido con 

la terapia dirigida129, lo que podría ser un problema de salud pública 

en el futuro. Solamente en EE.UU, se prevé que para el año 2030 el 

número de individuos diagnosticados con LMC sea de 100.000, el 

doble que en 2016130,131. 

Clínicamente, la leucemia mieloide crónica se divide en tres 

fases, fase crónica, fase acelerada y fase blástica o crisis blástica7: 

a) Fase crónica: Hasta el 50% de los pacientes son asintomáticos 

al comienzo de esta fase, y cuando los síntomas comienzan a 

aparecer, suelen ser no específicos: esplenomegalia, fatiga, 

pérdida de peso, sudoración nocturna, anemia y en algunos 

casos hemorragias o trombosis debido a disfunción en la 

producción celular. Esta fase dura unos 4 o 5 años en ausencia 

de tratamiento y se caracteriza por una leucocitosis moderada 

en sangre, ≤10% de blastos, incremento de granulocitos en 

médula ósea y disminución del tamaño de los precursores 

eritroides y megacariocíticos. En un 90% de los casos aparece 

también basofília y eosinofília. La presencia de enfermedad 
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extramedular es rara, excepto en bazo e hígado. El 90-95% de 

los pacientes diagnosticados con LMC se encuentran en esta 

fase127,128. 

b) Fase acelerada: De seis a ocho meses. En esta fase surgen 

nuevas alteraciones moleculares como la aparición de un 

segundo cromosoma Ph, trisomía del cromosoma 8 o deleción 

p17-, o diversas mutaciones en genes relacionados con la 

trasformación leucémica. Clínicamente se produce un 

aumento persistente (sin respuesta a terapia) de granulocitos 

en sangre y médula, principalmente en sus formas más 

maduras; Se observa hasta un 19% de blastos en 

sangre/médula y un 20% de basófilos en sangre, anemia y 

trombocitopenia, así como persistencia o incremento de la 

esplenomegalia. Pueden aparecer también resistencias a las 

terapias, así como mutaciones en BCR-ABL. 

c) Fase blástica: La progresión a esta fase se da entre los 3-5 años 

desde el diagnóstico en pacientes no tratados y puede ser a 

través o no de una fase acelerada identificable. Es una fase 

muy agresiva de la enfermedad que desemboca en LMA en un 

80% de los casos. El 20% restante evoluciona a LLA, con mejor 

pronóstico. Se caracteriza por presentar un porcentaje de 

blastos en médula ósea o sangre periférica ≥20%, (a veces 

formando grumos) o presencia de enfermedad extramedular 

con células inmaduras (por ej, sarcoma mieloide)6,7,132. 

Las células positivas para BCR-ABL son muy inestables 

genéticamente y tienen predisposición a desarrollar múltiples y 

heterogéneas anormalidades genéticas, lo que resulta en la 

transformación del fenotipo leucémico pasando por las diferentes 

fases de la enfermedad hasta llegar a leucemia aguda. La progresión 



Capítulo 1. Introducción _____________________________________ 
 

73 

puede ser debida a factores relacionados con BCR-ABL, como 

mutaciones puntuales en el dominio quinasa asociadas a la resistencia 

al tratamiento con TKIs (inhibidores tirosina-quinasa), o debida a 

factores independientes que supongan aberraciones citogenéticas 

adicionales que conlleven evolución clonal.  

Muy recientemente (2019), se ha observado que el riesgo de 

acumulación de mutaciones de mal pronóstico en la LMC es superior 

en pacientes mayores de 45 años, y dentro de este grupo, en los 

varones. El mismo estudio describió también el polimorfismo en el gen 

supresor de tumores PTEN (PTEN-L rs1257378) como factor de riesgo 

asociado a mal pronóstico118 como se vio anteriormente. 

Actualmente, el tratamiento de la LMC se basa en la terapia 

con inhibidores específicos de la quinasa BCR-ABL. Desde el comienzo 

de los tratamientos con TKIs y a raíz del descubrimiento del imatinib, 

la calidad y esperanza de vida de los pacientes con LMC ha aumentado 

enormemente, llegando a ser similar a la de individuos sanos mientras 

se mantiene la fase crónica de la enfermedad7,133. Mediante el 

tratamiento con TKIs, se consigue remisión citogenética completa y 

liberación de la progresión de la enfermedad en un porcentaje muy 

alto de pacientes en fase crónica. Además, las respuestas suelen ser 

largas en el tiempo, con tasas de supervivencia bastante altas (>75%)  

tras varios años de tratamiento con TKIs134,135. 

Hoy en día, existen tres TKIs para el tratamiento de primera 

línea de la LMC: Imatinib, nilotinib y dasatinib. Con ellos, la 

supervivencia promedio tras 5 años es del 85-95%. La mayoría de los 

pacientes restaura una hematopoyesis normal, aunque la fase 

acelerada de la LMC puede aparecer sin presencia de síntomas 

específicos (incremento de la anemia, esplenomegalia e infiltración de 

otros órganos). La fase blástica puede aparecer también, 
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presentándose como una leucemia aguda con empeoramiento de los 

síntomas constitucionales, hemorragias, fiebre e infecciones. 

Existen diferentes generaciones de TKIs con potenciales y 

características distintas. El tratamiento hoy en día se basa en su 

utilización de manera individual o en combinación, siendo también 

posible la combinación de los TKIs con algún otro agente como el 

citado IFNα o la hidroxiurea136,137, dependiendo de las condiciones 

individuales del paciente y del grado de respuesta al tratamiento. Hoy 

en día, la LMC es monitorizada constantemente a nivel molecular y 

citogenético, siendo esto parte fundamental del tratamiento. Diversas 

técnicas de genética molecular como la hibridación in situ 

fluorescente, la PCR cuantitativa o la secuenciación masiva permiten 

evaluar la gravedad de la enfermedad (carga molecular de BCR-ABL, 

número de cromosomas Filadelfia, aparición de anomalías genéticas 

que confieren mal pronóstico o aparición de mutaciones en BCR-ABL 

que confieren resistencias a los TKIs). Las respuestas citogenética y 

molecular al tratamiento también son evaluadas mediante estas 

técnicas continuamente, lo que permite adelantarse al avance de la 

enfermedad y cambiar de estrategia cuando es necesario. Esto es vital, 

ya que se conocen más de 100 mutaciones diferentes en el dominio 

quinasa de BCR-ABL que confieren resistencia al tratamiento con TKIs. 

Resulta especialmente llamativa la mutación T315I, la cual confiere 

resistencia a todas las terapias con TKIs, excepto a la terapia con el 

inhibidor de tercera generación ponatinib132,138. 

Como última opción de tratamiento existe el trasplante 

hematopoyético. La cantidad de pacientes de LMC en fase crónica 

sometidos a trasplante medular ha decrecido considerablemente 

desde el desarrollo de los TKIs. No obstante, sigue siendo importante 

en aquellos pacientes resistentes a varios TKIs, aquellos con la 

mutación T315I, o aquellos con alto riesgo de transformación 
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leucémica. Por el contrario, el trasplante es la única alternativa cuando 

se ha desarrollado la fase blástica y debe realizarse rápidamente 

cuando la LMC evoluciona a su fase acelerada132. 

 En resumen, la LMC a día de hoy no tiene una gravedad muy 

elevada mientras se encuentre en fase crónica, debido a la variedad 

de inhibidores de BCR-ABL disponibles, así como al conocimiento de la 

patogenia y las bases moleculares de la enfermedad y a los 

mecanismos de detección y seguimiento de ésta. El verdadero 

problema de la LMC radica en la probabilidad relativamente alta de 

que se agudice, desembocando en LMA, lo cual suele ser letal debido 

a su agresividad, a las múltiples aberraciones genéticas rápidamente 

adquiridas y a la resistencia a los tratamientos7,132,139,140. Es pues de 

gran interés aumentar el conocimiento de los procesos conductores 

de dicha transformación leucémica, así como ahondar en la búsqueda 

de nuevos biomarcadores que pronostiquen la transformación y de 

dianas moleculares para hacer frente a dicho proceso de agudización. 

 

1.3.1.2. Policitemia vera (PV) 

Dentro de los NMPs ph-neg, la PV se caracteriza por un 

aumento en la proliferación medular de precursores eritroides que da 

lugar a una acumulación excesiva de glóbulos rojos en la sangre. 

Aunque también puede presentar leucocitosis y trombocitosis141. La 

PV es de inicio gradual, sin síntomas obvios al comienzo y de desarrollo 

lento. Debido al exceso de hematíes, la sangre se espesa, causando 

una circulación lenta (a veces hiperviscosidad) y pueden surgir 

diversos problemas asociados como: coágulos, ataques cardíacos o 

accidentes cerebrovasculares.  
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La PV no tiene cura y puede llegar a ser grave, aunque un 

tratamiento adecuado puede ayudar a aliviar los síntomas y 

complicaciones de la enfermedad. Con el tiempo, existe el riesgo de 

que avance y se convierta en otras neoplasias más graves, como MF, o 

que se produzca el proceso de transformación a leucemia aguda141. 

 Esta enfermedad no es frecuente y cuando se presenta afecta 

principalmente a varones, siendo la edad mediana de diagnóstico los 

60 años y considerándose rara antes de los 40. En España, su incidencia 

es de unos 4-6 casos por millón de habitantes y año.  

Del mismo modo que en el resto de NMPs, los pacientes en 

fase crónica de la enfermedad pueden tener una supervivencia 

relativamente alta siempre que reciban el tratamiento adecuado y se 

controlen los efectos secundarios asociados: la mediana de la 

supervivencia en pacientes ≥60 años con un tratamiento correcto es 

superior a 14 años, frente a los 18 meses en el caso de pacientes no 

tratados142,143. En el caso de pacientes más jóvenes (≤40 años) la 

mediana de la supervivencia es de hasta 35 años85,144. 

Molecularmente, el 95-97% de los pacientes de PV presenta la 

mutación JAK2V617F, y un 3%, mutaciones en el exón 12 de JAK285. La 

frecuencia de aberraciones en el cariotipo es de un 15-20%, 

normalmente asociado a mal pronóstico85,143. En cuanto al resto de 

mutaciones no conductoras, éstas se encuentran en un 53% de los 

pacientes, siendo las más frecuentes TET2 (22%), ASXL1 (12%) y SH2B3 

(9%). Los porcentajes respectivos de pacientes con 1, 2 o ≥3 

mutaciones son de 30%, 20% y 3%83. 

 Los criterios actuales para el diagnóstico de la PV se basan en 

aspectos relacionados con la proliferación eritroide y el aumento de 

hemoglobina, así como con la presencia de mutaciones en JAK2, tal y 

como se detalla en la clasificación de 2016 de la OMS. 6,145. 
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Puesto que la principal causa de muerte en la PV son las 

complicaciones secundarias como trombosis o hemorragias, los 

tratamientos están encaminados a evitarlas en la medida de lo posible 

y mantener una situación clínica óptima. El riesgo de sufrir eventos 

trombóticos es de un 30-50%, y el de sufrir hemorragias de un 15-30%. 

El tratamiento también presta atención a la posibilidad de que la 

enfermedad evolucione a mielofibrosis (3-10% de los casos) o a 

leucemia aguda u otras neoplasias más graves (20%). 

El tratamiento de la PV se basa en la reducción rápida de la 

masa eritrocitaria mediante diversos métodos y la corrección de 

factores de riesgo cardiovascular (diabetes, hipertensión, colesterol 

alto, tabaquismo…). En casos de riesgo alto o resistentes a la terapia, 

se emplea el tratamiento citorreductor (quimioterapia). Los fármacos 

principales en la terapia de la PV son la hidroxiurea y el ruxolitinib: 

 La hidroxiurea (HU) es el agente citorreductor más utilizado 

para tratar la PV y la elección normal de primera línea, consiguiendo 

controlar la enfermedad en el 90% de los pacientes. En aquellos casos 

de intolerancia o resistencia a la HU (15-24%146), el tratamiento de 

segunda línea es el ruxolitinib (Ruxo). Éste es un inhibidor selectivo de 

las quinasas JAK1/JAK2, inhibiendo la vía de señales JAK-STAT activada 

constitutivamente en las NMPs-Ph-neg. El 60% de los pacientes 

tratados con Ruxo consiguen controlar el hematocrito de forma 

mantenida. Además, en una alta proporción de casos se observa 

reducción de síntomas asociados y de la esplenomegalia147–149. Por 

último, existen otros fármacos para casos más específicos, pacientes 

de edad más joven o más avanzada o resistencia a la terapia, como 

IFNα, anagrelida, busulfán o fósforo radiactivo150–153. 

 Pese a los tratamientos anteriores y del mismo modo que en 

el resto de NMPs, la PV no tiene cura. Aunque se controle la aparición 
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de efectos asociados existe un riesgo de evolución a MF o LMA que es 

mayoritariamente letal. Los procesos involucrados en la 

transformación aguda o mielofibrótica de la PV tampoco son 

conocidos. Se sabe que la carga alélica de las mutaciones en JAK2154, y 

el incremento de la leucocitosis juegan un papel importante, pero igual 

que en el resto de NMPs, está claro que la evolución genética asociada 

a la leucemización tiene un rol fundamental155. Los genes ASXL1, 

SRSF2, IDH2 han sido especialmente asociados al riesgo de 

transformación a MF-post PV83,142. 

 

1.3.1.3. Trombocitemia esencial (TE) 

 Dentro de las NMPs Ph-neg, la TE se caracteriza por una 

hiperproliferación clonal medular de precursores megacariocíticos, y 

por tanto, producción excesiva de plaquetas en médula y sangre, lo 

que conlleva problemas asociados como trombosis y hemorragias141. 

 Como el resto de NMPs crónicas, la TE no tiene cura, pero con 

un tratamiento adecuado la supervivencia de los pacientes con TE es 

muy similar a la de los individuos sanos. La mediana de la supervivencia 

es de 20 años en pacientes ≥60 años y de unos 35 años en pacientes 

más jóvenes85,144. Las principales complicaciones de la TE se deben 

también a los efectos secundarios asociados, siendo los más 

importantes los accidentes cerebrovasculares, ataques cardíacos o 

sangrado excesivo. Igual que en las otras NMPs, un porcentaje de los 

casos de TE puede evolucionar hacia neoplasias más agresivas, 

concretamente a MF-post TE (10%) o a LMA (4%)141,156. 

 Epidemiológicamente, la TE es poco frecuente (1-3/100.000 

habitantes), aunque en España es la NMP crónica más frecuente junto 

con la LMC, siendo la incidencia en nuestro país de 20 casos por millón 
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de habitantes. Por lo general aparece en adultos, a partir de los 50-60 

años, aunque un 15% de los casos pueden ocurrir antes de los 40 años, 

además, afecta más a mujeres que a hombres (60-40%). Las causas de 

su aparición se desconocen, pero se sabe que es un trastorno 

adquirido no hereditario, con una gran carga genética.  

 Un 85% de los casos de TE presentan alguna de las mutaciones 

conductoras (JAK2V617F, MPL o CALR). La más frecuente es 

JAK2V617F (55-60% de los casos), seguida de las mutaciones en CALR 

(20-25%) y en MPL (5%). El 10-15% restante de los casos se consideran 

TE triple negativas141,154,157,158. En cuanto a mutaciones no conductoras, 

su frecuencia de aparición en TE es del 53%, siendo las más frecuentes 

TET2 (16%), ASXL1 (11%), DNMT3A (6%) y SF3B1 (5%). El porcentaje de 

pacientes con 1, 2 y ≥3 mutaciones es del 41%, 8% y 4%, 

respectivamente. Las alteraciones en el cariotipo son raras en TE 

(<10%) y su valor pronóstico no ha sido demostrado83,159. 

 Los síntomas de la TE dependen del estado evolutivo de ésta. 

Inicialmente puede no presentar síntomas hasta en el 50% de los 

casos, y si existen, pueden ser no específicos como la esplenomegalia 

o los debidos a trastornos de la microcirculación (hasta un 40%); 

trombosis (25%) (especialmente arteriales); y hemorragias (5%)156. 

 Para el diagnóstico de TE se utilizan los criterios establecidos 

por la OMS en 2016, basados fundamentalmente en información 

relativa al aumento de plaquetas, trombocitosis, y presencia de 

mutaciones JAK2V617F/MPL/CALR6, así como cuantificación de la 

carga alélica de la mutación JAK2160 (valores ≥40% pueden indicar un 

caso de MF en estado prefibrótico o de TE “enmascarada”)8,161.  

En cuanto al tratamiento, igual que en la PV, éste consiste en 

antiagregantes y fármacos encaminados a mantener una situación 

clínica óptima, minimizando la probabilidad de sufrir eventos 
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trombóticos o hemorrágicos, así como efectos secundarios asociados. 

En los casos de alto riesgo, se usan agentes citorreductores: La 

hidroxiurea es el fármaco normal como primera línea162, aunque en 

pacientes ≤40-50 años se usa en algunos casos anagrelide o IFNα. 

 Hasta un 20% de los pacientes desarrollan resistencia o 

intolerancia a la HU, lo que supone mal pronóstico y mayor riesgo de 

transformación aguda. En dichos casos, la segunda opción es el 

anagrelide, y como tercera, busulfán o IFNα, según la edad163,164. 

 En cuanto a la transformación de la enfermedad, se 

desconocen las causas de este proceso, sin embargo, existen varias 

mutaciones en ciertos genes que podrían significar una mayor 

probabilidad de progresión y un peor pronóstico, como vimos 

anteriormente. La carga alélica de la mutación JAK2V617F se ha 

asociado a un peor pronóstico, mayor riesgo trombótico y mayor 

probabilidad de transformación mielofibrótica154. En 2017, Tefferi y 

Barbui propusieron las mutaciones en los genes MPL, SH2B3, SF3B1, 

U2AF1, TP53, IDH2, y EZH2 como mutaciones importantes para la 

transformación de la TE83,142.  

 

1.3.1.4. Mielofibrosis (MF)  

La MF es la última de las NMPs Ph-neg, caracterizada por un 

depósito de tejido fibroso en médula ósea y proliferación 

predominante de megacariocitos y granulocitos. Debido a la 

producción excesiva de tejido fibroso por los fibroblastos, se produce 

desplazamiento de células madre de la médula ósea a la sangre, donde 

colonizan órganos a distancia (metaplasia mieloide) produciéndose 

hematopoyesis extramedular (fundamentalmente bazo e hígado). 

Como consecuencia, aparece anemia (hasta en 80% de los casos) que 
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puede llegar a ser grave y con eritrocitos deformes, células inmaduras 

en circulación y esplenomegalia8,165. 

La MF puede aparecer de novo como mielofibrosis primaria, 

MFP (también llamada mielofibrosis idiopática), o bien aparecer como 

transformación post-PV o post-TE, presentando un cuadro clínico 

indistinguible al de la MFP166. Sin embargo, algunos estudios han 

identificado diferencias moleculares entre la MFP y la MFP post-PV/TE, 

especialmente en cuanto a la presencia de mutaciones no 

conductoras. Por ejemplo, mayor porcentaje de mutaciones en genes 

encargados del procesamiento del ARN mensajero (especialmente en 

U2AF1) en MFP respecto a MF post-PV/TE (33 vs 6%)84.  

La MFP tiene dos fases clínica e histológicamente 

diferenciables, la pre-fibrótica o inicial y la de MFP establecida1,6,8. 

Es una enfermedad muy poco frecuente. La incidencia en 

países desarrollados es de 5-7 casos/millón de habitantes/año. 

Predomina en pacientes de edad avanzada, con una media de edad al 

diagnóstico de 65 años. Es más frecuente en hombres y muy 

ocasionalmente se diagnostica en la infancia.  

La supervivencia de los pacientes de MF es la más baja dentro 

de todas las NMPs crónicas, sin embargo, ha ido aumentando con los 

años y en la actualidad la mediana de la supervivencia es de unos 7 

años. No obstante, existe una gran heterogeneidad, habiendo 

pacientes que fallecen tras 1-2 años mientras que otros pueden vivir 

hasta los 20 años. En pacientes ≤40 años, la mediana de la 

supervivencia es de 20 años144. Las principales causas de muerte son 

la evolución a LMA (20%), la progresión de la enfermedad a estadios 

más graves con intenso debilitamiento y caquexia, hemorragias, 

hipertensión portal, trombosis o aparición de segundas neoplasias8. 
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Molecularmente, más del 70% de los pacientes presentan 

mutaciones conductoras: en JAK2 (50-60%), CALR (20-30%) o MPL (5-

10%)167. Existe también un grupo de pacientes triple negativos (≤10%). 

En cuanto a las mutaciones no conductoras, éstas están presentes en 

un 81% de los casos de PMF, siendo las más frecuentes las de ASXL1 

(36%), TET2 (18%), SRSF2 (18%) y U2AF1 (16%)83. Las mutaciones en 

IDH1/IDH2, SF3B1, DNMT3A, EZH2 y CBL también son frecuentes 

aunque en menor medida6,81,85. El porcentaje de pacientes con 1, 2, 3 

y ≥4 mutaciones es de 35%, 26%, 10% y 9%, respectivamente. Además, 

un 33-43% de los pacientes muestra cariotipo anormal, lo que se 

relaciona con menor supervivencia83,85. 

La MF es la NMP crónica más grave, y tampoco tiene cura. 

Presenta un inicio lento, a menudo sin síntomas durante años (30% de 

los casos), aunque con el tiempo puede comenzar a progresar 

rápidamente llegando a ser muy grave o evolucionar a LMA.  

Cuando comienzan los síntomas, estos pueden ser no 

constitucionales debido al aumento del metabolismo (30%), síntomas 

ocasionados por la anemia (25%) que con el tiempo se vuelven más 

graves, síntomas debidos a la esplenomegalia (20%), o síntomas 

derivados de la proliferación anormal mieloide como trombosis (7%), 

infecciones recurrentes, prurito, dolor óseo o gota. 

Para el diagnóstico de la MF, los criterios actuales son también 

los descritos por la OMS en 20166, los cuales distinguen entre MF en 

fase inicial y en fase establecida y también entre MFP y MF post-PV/TE. 

Se basan sobre todo en la composición medular, grado de fibrosis, 

presencia de mutaciones conductoras o de algún otro marcador clonal 

(como ASXL1, EZH2, TET2, IDH1/IDH2, SRSF2 o SF3B1), 

esplenomegalia, síndrome leucoeritroblástico o LDH sérica. 
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El pronóstico de la MF, depende de múltiples factores como la 

edad, síntomas constitucionales, anemia, leucocitosis o trombocitosis 

intensas, aumento ≥2% de blastos en sangre, requerimiento de 

transfusiones o cariotipos desfavorables. Sin embargo, la gran 

novedad es el significado pronóstico de algunas alteraciones 

moleculares: Las mutaciones en CALR tienen una influencia favorable, 

mientras que los pacientes triple negativos (7-10%) tienen 

especialmente mal pronóstico167. Dentro de las mutaciones no 

conductoras, las más desfavorables son las de ASXL1 y SRSF2, aunque 

las de EZH2, CBL, RUNX1, SH2B3, IDH1/2 y otros genes como KIT y 

CEBPA también se consideran adversas, así como la presencia de 

aberraciones en el cariotipo83.  

La gran variabilidad clínica y molecular de la MF hace que la 

terapia sea muy variable. Los tratamientos actuales son paliativos y no 

curan la enfermedad, estando a menudo limitados por la edad 

avanzada de los pacientes, lo que imposibilita una terapia agresiva. 

 La única opción terapéutica con potencial curativo es el 

trasplante alogénico. Sin embargo, debido a su agresividad, efectos 

adversos y a la elevada edad de los pacientes, sólo un 10% de éstos 

son candidatos a ello168. En el resto de casos, las terapias van dirigidas 

a mejorar la anemia y las manifestaciones hiperproliferativas y 

síntomas asociados. En el caso de la anemia existen múltiples y 

diversas estrategias usadas en la actualidad, mientras que para las 

manifestaciones hiperproliferativas (trombosis, leucocitosis, 

esplenomegalia…) las opciones usadas son sobre todo el tratamiento 

citorreductor y la inhibición de la vía JAK-STAT169. 

Como agente citorreductor, la HU es el único con un papel 

importante en la terapia de la MF170, ya que otros agentes 

citorreductores tienen demasiadas contraindicaciones. En cuanto a la 
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inhibición de la vía JAK-STAT, el ruxolitinib es el único fármaco 

aprobado por las autoridades europeas para los pacientes con MF, 

mejorando la calidad de vida y la supervivencia de los pacientes, 

aunque, no es suficiente por sí sólo para erradicar la MF171,172. 

 A raíz de todo lo anterior, es evidente la necesidad real de 

búsqueda de nuevas dianas terapéuticas y biomarcadores en la MF, así 

como la importancia de estudiar las alteraciones moleculares que 

podrían ayudar a detectar y frenar el proceso de agudización y de 

transformación a LMA, en la MF y en el resto de las NMPs crónicas. 

 

 

1.4. TRANSFORMACIÓN AGUDA DE LAS NMPs CRÓNICAS 

  Como se ha descrito, todas las neoplasias mieloproliferativas 

tienen cierto riesgo de evolucionar hacia la transformación aguda de 

la enfermedad y desembocar en LMA. Esta fase de agudización se 

caracteriza por su gran heterogeneidad clínica y hematológica y su 

pronóstico desfavorable, siendo la mediana de vida cuando se alcanza 

esta fase de entre 3 y 5 meses, tanto en LMC como en las NMPs Ph-

neg. Una vez se alcanza la fase aguda de la enfermedad, la única 

alternativa con posibilidad de curación es el trasplante alógenico, el 

cual no puede llevarse a cabo en la gran mayoría de casos. La 

transformación aguda supone el riesgo más alto en las NMPs, por ello 

el tratamiento de éstas siempre tiene como objetivo cronificar la 

enfermedad y evitar que evolucione a su fase aguda8,132. 

 A diferencia del amplio conocimiento existente sobre la 

patogénesis de la fase crónica de las NMPs, los mecanismos implicados 

en su progresión aguda son bastante desconocidos. Se desconocen las 

causas de la transformación, así como los mecanismos moleculares 
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involucrados, pudiendo surgir la agudización de la enfermedad 

súbitamente, o a través de una fase acelerada identificable. Como se 

ha visto, ciertas alteraciones y mutaciones genéticas suelen producirse 

con bastante frecuencia en esta fase de agudización, por lo que su 

estudio podría arrojar cierta claridad al proceso de evolución 

leucémica de las NMPs crónicas173. 

 Es evidente que las alteraciones de la biología celular 

presentes en la fase crónica de las NMPs (proliferación aumentada, 

inestabilidad genómica, inhibición de la apoptosis) contribuyen a la 

transformación aguda de la enfermedad. Dichas alteraciones facilitan 

la supervivencia y rápida multiplicación de los clones neoplásicos, así 

como la rápida acumulación de mutaciones en su genoma, hasta que 

finalmente, alguno de ellos adquiriera una ventaja proliferativa sobre 

el resto, desencadenando la fase aguda de la patología121,174,175. 

 

1.4.1. Transformación aguda de la LMC 

 Es difícil calcular el riesgo real de que la LMC se transforme a 

LMA, ya que el pronóstico de la LMC depende de múltiples factores, y 

además no siempre se alcanza la fase blástica. No obstante, en 

aquellos casos en los que es alcanzada, el riesgo de transformación a 

LMA es de un 80%. Aproximadamente, un 50% de los pacientes en fase 

crónica evolucionan a la fase de crisis blástica (CB) a través de la fase 

acelerada, mientras que el 50% restante lo hace directamente a través 

de la fase crónica (figura 1.10), sin pasar por una fase intermedia clara. 

En torno a un 5% de los pacientes de LMC son diagnosticados 

directamente en la CB, lo que sugiere la existencia de una fase crónica 

subclínica que ha pasado desapercibida. 
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 Una vez se alcanza la CB (>20% de blastos en sangre/médula), 

la mediana de la supervivencia pasa a ser de unos 5 meses. Los blastos 

pueden expresar marcadores de cualquier linaje, (indicando que el 

clon original deriva de una célula madre muy indiferenciada), aunque 

son mayoritariamente de fenotipo mieloide (70-80%), evolucionando 

en estos casos a LMA. No obstante, un 20% de los casos presentan un 

fenotipo linfoide y evolucionan a leucemia linfocítica aguda. Las CB de 

estirpe eritroide son mucho más raras. 

En la fase inicial, menos de un 10% de los pacientes presentan 

alteraciones moleculares alternativas al cromosoma Ph, mientras que 

en la fase aguda, este porcentaje aumenta hasta un 60-80%, siendo 

estas nuevas anomalías muy variadas176–182. 

En cuanto a alteraciones cromosómicas, las más frecuentes 

son la duplicación del cromosoma Ph, trisomía del cromosoma 8, 

aparición del isocromosoma 17q y trisomía del cr.19. En menor medida 

se pueden observar otras monosomías (7, 17), trisomía del cr.21), 

alteraciones en el cr.3, pérdida del cr.Y o pérdida de material genético 

(cr. 7, 9, 19). Los cariotipos suelen ser complejos, demostrando la 

existencia de múltiples subclonas183–188. 

50%

50%

FASE CRÓNICA

F. ACELERACIÓN

CRISIS BLÁSTICA

Figura 1.10  Fases clínicas de la LMC 
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Las alteraciones moleculares más frecuentes en esta fase son: 

inhibición de genes supresores de tumores, hipermetilación, 

activación de oncogenes y/o genes anti-apoptóticos y alteración de 

mecanismos reparadores del ADN. En esta fase también aumenta el 

porcentaje de mutaciones en la quinasa BCR-ABL (80% de los casos). 

Recientemente se han encontrado también mutaciones en genes de 

regulación epigenética, procesamiento del ARNm y factores de 

transcripción, siendo algunos de estos genes los mismos que aparecen 

con frecuencia mutados en las NMPs Ph-neg174,175,181,182,189. 

De los genes supresores de tumores, TP53 (cr.17) es el más 

frecuentemente alterado en la fase de transformación de la LMC, 

existiendo deleciones, mutaciones o reordenamientos en un 20-30% 

de los pacientes en esta fase. Las alteraciones en P16 (cr.9) también se 

asocian a la patogénesis de la progresión de la LMC, estando alterado 

en un 15% de los casos y siendo la alteración más frecuente en la fase 

de transformación de la LMC de estirpe linfoide (20-50%)174,181,190–193. 

El gen BCR-ABL media también una inhibición de la apoptosis mediante 

la expresión de los genes anti-apoptóticos de la familia BCL-2, además, 

su presencia citoplasmática parece proteger a las células ph-positivas 

de la muerte celular programada194,195. 

 La hipermetilación de los promotores de ciertos genes 

también es una anomalía común en la fase de transformación de la 

LMC, como la del gen c-ABL (9q34), implicado en la t(9;22). Éste se 

asocia específicamente a la progresión de la LMC, contribuyendo a la 

inestabilidad genética de esta fase (inhibe la reparación del ADN y la 

inducción de apoptosis mediante la modulación de TP53-MDM2)196–

199. El gen de la calcitonina también se encuentra frecuentemente 

hipermetilado (60-80%) durante la transformación, aunque su papel 

en la progresión leucémica es dudoso200–202. Por último, el gen del 

retinoblastoma, Rb (13q14), suele encontrarse inhibido en una gran 
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proporción de casos de tranformación aguda de la LMC (18%), no 

encontrándose alterado en la fase crónica203,204. 

Recientemente, estudios de secuenciación génica en pacientes 

en fase de transformación de la LMC han identificado una serie de genes 

que se encuentran mutados con asiduidad, siendo algunos de estos 

genes los mismos que aparecen mutados en los casos de transformación 

aguda de los NMPs Ph-neg, lo que indica una vez más la amplia relación 

entre la transformación de las NMPs crónicas.  

Las mutaciones en RUNX1 son, junto con las mutaciones en 

TP53, las más frecuentes en la fase de transformación de la LMC, 

encontrándose hasta en un 33% de los casos según la bibliografía. Hasta 

10 mutaciones distintas han sido identificadas en RUNX1, las cuales 

desregulan la diferenciación mieloide, aceleran la transformación 

leucémica e inhiben la forma nativa de RUNX1182,205,206. 

Un estudio de 2011 en el que se analizaron 39 pacientes en fase 

de transformación aguda de la LMC, detectó que el 76,9% de ellos 

presentaba mutaciones al menos en un gen, aparte de la t(9;22)182. Los 

resultados mostraron mutaciones frecuentes en RUNX1 (33,3%), ASXL1 

(20,5%), IKZF1 (17,9%), WT1 (15,4%), NRAS (5,1%), KRAS (5,1%), TET2 

(7,2%), CBL (2,6%), TP53 (2,6%), IDH1 (7,7%), así como ciertas deleciones 

en CBFB y C-MYC. La mutación más frecuente, RUNX1, se asociaba con 

mutaciones en otros genes en el 61,5% de los casos; las mutaciones en 

ASXL1 se asociaban con la CB de estirpe mieloide, y las de IZKF1, con la 

linfoide. Curiosamente, apenas se detectaron mutaciones en TP53, en 

contraste con la bibliografía. Además, se vio que en aquellos casos en los 

que se disponía de muestras de fase crónica y de fase de agudización, las 

mutaciones en RUNX1, IKZF1 y ASXL1 aparecían únicamente en la fase 

aguda, indicando que estas mutaciones surgen durante la fase de 
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transformación, mientras que las mutaciones en los genes WT1 e IDH1 

se encontraban en ambas fases. 

Por otra parte, otros estudios han detectado también 

reordenamientos en CBF-β, lo cual unido a las mutaciones en BCR-ABL se 

considera de mal pronóstico207. 

 En cuanto a la activación de oncogenes en esta fase, el más 

importante es la sobreexpresión de BCR-ABL, por un aumento en su 

transcripción o debido a la duplicación del cr. Ph (20-30% de los 

casos)208,209. Otro de los oncogenes frecuentemente sobreexpresado 

es C-MYC (cr.8), hasta en un 20% de los casos, frente al 0% en la fase 

crónica de la enfermedad. Este gen tiene un efecto antagónico a 

TP53210–214. Por otro lado, el gen EVI-1, (cr.3), se encuentra 

sobreexpresado en un 5-15% de los casos de transformación aguda, 

bloqueando la diferenciación mieloide normal, mediante interferencia 

con los factores de transcripción GATA215–218. Los genes de la familia RAS 

tendrían también un papel fundamental entre las alteraciones 

producidas por la proteína BCR-ABL, encontrándose mutados en un 7% 

de los casos de transformación182,219,220. Recientemente, la 

sobreexpresión de otros genes como HOXA9 o GATA-2 ha sido también 

relacionada negativamente con la progresión leucémica de la LMC221,222. 

 Las numerosas alteraciones observadas se deben en gran 

medida a la inestabilidad genética creciente de las células Ph-positivas, 

la cual puede deberse a su vez a las alteraciones de los mecanismos 

reparadores del ADN175,182: Por ejemplo, BCR-ABL contribuye a la 

inhibición de proteínas reparadoras de ADN como el complejo quinasa 

dependiente de ADN (DNA-PKcs), la más importante proteína 

reparadora de ADN en mamíferos223. Existe también una correlación 

inversa en la expresión de BCR-ABL y BRCA-1, gen implicado en el 

mantenimiento de la integridad del genoma224. Además, la 
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hipermetilación de c-ABL, como se ha visto, contribuye también a 

dicha inestabilidad. 

 Durante la fase de transformación existe también una serie de 

mecanismos que producen una ventaja proliferativa en las células 

leucémicas (igual que ocurre en las otras NMPs)225,226: Por ejemplo, la 

sobreexpresión de la enzima telomerasa227–229, el bloqueo de la 

diferenciación celular (las células inmaduras poseen mayor capacidad 

proliferativa) debido a la inactivación progresiva de la proteína C/EBPα, 

principal regulador de la diferenciación granulocítica230,231; O la 

adquisición de capacidad de auto renovación en los progenitores 

granulo-monocíticos a través de la activación anómala de la vía de la 

Wnt/β-Catenina, contribuyendo a su potencial leucémico232. 

 En último lugar, las células Ph-positivas en su fase aguda son 

capaces de inhibir la respuesta inmunitaria233,234 y presentan diversas 

formas de resistencia fármacológica132,182,197,235. 

 En la tabla 1.2 se encuentran recogidas las alteraciones 

moleculares más frecuentes en la fase de transformación de la LMC. 
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1.4.2 Transformación aguda de las NMPs cromosoma Ph negativos 

La fase de transformación aguda de las NMPs Ph-neg es muy 

similar a la de la LMC, aunque existen algunas excepciones. En las 

NMPs Ph-neg también pueden ocurrir tres fases, una fase crónica, una 

fase avanzada que no siempre se presenta (empeoramiento de las 

citopenias y de los síntomas constitucionales), y una fase de crisis 

blástica o agudización de la enfermedad (>20% blastos en 

sangre/médula) y que precede a la transformación a LMA. Sin 

embargo, en éstos casos, el riesgo de transformación aguda es menor 

que en la LMC, aunque no por ello menos grave, siendo el riesgo de 

transformación del 5-10% en la PV y TE, y de un 20% en la MFP8,108,236.  

Como particularidad de estas enfermedades Ph-neg, y como 

se ha visto anteriormente, tanto la PV como la TE pueden evolucionar 

primero a mielofibrosis (MF post-PV o post-TE), siendo éste un estado 

prefibrótico que precede a una MF secundaria establecida 

(clínicamente indistinguible de la MFP, aunque con un patrón 

molecular diferente). La PV y la TE pueden evolucionar a LMA pasando 

o no por esta fase prefibrótica, mientras que, en el caso de la MF, ésta 

puede constar de su fase inicial prefibrótica, la fase de fibrosis 

establecida y, finalmente, evolucionar o no a LMA6,8,173. 

En el caso de las NMPs Ph-neg, cuando se produce el proceso 

de leucemización, los blastos proliferantes son de estirpe mieloide 

(sobre todo subtipos FAB M6 y M7), por ello éstas neoplasias se 

transforman en la inmensa mayoría de los casos a LMA, aunque 

excepcionalmente pueden evolucionar también a otras neoplasias 

mieloides como síndromes mielodisplásicos (SMD). Sin embargo, las 

NMPs Ph-neg muy raramente se transforman en neoplasias linfoides 

(a diferencia de la LMC, donde dicha probabilidad es del 20%)62,108,173.  
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El pronóstico de los pacientes con NMPs Ph-neg en fase de 

transformación es infausto, con una supervivencia mediana de sólo 3 

meses desde el diagnóstico de esta fase. El único tratamiento con 

potencial curativo es el trasplante alogénico de progenitores 

hematopoyéticos, sin embargo, debido a que muy pocos individuos 

son candidatos a recibirlo, en la gran mayoría de casos el tratamiento 

es únicamente paliativo. Éste suele consistir en inhibidores de JAK2 

(ruxolitinib), quimioterapia, agentes hipometilantes (como 

decitabina), o combinaciones de éstos. No obstante, la esperanza de 

vida raramente supera los 8-10 meses en los mejores casos. Incluso en 

los pacientes que reciben un trasplante, la supervivencia a los tres 

años de recibirlo es sólo de entre un 16-33%. Todo ello evidencia el 

pésimo pronóstico de la fase aguda de estas neoplasias, y denota la 

necesidad urgente de nuevas investigaciones y terapias en el contexto 

de la agudización de estas enfermedades8,173,237–241. 

La patogénesis de la transformación es en gran medida 

desconocida. De hecho, la transformación aguda de pacientes 

JAK2V617F-positivos puede producirse indistintamente en 

progenitores con o sin dicha mutación, sugiriendo que en ocasiones la 

leucemia se origina previamente a la adquisición de JAK2V617F242.  

Del mismo modo que en la fase aguda de la LMC, existe una 

serie de alteraciones citogenéticas, moleculares y celulares que se 

observan con frecuencia en la fase de transformación aguda de las 

NMPs Ph-neg. Además, los progenitores leucémicos en estos casos, 

también han desarrollado mecanismos que favorecen su auto 

renovación, mediante ventajas en la proliferación, inhibición de la 

apoptosis y de los mecanismos reparadores del ADN, inhibición de la 

respuesta inmunitaria y resistencia farmacológica236. 



Capítulo 1. Introducción _____________________________________ 
 

93 

En el ámbito citogenético, se ha visto que la mayoría de los 

pacientes (≥50%) en esta fase presentan aberraciones cromosómicas. 

A grandes rasgos predomina el cariotipo complejo, con elevada 

presentación de alteraciones en los cromosomas 5, 7 y 17p. Las 

alteraciones en los cromosomas 1q y 9q se asocian con la progresión a 

MF secundaria o a fase acelerada. Por otra parte, los cambios en los 

cromosomas 6p, 19q, 22q y 3q también se asocian con la progresión 

final a LMA-post NMP8,108. La alta frecuencia de cariotipos complejos 

es una característica típica de la fase aguda de las NMPs, debido 

principalmente a la larga evolución clonal de estas enfermedades88. Un 

ejemplo de esto se puede observar en un reciente estudio (2019) del 

grupo de S.Y. Kim, el cual demostró que, mientras la frecuencia de 

aberraciones cromosómicas en pacientes con NMP Ph-neg en fase 

crónica era del 30%, tras una media de 12,5 años de seguimiento el 

porcentaje de aberraciones se incrementaba hasta un 75%243. 

En cuanto al aspecto molecular, un estudio de 2018 en que se 

secuenciaron los genes más frecuentemente mutados durante la 

leucemización de las NMPs Ph-neg en un grupo de 75 pacientes 

mostraba que el espectro de mutaciones en JAK2/CALR/MPL era del 

57, 20 y 9% respectivamente, y había un 13% de pacientes “triple 

negativos”. Además, un 85% de los individuos presentaba otras 

mutaciones aparte de las conductoras, y hasta un 37% albergaba 3 ó 

más de ellas244. Por otra parte, otro trabajo del mismo año secuenció 

un panel de 54 genes en 122 pacientes en fase acelerada (AP) y blástica 

(BP), ofreciendo unos resultados muy similares: se vio que la 

frecuencia de presentación de mutaciones no conductoras en 

pacientes con 1, 2, 3 ó ≥4 de ellas era del 15%, 13%, 25% y 46%, 

respectivamente245. Resulta llamativo que en la fase crónica de las 

NMPs este fenómeno ocurre al contrario, así, los casos más frecuentes 

eran los de 1 sola mutación, mientras que la frecuencia de pacientes 
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con 2, 3 ó más de tres mutaciones se iban reduciendo 

progresivamente. Así, en un trabajo de 2017, se vio que las frecuencias 

de aparición de 1, 2 ó ≥3 mutaciones eran del 99%, 46% y 34%, 

respectivamente; es decir, mientras que la frecuencia de presentación 

de ≥3 mutaciones es del 74% en fase de transformación, este 

porcentaje es sólo del 34% en fase crónica246. 

Es por tanto evidente el amplio perfil mutacional y la 

complejidad molecular durante la fase aguda de las NMPs, debido a la 

larga evolución clonal a la que se ven sometidos los progenitores 

mieloides, siendo dicho perfil mutacional mucho mayor que en la fase 

crónica, y siendo los casos más frecuentes aquellos que albergan tres 

o más mutaciones secundarias88,241,244,245.  

Con todo, los genes más frecuentemente mutados en la fase 

de transformación de las NMPs Ph-neg (tabla 1.3) son: ASXL1, TP53, 

RUNX1, IDH1/IDH2, IKZF1, TET2, SRSF2, DNMT3A, EZH2 y CBL. Otros 

genes que presentan mutaciones, aunque en menor medida, son 

FOXP1, CUX1, ETV6 y NRAS/KRAS. Por último, algunos genes presentan 

exclusividad mutua, siendo el caso de TP53, RUNX1, LNK, EZH2, SRF2 Y 

NRAS/KRAS. 88,106,108,244,245,247. 

Estos eventos mutacionales pueden ocurrir posteriormente a 

la adquisición de las mutaciones conductoras y de forma tardía en la 

evolución clonal de los progenitores mieloides, siendo característicos 

de la fase de transformación. Sin embargo, también pueden aparecer 

en estadios tempranos, incluso antes de la aparición de las mutaciones 

conductoras. Por ello, dependiendo del momento de aparición de las 

mutaciones, estos genes podrían tener un papel pronóstico elevado, 

con baja o nula carga mutacional en la fase crónica en comparación 

con la fase aguda, como es el caso de TP53, RUNX1, IDH1/2, TET2 o 

EZH2245,247,248.  
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Todos los trabajos hasta la fecha coinciden en que uno de los 

genes más importantes en determinar el desenlace de la fase aguda 

de las NMPs es TP53. Las mutaciones en dicho gen están asociadas a 

mal pronóstico y menor supervivencia y están muy relacionadas con la 

LMA post-NMP244,245,249. Se han observado casos en fase crónica en los 

que la carga mutacional de TP-53 es muy baja (1-3%) durante varios 

años, antes de que éstas evolucionen a LMA y ocurra su expansión 

clonal. Por tanto, los pacientes con mutaciones en TP-53 deben ser 

monitorizados frecuentemente para asegurar que la carga mutacional 

no se incrementa121,244. En línea con lo anterior, se ha observado que 

el inhibidor de TP-53, MDM4, se encuentra frecuentemente 

amplificado en la fase leucémica de las NMPs, pero no en la LMA de 

* El recuadro rojo indica los genes que albergan mutaciones con una 
frecuencia significativamente mayor en la fase de transformación respecto 
a la fase crónica, pudiendo actuar como biomarcadores de esta fase. 
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novo, lo que corrobora que la disminución de la actividad de TP53 es 

básica en el proceso de leucemización88.  

Algo similar ocurre en relación a RUNX1: las mutaciones en 

este gen son muy bajas (0-4%) en la fase crónica de las NMPs Ph-neg, 

mientras que este valor se puede incrementar progresivamente hasta 

un 30% en la fase aguda. El mismo estudio de 2018 mencionado 

anteriormente demostraba que las mutaciones en RUNX1 conllevan 

una menor supervivencia y que deben considerarse como mutaciones 

indicadoras de la transformación leucémica, así como especialmente 

de mal pronóstico en estas neoplasias244. Por ello es importante la 

monitorización de ambos genes (TP53 y RUNX1) entre otros, durante 

el transcurso de las NMPs88,108,121,249. 

En cuanto al factor de transcripción Ikaros (IZKF1), las 

deleciones en él son un evento tardío en la evolución clonal, posterior 

a la adquisición de JAK2V617F, que promueven una mayor 

susceptibilidad a la transformación leucémica. IZKF1 está relacionado 

con la ruta JAK-STAT, por lo que su deficiencia contribuiría a la 

transformación leucémica en aquellos casos de leucemogénesis 

inducida por la mutación JAK2V617F250. En relación con las mutaciones 

en TET2, se ha observado que, aunque éstas pueden ser un evento 

anterior a la aparición de JAK2V617F hasta casi en el 50% de los casos, 

éstas surgen exclusivamente durante el proceso de leucemización, por 

lo que tienen también un elevado factor pronóstico, del mismo modo 

que las mutaciones en IDH1/IDH2, casi exclusivas de esta fase 

transformadora. En contraposición, las mutaciones en ASXL1, aunque 

son muy frecuentes en la fase aguda, se encuentran con frecuencia en 

ambas fases, por lo que su papel como biomarcador de la fase aguda 

no es relevante121,247,251. 
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Es sabido que la LMA de novo es citogenética y 

molecularmente diferente a la LMA post-NMP. Esto fue demostrado 

en 2012 por un estudio del grupo de R. Kralovics que comparaba los 

perfiles mutacionales de ambas neoplasias. Además, el hecho de que 

ciertas mutaciones observadas en estas neoplasias tengan 

exclusividad mutua refleja que la LMA post-NMP y la LMA de novo 

siguen rutas leucémicas diferentes. Kralovics, et al. vieron que la 

frecuencia de aberraciones citogenéticas es mayor en la LMA-post 

NMP, especialmente aquellas que afectan a genes de respuesta al 

daño en el ADN como TP53 y CUX1, y confirmaban que las mutaciones 

en TP53 están fuertemente asociadas a la LMA post-NMP, indicando 

por sí solas mal pronóstico y menor supervivencia88. 

Resulta especialmente llamativo que muchos de los genes que 

se encuentran mutados en la fase de transformación de las NMPs Ph-

neg, albergan también mutaciones en la fase transformadora de la 

LMC (TP53, RUNX1, IDH1, IKZF1 y, en menor medida, CBL). Esto 

evidencia la similitud de la transformación leucémica en las NMPs 

crónicas y abre la puerta a la investigación del papel que pueden tener 

estos genes en su proceso de leucemización. 

 

 

1.5.  EL COMPLEJO RUNX1/CBF-Β/HIPK2/EP300/TP53 

1.5.1.  RUNX1 y TP53, genes frecuentemente mutados en la fase de 

transformación de las NMPs crónicas 

 Hemos visto cómo TP53 y RUNX1 se encuentran alterados con 

frecuencia en la progresión leucémica de las NMPs crónicas, 

independientemente de si éstas poseen o no el cromosoma Filadelfia. 

En todos los casos, dichos genes son marcadores de mal pronóstico y 
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menor supervivencia, y constituyen una de las alteraciones más 

frecuentes tanto en la fase transformante como en la LMA post-NMP 

ya establecida. Del mismo modo, aunque en menor medida, también 

existen casos en los que las alteraciones en el cofactor de RUNX1, CBF-

β están presentes durante la agudización de las NMPs crónicas y la 

leucemogénesis207,252. Es evidente pues, que ambos genes TP53 y 

RUNX1 (así como su cofactor CBF-β) tienen un papel muy relevante en 

este proceso de leucemización. 

 

1.5.1.1. Tumor Protein p53 (TP53) 

Como se ha descrito, TP53 es un gen supresor de tumores, 

alojado en la región 13 del brazo largo del cromosoma 17 (17q13), con 

un importante papel oncogénico cuando su función se ve alterada o 

inhibida. Tal es el caso, que en 1989 fue descrito como el mayor evento 

molecular en cáncer, ya que presenta alteraciones en su estructura en 

hasta un 50% de los cánceres conocidos y está inhibido en muchos 

otros. Es por tanto el gen supresor de tumores más estudiado y 

conocido en la actualidad, con un papel clave en la respuesta al daño 

al ADN: TP53 reconoce el daño ocasionado en el ADN y produce un 

arresto del ciclo celular, apoptosis y senescencia, protegiendo a las 

células de las mutaciones en su genoma. Además, TP53 se expresa en 

todos los tejidos del organismo. Por todo ello, comúnmente se le 

denomina gen “guardián del genoma”253–255.  

Además de su función supresora de tumores, se ha visto 

también que ciertas mutaciones en su estructura le confieren una 

actividad oncogénica extra, que confiere a las células mutadas nuevas 

características, como proliferación aberrante, quimiorresistencia, 

desregulación de la arquitectura tisular, migración, invasión y 

metástasis254. Así, se ha observado que las formas mutantes de TP53 
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inhiben a otros dos genes de la misma familia que también tienen 

funciones supresoras de tumores, TP63 y TP73, mientras que la forma 

nativa de TP53 no interacciona en este sentido con dichos genes. 

Aunque los roles de TP53 en cáncer han sido estudiados 

exhaustivamente, los mecanismos por los cuales puede llegar a mutar 

son bastante desconocidos. Estudios en ratones han demostrado 

además que la reversión de la actividad normal de TP53 conlleva en 

muchos casos la restauración de su actividad anti tumoral y la 

consiguiente muerte por apoptosis de las células tumorales256. En este 

sentido, diversas investigaciones se han centrado también en el gen 

MDM4, un potente inhibidor de TP53 que se encuentra sobreactivado 

en muchos cánceres, incluidas las NMPs crónicas254,256. 

TP53 es una de las dianas moleculares más importantes en 

cáncer, y también en el campo de la onco-hematología. Como hemos 

visto, sus alteraciones son uno de los biomarcadores más frecuentes 

durante la transformación de las NMPs crónicas, siendo la frecuencia 

de presentación de alteraciones en torno a un 30% en todas ellas. 

 

1.5.1.2. RUNX1 y CBF-β 

Por otra parte, el factor de transcripción RUNX1 (Runt-related 

transcription factor 1) también llamado AML1, PEBP2alpha o 

CBF2alpha, alojado en la región 22 del brazo largo del cromosoma 21, 

es indudablemente uno de los genes más importantes en el desarrollo 

hematopoyético y uno de los genes más asociados al desarrollo 

leucémico, habiéndose descrito diversas translocaciones, inversiones 

y mutaciones que afectan a este gen en las neoplasias hematológicas, 

incluidas las leucemias post-NMP109,257,258.  
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El gen CBF-β (core-binding factor beta), alojado en la región 22 

del brazo largo del cromosoma 16, codifica para el cofactor de 

transcripción asociado a RUNX1. La proteína CBF-β se une a RUNX1 e 

incrementa su estabilidad metabólica y afinidad por el ADN, formando 

el complejo de transcripción heterodimérico RUNX1-CBF-β. Tras su 

formación, CBF-β media el reclutamiento de la quinasa HIPK2, cuya 

fosforilación es necesaria para la activación de RUNX1 y de la actividad 

transcripcional del complejo. La fosforilación de RUNX1 es 

dependiente de su unión con CBF-β, así como de la unión de éstos al 

ADN. Sin estas dos condiciones, CBF-β no recluta a HIPK2 y la 

fosforilación no se produce109,259,260. Las translocaciones de CBF-β 

(inv16, proteína CBF-beta/MHY11) ocurren en el 5% de las LMAs de 

novo, aunque son excepcionales en las leucemias post-NMP113,245,246. 

 

La función de RUNX1 depende en gran medida de su capacidad 

para unirse e interaccionar con multitud de factores y reguladores 

transcripcionales, siendo estas interacciones las que le permiten 

realizar diferentes funciones en diversas rutas. Aparte de ejercer como 

factor de transcripción, RUNX1 también puede actuar como represor 

transcripcional, u organizador molecular, regulando a un gran número 

de genes de una manera específica de tejido. Entre estos “compañeros 

de trabajo”, se encuentran coactivadores, corepresores y reguladores 

Figura 1.11  Complejo de transcripción RUNX1-CBF-β como activador de la 
diferenciación celular de las células madre hematopoyéticas. 
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hematopoyéticos muy importantes, como el citado HIPK2, EP300, CBP, 

MOZ, C/EBPα, mSin3A o GATA1109,260.   

RUNX1-CBF-β juega un papel clave en el desarrollo 

hematopoyético embrionario (figura 1.12), donde ejerce un rol 

regulador fundamental: Actúa en diferentes rutas activando o 

inhibiendo genes relacionados con la proliferación y diferenciación de 

las células madre hematopoyéticas embrionarias, controlando su 

habilidad para diferenciarse en elementos hematopoyéticos 

definitivos. Ratones knock-out para RUNX1 mostraron múltiples 

defectos en la hematopoyesis y en la diferenciación mieloide, así como 

ausencia total de hematopoyesis fetal en el hígado, muriendo a los 

12,5 días de edad258,261. Del mismo modo, ratones knock-out de CBF-β 

muestran un fenotipo muy similar al anterior, evidenciando que 

Figura 1.12  Vías del proceso hematopoyético activadas (naranja) o 
inhibidas (negro) por el complejo RUNX1/CBF-β. 
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ambos genes son necesarios para la función correcta de este complejo 

transcripcional en la hematopoyesis260. 

Las alteraciones en la actividad de RUNX1-CBF-β están 

asociadas con la leucemogénesis y son comunes en las neoplasias 

hematológicas, especialmente en LMA260. Estas alteraciones conducen 

a un bloqueo de la diferenciación que conlleva un aumento 

proliferativo de los progenitores mieloides, susceptibles a la rápida 

adquisición de mutaciones secundarias que, eventualmente, pueden 

producir el desarrollo de una patología hematológica109,258.  

Por todo ello, es indiscutible el rol fundamental de RUNX1-

CBF-β en el desarrollo hematopoyético embrionario normal y en el 

desarrollo de las células madre definitivas. No obstante, su papel en la 

hematopoyesis adulta es más desconocido109. Se han encontrado 

deficiencias en la hematopoyesis adulta de ratones al inhibir RUNX1 o 

CBF-β, así como múltiples efectos patológicos si su función normal es 

alterada. Esto se debe principalmente a que este dúo interacciona y 

regula múltiples genes relacionados con la señalización de los factores 

de crecimiento mieloide (IL-3, GM-CSF, M-CSF, c-MPL, PU.1) y linfoide 

(receptores de las células T, CD11a, blk, Iga), por lo que su ausencia 

produce una cascada de desregulación en múltiples rutas109. 

En 2004, el grupo de Sun, et al. demostró que ratones 

haploinsuficientes para RUNX1 mostraban un mayor número de 

células madre hematopoyéticas (LSK), pero, por el contrario, un 

número mucho menor de células madre hematopoyéticas funcionales 

a largo plazo (LT-HSCs), denotando posibles funciones de RUNX1 en la 

hematopoyesis adulta262. Desde entonces, varios estudios con ratones 

knock-out para RUNX1 han demostrado que los fenotipos observados 

difieren de la hematopoyesis normal: se observa expansión de las 

poblaciones de células madre hematopoyéticas y de progenitores 
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mieloides, trombocitopenia, linfopenia y fenotipo mieloide en hígado 

y bazo. Además, a pesar del aumento proliferativo, las células madre 

con knock-out de RUNX1 tienen una discapacidad funcional en cuanto 

a injerto y repoblación medular en experimentos de trasplante con 

ratones irradiados263–265. 

Por otra parte, Jacob et al. describieron que la carencia total 

de RUNX1 causa un fenotipo de agotamiento de las células madre que 

conlleva finalmente una hematopoyesis aberrante. Esto se debe a una 

interrupción de las interacciones entre las células madre y el nicho 

hematopoyético, causado por la imposibilidad de que RUNX1 

interaccione con genes encargados de este proceso, como Cxcr4266.  

Además, algunos estudios han descrito un rol protector de 

RUNX1 frente a ciertas lesiones oncogénicas. RUNX1 estaría asociado 

a los procesos que forman parte de la maquinaria celular protectora 

de las células madre/progenitoras hematopoyéticas, la cual induce 

apoptosis o senescencia cuando estas sufren alguna lesión. Un estudio 

del grupo de Yoshiaki Ito demostró que la inhibición de RUNX1 en los 

progenitores hematológicos en un contexto de lesiones oncogénicas 

causadas por NRAS, inhibía dicha maquinaria protectora, por lo que las 

células no entraban en apoptosis ni senescencia y tampoco se 

diferenciaban, contribuyendo a la leucemogénesis267. 

Es evidente pues, que RUNX1-CBF-β es también importante en 

la hematopoyesis adulta, sin embargo sus funciones concretas no se 

conocen bien y se precisan más investigaciones al respecto. 

En cuanto a las alteraciones de RUNX1-CBF β observadas en 

las leucemias humanas, éstas son variadas y tendrían una función 

leucemogénica. Comprenden desde mutaciones puntuales en RUNX1, 

sobreexpresión o deleción, translocaciones, trisomía del cromosoma 

21, reordenamientos en el cr.16 (inversiones o translocaciones), e 
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incluso expresión diferencial de las isoformas de RUNX1. Todas estas 

alteraciones afectarían a la actividad normal de este dúo y muchas de 

ellas son suficientes para inducir una neoplasia hematológica. En la 

fase aguda de las NMPs, las alteraciones observadas incluyen 

mutaciones puntuales, sobreexpresión de RUNX1, reordenamientos 

de CBF-β y expresión diferencial de las isoformas de 

RUNX1110,115,252,257,258,268.  

Con estos precedentes, uno de los pilares fundamentales 

como punto de arranque de este trabajo es que se ha observado que 

proteínas RUNX1 con mutaciones leucemogénicas no pueden ser 

fosforiladas por HIPK2, por lo que el complejo transcripcional HIPK2-

RUNX1-p300 no se forma y no se realiza su actividad transcripcional. 

Igualmente, la proteína leucemógena CBF-β-SMMHC también inhibe 

esta fosforilación “secuestrando” a HIPK2 y evitando su interacción 

con RUNX1. Por todo ello, diversos autores han postulado que algunos 

procesos leucemogénicos podrían deberse concretamente a la 

ausencia de fosforilación de RUNX1 por parte de HIPK2260. 

RUNX1 tiene varias isoformas, siendo tres de ellas las más 

frecuentemente expresadas (a, b y c). Hay mucha controversia 

respecto al rol que juega cada una en la hematopoyesis normal y 

maligna. Las isoformas b y c parecen ser las dos isoformas funcionales, 

sin embargo, mientras que algunos autores describen a la isoforma b 

como la más importante y comúnmente expresada en los tejidos 

hematopoyéticos, otros grupos otorgan este papel a la isoforma 

c269,270. La isoforma a (exclusiva de primates) es más corta y presenta 

un codón de stop y ausencia del exón 8 (figura 1.13)109,271.  
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Diversos trabajos han demostrado una expresión diferencial 

de estas tres isoformas durante el desarrollo hematopoyético 

embrionario, observando durante todo éste una expresión constante 

Figura 1.13  A) Principales isoformas transcripcionales de RUNX1 y exones 
presentes en las isoformas a, b y c.  B) Secuencia de aminoácidos de las 
tres isoformas principales. En azul se muestra el dominio runt, homólogo 
en todas ellas.  C) Representación de los diversos motivos de RUNX1. En 
la parte de arriba se muestran los dominios de actividad de RUNX1. En la 
parte de abajo, las principales interacciones con otros genes. 
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de las isoformas a y b. la isoforma c sólo se expresa durante la 

determinación definitiva de las células madre hematopoyéticas, por lo 

que actuaría en este momento. Sin embargo, a pesar de todo ello, 

estas diferencias no se aprecian en células madre hematopoyéticas 

adultas272. 

 La sobreexpresión de la isoforma a se asocia a las leucemias 

humanas. Tiene un efecto inhibidor sobre la isoforma b debido a que 

la isoforma a carece del dominio de transactivación necesario para su 

función normal en la hematopoyesis268,273. La expresión de RUNX1a 

genera una ventaja proliferativa en los progenitores mieloides e inhibe 

la diferenciación granulocítica, además, su expresión se incrementa 

conforme las neoplasias hematológicas progresan en su evolución 

clonal. Se han encontrado pacientes que poseen tanto mutaciones en 

RUNX1 como sobreexpresión de su isoforma a261,274. Se ha visto 

también que la expresión de RUNX1a en ratones trasplantados 

refuerza el establecimiento y expansión de la colonia de células madre 

hematopoyéticas, mientras que la inhibición dominante de RUNX1a 

sobre RUNX1b resulta en monopoyesis275–278. 

Así pues, los niveles de expresión de las diferentes isoformas 

de RUNX1 parecen jugar un papel importante en la hematopoyesis 

normal y maligna268,269, sobre todo teniendo en cuenta que 

recientemente se ha demostrado que las mutaciones en genes 

reguladores del procesamiento del ARNm, como las que ocurren en la 

fase aguda de las NMPs, podrían ser las responsables, en parte, de la 

expresión diferencial de las isoformas de RUNX1. A este respecto, se 

observó hace dos años como mutaciones en SRSF2 producen un 

aumento específico de la expresión de la isoforma “a” de RUNX1269.  
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1.5.2. Regulación de la actividad de RUNX1-CBF-β y TP53: El complejo 

regulador HIPK2-EP300 

Hemos visto como las alteraciones genómicas o funcionales en 

RUNX1 y/o TP53 se observan en una proporción significativa de las 

NMPs en estado de transformación aguda. Por otra parte, hemos visto 

que dichas alteraciones son excepcionales en la fase crónica, lo que 

sugiere la posible implicación de RUNX1 y/o TP53 en la patogénesis de 

la progresión leucémica de estas enfermedades, cuyas bases 

moleculares son actualmente bastante desconocidas. 

Con todo, RUNX1 y p53 no actúan aisladamente, sino que para 

su regulación transcripcional requieren la presencia de las proteínas 

p300 y HIPK2. Éstas regulan la actividad de RUNX1 y p53 mediante 

modificaciones postraduccionales (fosforilación y acetilación), 

controlando dos rutas claves en los procesos leucémicos: la 

proliferación y diferenciación celular de los progenitores mieloides 

dependientes de RUNX1, y los procesos de respuesta al daño celular, 

resistencia farmacológica y apoptosis en el caso de TP53109,260,279.  

Aunque se sabe que dichas proteínas interactúan entre sí, la 

única información al respecto describe principalmente interacciones 

entre sólo dos o tres de ellas, y siempre en neoplasias distintas a las 

NMPs. Por tanto, son muy desconocidas a día de hoy las actividades e 

interrelaciones de dichos genes en el contexto de las NMPs. 

Para más relevancia, HIPK2 se encuentra en el cromosoma 7, 

y como se vio, las alteraciones del cromosoma 7 son muy frecuentes 

en la fase de transformación de las NMPs crónicas, especialmente las 

deleciones, e incluso la monosomía. Estas alteraciones están asociadas 

a mal pronóstico y a menor supervivencia88,111,185. En una serie 

española reciente se veía como más de un tercio de los pacientes con 
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NMPs transformadas a LMA tenían pérdidas del brazo largo del 

cromosoma 7280, lugar donde se ubica el gen HIPK2 (7q32-q34). No es 

extraño pensar, pues, que debido a dichas alteraciones en el 

cromosoma 7, la función de HIPK2 se vea afectada y, por consiguiente, 

la función de aquellas proteínas reguladas por éste. 

Aparte de las vías de regulación de TP53 y RUNX1281, HIPK2 y 

EP300 participan en múltiples rutas relacionadas con el cáncer, de 

modo que su funcionamiento anómalo podría contribuir de diferentes 

formas al desarrollo de una neoplasia agresiva. 

En cuanto al estado de HIPK2 y EP300 en las NMPs, la 

información disponible es muy limitada. En dos estudios de tamaño 

muestral reducido no se registró ninguna mutación de EP300 en 

pacientes con NMPs282,283. Por otra parte, no hay datos acerca del 

estado de HIPK2 en las NMPs (aparte de las deleciones en el 

cromosoma 7), si bien la frecuencia de mutaciones de este gen en 

otras neoplasias mieloides es baja: del 2% y del 1,25% en las LMAs de 

novo y en los SMDs, respectivamente284.  

 

1.5.2.1. HIPK2 (Homeodomain-interacting protein kinase 2) 

El gen HIPK2, descubierto en 1998, está alojado en la región 34 

del brazo largo del cromosoma 7 (7q34) y codifica para una proteína 

nuclear serina-tirosina quinasa que interactúa específicamente con 

factores de transcripción homeodominio. Pertenece a la familia de 

quinasas DYRK, y dentro de ella, a la familia de proteínas HIPK, junto 

con HIPK1 y HIPK3285–287. 

HIPK2 tiene múltiples vías de actuación, siendo clave en 

muchas rutas celulares y ha sido descrito como un gen con elevada 

importancia en cáncer y en el desarrollo288,289. Participa en múltiples 
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vías de regulación génica, regula la transcripción de diversos factores 

de transcripción y fosforila a un gran número de genes relacionados 

con procesos de muerte celular y de respuesta al daño en el ADN (p53, 

p63, p73, MPL, CtBP1, MDM2, etc), estando relacionado con 

mecanismos oncogénicos, así como de resistencia farmacológica y 

resistencia a la quimioterapia279,290–292. De hecho, la expresión de 

HIPK2 restaura la quimio sensibilidad, mientas que su inhibición induce 

quimiorresistencia281. Del mismo modo, cuando HIPK2 es degradado, 

se inhibe la apoptosis, mientras que ésta puede ser restaurada si se 

bloquea la degradación de HIPK2. Esto sugiere a HIPK2 como diana 

potencial en la terapia oncogénica, sobre todo teniendo en cuenta que 

promover la apoptosis de células cancerosas es la principal razón 

detrás del uso de la quimioterapia o de la terapia ionizante293,294. 

En línea con su papel oncoprotector, HIPK2, es también capaz 

de regular la angiogénesis y de prevenir la invasión y metástasis 

tumoral, mediante la regulación de diferentes vías de señalización 

celular como Wnt/β-catenina, o la vía MAPK-JNK281. Además, participa 

en la regulación de la respuesta celular ante las especies reactivas de 

oxígeno, regulando la activación de genes oxidantes y antioxidantes y 

promoviendo la apoptosis en respuesta a condiciones de hipoxia, 

como las que se dan en el ambiente tumoral294–296.  

HIPK2 también está relacionado con la diferenciación y 

proliferación297,298. En concreto, se ha asociado también a la rama 

mieloide, especialmente durante la hematopoyesis fetal, mediante 

fosforilación de RUNX1 y EP300260,299. Además, HIPK2 interviene en la 

ruta Wnt/β-catenina, inhibiendo los genes TCF/LEF vía fosforilación de 

β-catenina, regulando así la proliferación y diferenciación celular294,300. 

De hecho, se ha observado un incremento en la expresión de HIPK2 

durante la diferenciación mieloide inducida por G-CSF (granulocyte-

colony stimulating factor), lo cual indicaría que mutaciones en HIPK2 
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conllevarían la desregulación de la correcta hematopoyesis mieloide, 

facilitando la patogenia de la leucemia284. 

Por último, HIPK2 es requerido en la división celular, 

específicamente en la citocinesis. Así, en un contexto de inhibición de 

HIPK2, este proceso no puede llevarse a cabo, ocasionándose células 

tetraploides, con gran inestabilidad cromosómica o aneuploidía, lo 

que favorece el desarrollo tumoral294,298. 

Debido a todo ello, HIPK2 ha sido descrito como “gen 

vigilante” o como gen supresor de tumores: su inactivación promueve 

la tumorigenicidad, mientras que su activación inhibe el crecimiento 

tumoral. 281,298.  

Entre los factores o condiciones que incrementan la actividad 

de HIPK2 se encuentran un gran número de agentes causantes de daño 

al ADN, como las radiaciones ultravioleta (UV) o ionizante (IR), 

diferentes agentes quimio terapéuticos, la acumulación de zinc o la 

hipoxia. De manera llamativa, se han encontrado diferentes extractos 

en hierbas utilizadas en la medicina tradicional china que incrementan 

la actividad de HIPK2, bien mediante inhibición del factor inducible de 

hipoxia-1 (HIF-1), bien mediante activación de la ruta HIPK2/p53, 

promoviendo la apoptosis de las células cancerosas y la supresión de 

la migración e invasión (figura 1.14)281,301,302. 

Como se ha visto, las deleciones en regiones del brazo largo 

del cromosoma 7 (7q), incluyendo las que afectan a HIPK2, son eventos 

comunes en las neoplasias mieloides. No obstante, existe poca 

información sobre las mutaciones de HIPK2 en estas neoplasias.  

Un estudio del grupo de Li et al. demostró que existían con 

frecuencia mutaciones en HIPK2 en pacientes con LMA y SMD (su 

frecuencia en NMPs no ha sido estudiada). Se vio que las mutaciones 
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en HIPK2 tenían un efecto similar al de las deleciones 7q, de manera 

que, pese a que los individuos con HIPK2 mutado presentaban en su 

mayoría un cariotipo normal, el fenotipo final era muy similar al de las 

deleciones en 7q. Esto se debe a que las formas mutadas de HIPK2 

producen un efecto dominante negativo sobre la proteína HIPK2 wt. 

En concreto, afectan a la localización de las proteínas HIPK2 y RUNX1 

dentro del núcleo, no permitiendo que ambas proteínas interaccionen. 

Por otra parte, tampoco se forma el complejo p300-RUNX1. Así pues, 

aunque la capacidad de fosforilación de HIPK2 no se ve afectada, no se 

permite sin embargo una correcta activación de los mecanismos 

transcripcionales de RUNX1 dependientes de HIPK2-p300. Por último, 

en el mismo trabajo también se observó una incapacidad en la 

activación de p53 dependiente de HIPK2 y una disminución de los 

procesos transcripcionales p53 dependientes284.  

 

Figura 1.14  Principales rutas activadas/inhibidas por HIPK2 en relación 
con el cáncer. Se muestran también los agentes genotóxicos activadores 
de HIPK2, así como las condiciones que pueden inhibir su expresión. 
Extracto de D’Orazi et al. 2012. 
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Todo esto evidencia aún más el requerimiento de HIPK2 como 

gen regulador en los procesos hematopoyéticos normales y malignos 

dependientes de EP300-RUNX1-CBFβ y TP53. 

Se describe a continuación la interacción de HIPK2 con TP53 y 

RUNX1-CBF-β. Las interacciones con EP300 se expondrán a posteriori. 

 

- Interacción HIPK2-p53: 

En condiciones de estrés celular, hipoxia y/o daño irreparable 

al ADN, HIPK2 ejerce un efecto pro-apoptótico mediante la 

fosforilación de p53 en la serina 46, produciendo su activación y siendo 

dicha fosforilación necesaria para activar la apoptosis303,304. Esto puede 

ocurrir también en condiciones en las que la actividad de HIPK2 se 

encuentre alterada mediante mutaciones activadoras u otras 

aberraciones que la activen constitutivamente. Así, HIPK2 juega un 

papel fundamental en la iniciación de la apoptosis mediante la 

fosforilación directa de p53279,290. Además, HIPK2 también favorece la 

apoptosis de manera independiente de p53, mediante inactivación de 

proteínas represoras de éste en respuesta al daño celular, como los 

represores de la apoptosis CtBP, Δp63, o el inhibidor de p53, MDM2, 

promoviendo también así el proceso apoptótico305,306.  

El gen MDM2 codifica para una proteína ubiqutina-ligasa, la 

cual marca a proteínas para su posterior degradación. MDM2 puede 

bloquear la expresión de p53, pero también puede inhibir a HIPK2 a 

través de p53, existiendo un bucle de regulación doble entre HIPK2-

p53 y MDM2, y siendo MDM2 un regulador de la función 

proapoptótica de HIPK2: Cuando el daño al ADN es severo, HIPK2 

inhibe a MDM2, eliminando el bloqueo de p53 e incrementando su 

actividad apoptótica, regulada a su vez por HIPK2 mediante la 
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fosforilación de la Ser46. No obstante, en aquellas condiciones en las 

que el daño al ADN es reparable, el propio p53 es capaz de inhibir la 

acción de fosforilación de HIPK2 sobre sí mismo, mediante la 

interacción con MDM2. Esto conlleva la degradación de HIPK2 y 

protege a p53 de la fosforilación, previniendo la apoptosis. 293,307,308. 

 La interacción HIPK2-p53 es posible gracias a la migración al 

núcleo celular de la proteína HIPK2, posibilitando la interacción y 

fosforilación de p53. Existen vías reguladoras que pueden alterar la 

localización de HIPK2, haciendo que pase a ser citoplasmática, lo que 

conlleva la detención de dicha interacción y la consecuente inhibición 

del proceso apoptótico. Esto ocurre, por ejemplo, cuando quinasas de 

la familia Src fosforilan a HIPK2, cambiando su localización y 

deteniendo el proceso apoptótico309. Por otra parte, se ha visto 

también cómo las mutaciones en HIPK2 pueden alterar su localización 

y provocar la desregulación de la ruta HIPK2-p53284. 

 Por último, algunos autores como Mao et al, han sugerido que 

la capacidad de HIPK2 como gen supresor de tumores a través de la 

activación de p53, depende de la presencia en las células de ambos 

alelos de HIPK2, por lo menos en algunos tipos de cáncer. Por ejemplo, 

en linfoma, la deleción de uno de los dos alelos es suficiente para que 

las células desarrollen tumores en respuesta a radiación, 

observándose estas deleciones de HIPK2 en más de un 30% de los 

tumores. En este sentido, HIPK2 sería un gen haploinsuficiente en 

cuanto a su capacidad para activar la apoptosis a través de p53310. 

 

- Interacción HIPK2-RUNX1-CBF-β: 

 Uno de los genes más importantes en la regulación de la 

actividad de RUNX1 es HIPK2. Tras la unión de RUNX1 a CBF-β, este 
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último recluta a HIPK2 y media la fosforilación de RUNX1 en las serinas 

249 y 276, las cuales son importantes en la regulación de la capacidad 

de transactivación de RUNX1. De hecho, se han encontrado proteínas 

RUNX1 fosforiladas en estos residuos en células progenitoras 

hematopoyéticas (CD34+), indicando el rol de HIPK2/RUNX1 en la 

hematopoyesis. Además, la fosforilación de RUNX1 incrementa no sólo 

la estabilidad de éste, sino su afinidad y capacidad de unión al ADN 

(junto con la unión de CBF-β)109,260,311.  

 Estudios al respecto de la acción de HIPK2 sobre RUNX1 han 

revelado que, tras dicha interacción, la forma activa (fosforilada) de 

RUNX1 interacciona con el coactivador transcripcional p300 y media la 

fosforilación de éste a cargo de HIPK2. En consecuencia, p-p300 activa 

la transcripción de los genes diana de RUNX1.  

En este sentido, es importante la función de CBF-β, tanto en el 

proceso de reclutamiento de HIPK2 para que fosforile a RUNX1, como 

en el proceso de reclutamiento de p300 por parte de RUNX1, 

mediando su fosforilación a cargo de HIPK2. Es decir, la formación del 

complejo RUNX1-CBF-β y su unión al ADN es un proceso necesario 

para que se lleven a cabo de manera secuencial la fosforilación de 

RUNX1 y el posterior reclutamiento y fosforilación de p300260,311.  

 Se ha observado además que la fosforilación de RUNX1 por 

HIPK2 reduce su interacción con histonas desacetilasas, así como con 

el represor transcripcional mSin3A. Es decir, la fosforilación de HIPK2 

sobre RUNX1 no sólo incrementa su afinidad por el ADN y la capacidad 

de activación de sus genes diana, sino que también reduce las 

interacciones de RUNX1 con represores transcripcionales109,311. 
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1.5.2.2. EP300 (E1A-binding protein p300) 

 EP300, también denominado KAT3B o p300 HAT, está alojado 

en la región 13 del brazo largo del cromosoma 22 (22q13) y codifica 

para una enzima histona acetiltransferasa que regula la transcripción 

génica mediante remodelación de la cromatina. p300 realiza esta 

función mediante su unión con factores de transcripción, por ello se 

describe comúnmente como coactivador transcripcional312,313. 

EP300 tiene también un rol esencial en los procesos de 

desarrollo y división celular, induciendo la diferenciación celular y 

previniendo el crecimiento y desarrollo de tumores. Su papel en el 

desarrollo normal es crítico, antes y después del nacimiento. 

p300 también actúa como coactivador de p53 en la apoptosis 

y en la regulación de su abundancia intracelular, y funciona como 

coactivador transcripcional del gen HIF-1α, interviniendo por tanto en 

la activación de genes ante condiciones de hipoxia. p300 funciona 

también como coactivador de RUNX1 durante la división y 

diferenciación mieloide, teniendo un papel clave en el desarrollo 

hematopoyético. De hecho, experimentos en ratones knock-out de 

EP300 causan letalidad del feto debido al fracaso total de la 

hematopoyesis, mientras que ratones con presencia de mutaciones en 

EP300 muestran defectos hematopoyéticos muy graves 

(hipercelularidad en médula y bazo, anemia severa, trombocitosis, 

hipoplasia eritroide y defectos en el desarrollo linfoide)282,314. 

 Las mutaciones somáticas en EP300 se han observado 

frecuentemente en diferentes tipos de cánceres sólidos, incluyendo 

cáncer de colon, recto, estómago, mama, páncreas y próstata. Por otra 

parte, se han encontrado translocaciones afectando a EP300 en 

algunas leucemias mieloides agudas, aunque en una frecuencia baja.  
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 En los últimos tres años se ha descrito en LMA que la actividad 

inusual de EP300 parece facilitar la leucemogénesis, asi como su 

mantenimiento en el tiempo. Además, experimentos de inhibición de 

la proteína p300 in vitro demuestran un importante rol de este gen en 

la patogenia de la LMA, produciendo apoptosis y detención del ciclo 

celular en las células cancerosas tratadas315. 

 La relación entre las alteraciones en EP300 y el cáncer es muy 

clara: las aberraciones en EP300 impiden la formación de una proteína 

funcional. Sin p300, las células son incapaces de contener el 

crecimiento y la división celular, permitiendo la formación del tumor. 

 p300 interacciona con multitud de genes y participa en 

múltiples vías relacionadas con los procesos anteriores. Entre esos 

genes se incluyen TP53, RUNX1 y HIPK2. 

 

- Interacción p300-p53-HIPK2: 

 p300 funciona como coactivador de TP53, uniéndose a éste 

mediante su dominio SRC1 y activando la transcripción de sus genes 

diana. De hecho, la acetilación de la lisina 382 por p300 es necesaria 

para la activación completa de la actividad transcripcional de p53316, 

favoreciendo la activación de la cascada apoptótica e incrementando 

la respuesta a agentes causantes de daño al ADN, como la IR317,318.  

Sin embargo, para que se produzca la interacción p300-p53, es 

necesaria la acción de HIPK2, siendo de hecho HIPK2 el encargado de 

mediar el reclutamiento de p300 hacia p53, así como el reclutamiento 

de p300 y p53-Lys382 hacia los promotores de los genes apoptóticos. 

De este modo, para la correcta activación de la apoptosis a través de 

p53, son necesarias varias condiciones: 
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1) La fosforilación de la Ser46 de p53 a cargo de HIPK2. 

2) El reclutamiento de p300, mediado por HIPK2, necesario 

para la interacción p300-p53. 

3) La acetilación de la Lys382 de p53 a cargo de p300. 

4) El reclutamiento de p300 y p53Lys382 para la activación 

de los genes apoptóticos, mediado por HIPK2. 

Además, HIPK2 es capaz de inhibir también a la deacetilasa 

SirtI, la cual deacetila a p53 en la misma lisina. De este modo, HIPK2 

no sólo controla la fosforilación de p53, sino que también es capaz de 

regular la acetilación-deacetilación de éste a través de p300 y SirtI, 

regulando totalmente la capacidad transcripcional de p53. En relación 

con esto, algunos estudios han demostrado que, en ausencia de HIPK2, 

la fosforilación de la Ser46 puede restaurarse mediante el uso de 

fármacos, pero el reclutamiento de p300 y la acetilación de la Lys382 

de p53 no pueden ser restaurados en ausencia de HIPK2316. 

 En contraposición a la interacción p300-p53, p300 es capaz de 

unirse también a MDM2, el cual hemos visto que participa en la 

degradación de p53. De este modo, p300 regula la abundancia 

intracelular de p53, activando su degradación cuando se encuentra en 

exceso, y controlando por tanto el exceso de apoptosis319. 

 

- Interacción p300-RUNX1-HIPK2: 

 Como se ha comentado, p300 es un coactivador 

transcripcional de RUNX1. Así, p300 se une a RUNX1 formando el 

complejo transcripcional p300-RUNX1-CBF-β y regula la expresión de 

genes relacionados con la proliferación y diferenciación mieloide311. 

 Sin embargo, para que eso suceda se requiere la presencia 

estricta de HIPK2, la cual interacciona con RUNX1 y p300 y fosforila a 
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ambos, formando un complejo transcripcional. De hecho, la 

fosforilación de p300 a cargo de HIPK2 está dirigida por la forma ya 

activada de p-RUNX1-CBF-β tras su interacción con HIPK2. Tras está 

ésta, p-RUNX1 puede actuar sinérgicamente con otros factores de 

transcripción también fosforilados por HIPK2 (c-myb, C-EBPα, PU.1, c-

jun, c-fos, etc) para mediar del mismo modo la fosforilación de p300.  

En resumen, RUNX1 no sólo recluta a HIPK2 (con la ayuda de 

CBF-β) hacia p300, sino que funciona también como una subunidad 

reguladora de HIPK2, mediando la fosforilación de p300 a cargo de 

éste, así como la acetilación por parte de p300 y la transcripción de sus 

genes diana. Además, todos estos procesos requieren la unión de CBF-

β a RUNX1. Experimentos de inhibición de CBF-β, demuestran que si 

éste no está presente, no se lleva a cabo la fosforilación de RUNX1 ni 

tampoco la de p300, dependiente de la vía de RUNX1260. 

La necesidad de HIPK2 como regulador del complejo se 

evidencia en embriones de ratones que expresan la proteína 

dominante negativa de HIPK2, en los que todo este proceso queda 

inhibido. Además, experimentos en los que se sustituyeron las serinas 

de RUNX1 fosforiladas por HIPK2 (Ser249 y Ser276) por otros 

aminoácidos, dieron por resultado una ausencia de fosforilación por 

HIPK2 en RUNX1 y en p300, así como una ausencia casi total de 

activación de la transcripción por parte del complejo p300-RUNX1. 

Asimismo, embriones de ratón deficientes para HIPK2 (junto con 

HIPK1), muestran también ausencia de fosforilación en RUNX1 y p300 

y graves defectos en la hematopoyesis primitiva/ definitiva, 

vasculogénesis, angiogénesis y cierre del tubo neural. Todos estos 

efectos son similares a los observados en los embriones de ratones 

deficientes para EP300, evidenciando la importante relación de estos 

genes formando un complejo regulador de la hematopoyesis311. 
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 Por último, se ha visto también que la interacción de HIPK2 con 

p300 regula positivamente la función del primero: La interacción 

HIPK2-p300 conlleva la acetilación de HIPK2, dando lugar a un 

aumento de su estabilidad y de su expresión proteica. Además, esta 

interacción mutua también reduce la ubiquitinación y degradación de 

HIPK2, favoreciendo su expresión. Esto fue comprobado mediante 

inhibición de p300, dando lugar a un descenso final en la expresión 

proteica de HIPK2. Por otra parte, experimentos recientes (2017) de 

co-expresión de p300, demostraron como la habilidad de HIPK2 para 

inducir apoptosis mediante la fosforilación de p53 se veía 

incrementada al aumentar la acetilación de p300 sobre HIPK2, 

mostrando una importante función reguladora de p300 sobre la 

actividad en respuesta al daño al ADN de HIPK2320. 

 

1.5.3. El complejo RUNX1/CBF-β/HIPK2/EP300/TP53. Resumen 

Es sabido en la actualidad que estos cinco genes interactúan 

entre ellos, y que muchas de estas interrelaciones se producen en el 

seno de las neoplasias hematológicas. No obstante, la mayoría de la 

información disponible describe relaciones únicamente entre dos o 

tres de sus componentes, haciendo por tanto referencia a la 

regulación de procesos individuales concretos, habiéndose descrito, 

además, en otras neoplasias diferentes a las NMPs. 

Hasta la fecha, sólo existe un estudio de 2008 que explora la 

posibilidad de que cuatro de estos genes formen una cascada de 

activaciones con el fin de regular la transcripción a cargo de RUNX1 en 

la hematopoyesis/leucemogénesis260, siendo ésta la única función 

estudiada de dichos genes en ese trabajo. Además, los autores 

exploran estos roles sólo en la LMA asociada a defectos en RUNX1-
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CBF-β, como por ejemplo las LMAs inducidas por la translocación 

RUNX1-ETO o por la proteína CBF-β mutante (β -SMMHC).  

En dicho estudio se confirma in vitro el modo en el que las 

proteínas HIPK2, EP300, RUNX1 y CBF-β colocalizan y se activan unas 

a otras de modo secuencial, hasta que se alcanza en último lugar la 

regulación transcripcional por parte de RUNX1. En la discusión, los 

autores sugieren que las posibles alteraciones en la función de esos 

cuatro genes descritas en la literatura en diferentes casos de LMA, 

podrían producir defectos en dicha cascada reguladora, favoreciendo 

una incorrecta transcripción a cargo de RUNX1 que favorezca en 

última instancia procesos asociados a la leucemogénesis. No obstante, 

no comprueban dicha hipótesis en su trabajo. 

La ruta que proponen está representada en la figura 1.15 y 

sería la siguiente: El primer evento de la cascada es la unión RUNX1-

CBF-β. Tras ello, CBF-β media el reclutamiento de HIPK2, el cual 

fosforila y activa a RUNX1. Una vez RUNX1 está activado (p-RUNX1), el 

dúo RUNX1-CBF-β media el reclutamiento de p300 y su fosforilación a 

cargo de HIPK2, siendo ambos genes, RUNX1 y CBF-β, necesarios en 

este proceso. Por último, una vez RUNX1 y p300 están activos 

(fosforilados), RUNX1 dirige a p300 hacia sus genes diana, controlando 

su expresión mediante su acetilación por parte de p300. 
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Figura 1.15  El panel izquierdo representa la ruta activadora de la 
hematopoyesis según la activación secuencial de los genes del complejo 
RUNX1-CBFβ/HIPK2/p300. A la derecha se muestran las alteraciones 
moleculares conocidas en las neoplasias hematológicas que afectarían a 
esta ruta, favoreciendo la leucemogénesis. (Extraído de Wee et al. 2008).
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A la vista de la información disponible hasta ahora, recogida 

en las anteriores páginas, puede concluirse que los rápidos avances en 

el conocimiento molecular de los procesos leumogénicos en la última 

década se han basado, sobre todo, en identificar nuevas alteraciones 

génicas en estos procesos y estudiar sus interacciones dentro de las 

rutas reguladoras específicas en cada caso, aunque se ha prestado 

quizás menos atención al ámbito particular de las NMPs. 

La relevancia reguladora que se aprecia en algunos de estos 

genes, como HIP2 y EP300, sobre factores de transcripción como 

RUNX1-CBF-β y p53, junto con la cascada descrita en el último trabajo 

referenciado durante la leucemogénesis de la LMA asociada a defectos 

en RUNX1, permiten proponer un paso más allá en el desarrollo del 

conocimiento acerca de la patogénesis de las NMPs agudizadas. Así, se 

formulan en el capítulo siguiente las hipótesis y los objetivos que se 

abordan en esta tesis doctoral. 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

2.1. HIPÓTESIS 

Hemos visto cómo las alteraciones en la función normal de 

TP53 y RUNX1-CBF-β parecen jugar un papel importante en la 

evolución leucémica de las NMPs crónicas, lo que se confirma con el 

hecho de que dichas alteraciones se observan en un elevado 

porcentaje de pacientes en estado de transformación aguda. 

Debido a que tanto la actividad de TP53 como la de RUNX1-

CBF-β son reguladas continuamente mediante modificaciones post 

translacionales como fosforilación o metilación, cabe pensar que la 

función anómala de ambos genes en estas neoplasias pudiera deberse 

también a alteraciones en aquellos genes encargados de regular su 

actividad, o bien a alteraciones en su propia estructura que les 

impidiera ser regulados por los primeros. 

Esta hipótesis cobra fuerza si observamos que durante el 

proceso hematopoyético normal y maligno, tanto RUNX1 como TP53 

son regulados por el mismo complejo regulador: HIPK2-EP300. 

Recordemos que una anomalía en el funcionamiento de TP53 puede 

llevar a una desregulación de los procesos de apoptosis en respuesta 

al daño en el ADN, es decir, las células malignas “serían incapaces” de 

detectar los daños en su genoma y no entrarían en el programa de 

muerte celular programada. Por otra parte, anomalías en RUNX1-CBF-

β conllevarían un aumento proliferativo de los progenitores mieloides 

y una incapacidad para diferenciarse en células funcionales adultas. 

Así pues, la presencia en las células hematopoyéticas de fallos 

en la actividad de HIPK2-EP300, o de alteraciones en TP53 y RUNX1-

CBF-β que impidan que sean regulados por HIPK2-EP300, podría 
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suponer el siguiente panorama: células progenitoras con una actividad 

proliferativa aumentada, incapaces de diferenciarse a elementos 

hematopoyéticos funcionales, e inmortales por las vías normales de 

apoptosis, así como incapaces también de detectar el daño en su 

genoma. Por tanto, quedando altamente expuestas a la posibilidad de 

acumulación rápida de mutaciones, debido también a su capacidad 

proliferativa aumentada. Es decir, estaríamos indudablemente ante 

procesos relativos a una neoplasia hematológica.  

Hemos visto, además, cómo las alteraciones del cromosoma 7 

(incluso en la región donde se ubica HIPK2) son también eventos 

frecuentes en la fase de transformación de las NMPs crónicas, 

especialmente las deleciones, e incluso la monosomía; y que dichas 

alteraciones están asociadas a mal pronóstico y menor supervivencia. 

Así, es factible pensar que, debido a dichas alteraciones en el 

cromosoma 7, la función de HIPK2 se vea afectada y, por consiguiente, 

la función de p300, p53 y RUNX1-CBF-β, ya que, en esta vía reguladora, 

HIPK2 ocuparía el escalón más alto, activando mediante fosforilación 

al resto de componentes del complejo (excepto CBF-β). 

De este modo, HIPK2 estaría regulando (junto con EP300) 

varios procesos clave en la progresión leucémica de las NMPs. Todo 

ello sin tener en cuenta, además, que ambos genes tienen también 

otras funciones importantes en cáncer y participan en diversas rutas 

relacionadas con los procesos de desarrollo normal y maligno, incluida 

la hematopoyesis/leucemogénesis.  

Por ello, la hipótesis general de este trabajo es que estos cinco 

genes formarían un complejo transcripcional con una actividad 

reguladora en la hematopoyesis, de modo que las alteraciones en 

alguno de sus miembros podrían incidir sobre las actividades del resto 

de componentes. Dicha desregulación, tendría además un papel clave 
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en el proceso patológico y en la leucemogénesis, especialmente 

durante la transformación neoplásica de las NMPs crónicas.  

Dos de los miembros del complejo tendrían una actividad 

activadora/reguladora (HIPK2 y EP300) mediante sus funciones 

tirosina-quinasa y acetil-transferasa, actuando sobre el resto de 

componentes de modo bilateral, por lo que el complejo tendría una 

función doble. Por una parte, HIPK2 y p300 interaccionarían con el dúo 

RUNX1-CBF-β, regulando los procesos de crecimiento, supervivencia y 

diferenciación celular de los progenitores mieloides. Por otra parte, 

HIPK2 y p300 interaccionarían con p53, regulando la respuesta al daño 

en el ADN, los procesos de apoptosis y la resistencia farmacológica.  

Por ello, nuestra segunda hipótesis es que una actividad 

anormal de RUNX1 o p53 en las NMPs agudizadas podría deberse no 

sólo a la presencia de alteraciones en su estructura, sino también a la 

presencia de aberraciones en la función de aquellos genes que los 

regulan, HIPK2-EP300. Así, casos en las que se observa una función 

aberrante de RUNX1 o TP53 podrían deberse a la existencia de una 

desregulación del complejo como unidad funcional, la cual podría 

terminar causando los mismos efectos observados en casos 

individuales de aberraciones en RUNX1 o TP53. Dicha desregulación, 

además, podría ser debida a alteraciones citogenéticas de sus 

componentes, las cuales producirían una función anormal de los 

procesos dependientes de RUNX1 y TP53, favoreciendo el desarrollo 

leucemogénico. 

Siendo así, nuestra tercera hipótesis consiste en que, si el 

complejo resulta estar desregulado en las NMPs, cabría pensar que 

manipulando biológicamente la actividad de sus componentes se 

podría influir en dichos procesos leucemogénicos, produciendo 
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efectos antiproliferativos, apoptóticos o de interrupción del ciclo 

celular en muestras celulares de NMPs agudizadas. 

Por último, debido a que el complejo tendría funciones de 

respuesta al daño celular y estaría involucrado en los procesos de 

resistencia farmacológica, nuestra cuarta hipótesis consiste en que, 

manipulando la actividad de sus componentes, podríamos influir 

también sobre el modo en el que las células responderían a las terapias 

que se usan normalmente en la práctica clínica de dichas patologías. 

 

2.2. OBJETIVOS 

El objetivo principal de la presente tesis doctoral pretende 

evaluar el rol del complejo RUNX1/CBF-β/HIPK2/p300/p53 en la 

evolución leucémica de las neoplasias mieloproliferativas crónicas, lo 

que permitiría, si se confirman las hipótesis formuladas, avanzar en el 

conocimiento de los mecanismos patogénicos de dicha 

transformación e identificar nuevas dianas potenciales para la 

introducción de fármacos en la terapéutica de estas enfermedades. 

 Todo ello se desglosa en varios objetivos específicos, que son 

los siguientes. 

1.    Profundizar en la caracterización molecular y en el conocimiento 

de la actividad de los genes RUNX1, CBF-β, EP300, HIPK2 y TP53 como 

miembros de un complejo regulador único en las NMPs agudizadas, así 

como explorar la presencia y frecuencia de alteraciones citogenéticas 

de sus componentes en dichas patologías. 

2.    Estudiar los posibles efectos de una desregulación artificial de la 

integridad del complejo sobre varias rutas clave de la transformación 
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leucémica como son la proliferación, la apoptosis o la interrupción del 

ciclo celular. 

3.  Explorar el rol del complejo en los procesos de respuesta 

farmacológica a las terapias convencionales en función de los cambios 

inducidos artificialmente en su actividad. 

 

  



 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

  



                                                                  Capítulo 3. Materiales y métodos 

134 

3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. CULTIVO CELULAR 

3.1.1. Líneas celulares 

En este trabajo se utilizaron seis líneas celulares leucémicas 

humanas, las cuales fueron obtenidas de diferentes fuentes. Así, la 

línea celular HEL se obtuvo de la American Type Culture Collection 

(ATCC, Manassas, VA, EEUU); las líneas celulares SET-2 y KU-812 fueron 

obtenidas de la German Collection of Microorganisms and Cell Cultures 

(DSMZ – Leibniz Institute); la línea celular MEG-01 se obtuvo de la 

European Collection of Aunthenticated Cell Cultures (ECACC); Por 

último, las líneas celulares K-562, HL-60 y fueron amablemente 

cedidas por el Institute of Molecular Genetics (IMG, Praga). 

Todas ellas poseen alteraciones moleculares características de 

las NMPs, excepto la línea celular HL-60, la cual procede de un paciente 

con LMA (FAB M2). 

 En cuanto a las cinco líneas restantes, tres de ellas (MEG-01, 

KU-812 y K-562) proceden de pacientes con LMC en crisis blástica y son 

positivas para la translocación BCR-ABL. La línea celular SET-2 procede 

de una trombocitemia esencial en fase de transformación 

megacarioblástica, y pose la mutación JAK2V617F. La línea celular HEL 

procede de la médula ósea de un paciente con eritroleucemia y 

alberga también la mutación JAK2V617F. 

 Por último, en este trabajo también se utilizó la línea celular 

modificada Phoenix Amphotropic, la cual fue usada para los ensayos 

de transfección e infección, y que fue también cedida amablemente 

por el Institute of Molecular Genetics (IMG, Praga). Dicha línea celular 

se trata de una modificación de las células 293T que incluye a los genes 
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GAG/POL, los cuales contienen la información para la síntesis de la 

cápside viral, necesarias para la producción de retrovirus321,322. 

 

3.1.1.2. Reactivos y condiciones de cultivo 

 Todas las células fueron cultivadas siguiendo las condiciones 

estándar de cultivo a 37ºC en un incubador saturado de humedad y 

con un flujo continuo de aire con un 5% de CO2. Las células se 

cultivaron en una cabina de flujo laminar y bajo condiciones de 

completa esterilidad. 

 Las líneas celulares leucémicas fueron cultivadas con el medio 

de cultivo comercial RPMI 1640, suplementado con un 10-20% de 

Suero Bovino Fetal (según las instrucciones para cada línea), y con un 

1% del combinado de antibiótico Penicilina/Estreptomicina. Aquellas 

líneas celulares leucémicas infectadas con el constructo pRFP-C-RS se 

crecieron con un suplemento adicional de Puromicina al 2% (2 mg/mL), 

de manera que únicamente aquellas células que habían integrado el 

plásmido en su genoma eran capaces de crecer, seleccionando así las 

correctamente infectadas. 

 Por último, la línea celular Phoenix Ampho, se cultivó en el 

medio comercial DMEM, siendo suplementada también con un 10% 

de suero bovino fetal y un 1% del combinado de antibiótico. 

 

3.1.2. Cultivo de muestras celulares de pacientes y donantes control 

 En este estudio se utilizaron muestras celulares de sangre 

periférica y/o médula ósea de individuos afectados con NMP y de 

individuos control (sin neoplasia). En el primer caso las muestras 

procedían de individuos recién diagnosticados, que no habían recibido 
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ningún tratamiento previo y que no tenían antecedentes de neoplasia 

hematológica. En el segundo caso, las muestras procedían de 

individuos a los que se les había realizado una extracción de médula 

previa sospecha de alguna patología, y que finalmente resultaban 

estar sanos; y también de individuos donantes voluntarios (sangre 

periférica en este caso). 

Así pues, las muestras obtenidas se dividieron en:  

-  Grupo control: Formado por 11 individuos sin neoplasia. 

- Pacientes con LMC: Formado por 3 pacientes con LMC. 

-  Pacientes con NMP ph-neg: Formado por 14 pacientes, los cuales se 

dividían en 6 pacientes de MF, 5 pacientes de TE, un paciente con PV 

y dos pacientes con NMP Ph-neg no clasificable. 

 Todas las muestras se obtuvieron frescas y recién extraídas. A 

continuación, se realizó la separación en las distintas fases mediante 

el reactivo Lynphoprep (STEMCELL Technologies) para identificar y 

aislar las distintas poblaciones celulares. Tras ello, se recogió 

minuciosamente la porción celular correspondiente a los granulocitos, 

la cual se lavó con PBS y fue puesta en cultivo. Dicho cultivo se realizó 

del mismo modo que el de las líneas celulares mencionado 

anteriormente, aunque en este caso el medio se suplementó con un 

20% de suero bovino fetal y con un 1% de piruvato sódico. 

 La información de los 28 individuos utilizados en este estudio 

se encuentra recogida en el ANEXO I, en las tablas 4.9, 4.10 y 4.11. 
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3.2. ENSAYOS FUNCIONALES 

3.2.1. Viabilidad/Proliferación Celular (MTS) 

 Para realizar las mediciones de proliferación/viabilidad tras los 

diferentes tratamientos, se sembraron las células en grupos de tres 

pocillos por condición, con una cantidad de 10.000 células/pocillo, en 

una placa de 96 pocillos. Posteriormente, cada grupo de tres pocillos 

se trató con el tratamiento en cuestión y, una vez transcurrido el 

tiempo de tratamiento o crecimiento deseado, se midieron los valores 

de proliferación/viabilidad mediante el kit comercial de la casa 

comercial Promega, CellTiter 96® AQueous One Solution Cell 

Proliferation Assay. A los 100 µL de cada pocillo se añadieron 20 µL de 

este reactivo, y se incubó durante 1-4 horas en oscuridad. Transcurrido 

el tiempo de incubación, las placas fueron medidas mediante un 

espectofotómetro a una longitud de onda de 490nm. Los valores 

obtenidos fueron normalizados respecto al blanco previamente 

calculado, para finalmente obtener los valores de absorbancia, que 

son proporcionales e indicativos de los valores de viabilidad y 

proliferación celular. 

 

3.2.2. Proliferación celular a largo plazo (contaje manual) 

 Para los experimentos de proliferación celular a tiempos de 

cultivo mayores de 48h-72h, el procedimiento utilizado fue diferente. 

En este caso, las células se sembraron en placas de 6 pocillos, usando 

también grupos de tres pocillos por cada condición a evaluar y 

añadiendo 50.000 células en 1ml de medio de cultivo por cada pocillo. 

Posteriormente se añadían los diferentes tratamientos o condiciones 

y se dejaban cultivar las células durante el tiempo deseado. En nuestro 

caso, las células fueron contadas manualmente cada dos días de 
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cultivo. Así, cada 48h, las células de los tres pocillos correspondientes 

a cada condición eran recogidas en diferentes tubos, centrifugadas y 

resuspendidas en un ml de medio de cultivo fresco. Después, una 

pequeña cantidad celular de cada muestra era teñida mediante el 

colorante Azul Tripan, y contada en una cámara neubauer, obteniendo 

los diferentes valores correspondientes al número celular/ml. A 

continuación, las células eran de nuevo sembradas en las placas e 

incubadas durante dos días más hasta la siguiente medición. 

 Los valores de número celular obtenido para cada medición 

eran el valor resultante de realizar la media aritmética de los tres 

pocillos de cada condición. 

 

3.2.3. Estudio del patrón de ciclo celular  

3.2.3.1. Estudio del de ciclo celular en líneas celulares 

 Para poder observar los patrones de ciclo celular de las 

diferentes líneas celulares tras los distintos tratamientos realizados, se 

utilizó el reactivo comercial Yoduro de Propidio (PI), el cual se une al 

ADN, permitiendo cuantificar el material genético mediante citometría 

de flujo.  

 Las células se sembraron en placas de 12 pocillos, añadiendo 

75.000 células en 0,5ml de medio por pocillo junto con el tratamiento 

en cuestión. Tras el tratamiento durante 12 o 24h, las células se 

recogieron y resuspendieron en etanol frío, el cual permite 

permeabilizarlas para que el PI pueda llegar hasta el ADN, dejándolas 

posteriormente a una temperatura de -20ºC overnight. Previamente 

al análisis mediante citometría de flujo, las células fueron lavadas con 

PBS y resuspendidas en 200µl de tampón de la solución tampón, la cual 

contiene PI y RNAsa (PI/RNAse solution, Immunostep). Tras ello, se 
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incubaron durante 30 minutos a 4ºC en oscuridad, para 

posteriormente, ser analizadas mediante el citómetro (BD FACSVERSE, 

BD Bioscience). 

 

3.2.4. Estudios de apoptosis  

3.2.4.1. Estudios de apoptosis en líneas celulares 

 Para la realización de los estudios de apoptosis mediante 

citometría de flujo, se sembraron las células en placas de 12 pocillos, 

sembrando 50.000 células en 0,5ml de medio de cultivo por pocillo. 

Tras la adición del tratamiento correspondiente, las placas se 

cultivaron durante 24h y tras este tiempo, las células fueron recogidas, 

lavadas, centrifugadas y resuspendidas en una solución previamente 

preparada de tampón de apoptosis. Dicha solución se componía de 

PBS, buffer de apoptosis (Annexin V Binding Buffer 10X, Immunostep), 

PI (PI solution, Immunostep) y Annexina V (FITC Annexin V, 

Immunostep). Tras ello, las células se cultivaron en presencia de dicha 

solución durante 15-20 minutos a 4ºC en oscuridad para, 

posteriormente, ser analizadas mediante citometría de flujo (BD 

FACSVERSE, BD Bioscience). 

 

3.2.4.2. Estudios de apoptosis en muestras celulares procedentes de 

pacientes/donantes control 

 Para el caso de las muestras celulares en cultivo procedentes 

de pacientes y donantes control, el modo de proceder fue el mismo 

con algunas excepciones. En primer lugar, se aumentó el número de 

células sembradas en cada pocillo a 75.000 – 100.000 siempre que fue 

posible, debido a la mayor vulnerabilidad de las células humanas en 
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cultivo. En segundo lugar, la apoptosis se analizó siempre a las 24h de 

tratamiento. Por último, las células fueron también incubadas, 

dependiendo del caso, con otros anticuerpos, para poder distinguir las 

diferentes poblaciones celulares de la médula ósea/sangre periférica 

(principalmente CD45). Los anticuerpos se añadieron a la solución final 

del tampón de apoptosis en las cantidades convenientes según el 

número celular y fueron obtenidos de las casas comerciales 

Immunostep o BD Bioscience. 

 

3.3. ANÁLISIS DE ÁCIDOS NUCLEICOS  

3.3.1. Extracción de ADN de muestras celulares 

 La extracción de ADN a partir de líneas celulares se realizó 

siguiendo los pasos del kit comercial DNeasy Blood & Tissue Kit 

(#69504, Qiagen). Posteriormente, éste fue cuantificado mediante el 

uso del NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer). 

 

3.3.2. Extracción de plasmidos bacterianos 

3.3.2.1. Extracción de Bacterial Artificial Chromosome (BACs) 

 Para realizar la extracción de plásmidos de gran tamaño, los 

cuales se usaron más tarde para el diseño y ensamblaje de sondas de 

FISH no comerciales, se utilizó el kit comerciar NucleoBond Xtra BAC 

(#740436.25, Macherey-Nagel). 

  

3.3.2.2. Extracción de plásmidos de pequeño tamaño 

 Para realizar la extracción de los plásmidos pMSCV-IRES-GFP, 

pCL.Ampho y pRFP-C-RS se utilizaron los kits comerciales GeneJET 
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Plasmid Midiprep Kit (#K0482, Thermo Scientific), y Zyppy Plasmid 

Miniprep Kit (#D4019, Zymo Research) 

  

3.4. EXTRACCIÓN DE ARN 

3.4.1. Extracción mediante Trizol/Cloroformo 

 Para la extracción del ARN, se recogieron y lavaron las células 

con PBS frío mediante centrifugación a 4ºC y 1500rpm en una 

microcentrífuga. Tras ello, se eliminó el PBS y se añadió 1ml de Trizol 

Reagent (#15596-026, ThemorFisher Scientific), resuspendiendo la 

muestra en dicha solución hasta que quedó totalmente homogénea. 

Inmediatamente después se añadieron 100 µL de cloroformo y se 

mezcló la solución rápidamente invirtiendo los tubos unas 5-6 veces. 

Tras ello, se dejó reposar la muestra unos 3 minutos. 

 Para recoger la fracción de solución en la que se encuentra el 

ARN se centrifugó a 13.000 rpm (16200 g) durante 15 minutos a 4ºC, y 

se recogió la fracción transparente resultante de la centrifugación. 

Ésta se trasvasó a un tubo nuevo al que se le añadieron 250 µL de 

isopropanol. A continuación, se mezcló mediante agitación del tubo y 

se incubó durante 2-4 h a -20ºC. 

 Transcurrido el tiempo de incubación se centrifugó a 13.000 

rpm (16.200 g) durante 15 minutos a 4ºC, y se eliminó el 

sobrenadante, obteniendo el precipitado donde se encuentra el 

material genético. Para eliminar los restos de isoporopanol se realizó 

un lavado con 500 µL etanol 75% frío. Posteriormente se volvió  a 

centrifugar la muestra a 13000 rpm (16200 g) durante 15 minutos a 

4ºC, y se eliminó el sobrenadante, resuspendiendo finalmente la 

muestra en 20-50 µL de H2O libre de RNasas. 
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 La cuantificación del ARN aislado se determinó mediante el 

uso del NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer). 

 

3.5. PCR CONVENCIONAL 

 Para el diseño de los oligonucleótidos se utilizó el programa 

informático GenomeCompiler. La lista completa de los 

oligonucleótidos utilizados en este estudio se encuentra en el ANEXO 

II, en la tabla 3.1. 

 Para la realización de las diferentes PCRs convencionales, se 

utilizó el kit comercial Aptamer Hot Start PPP Master Mix (#A615, Top-

Bio), siendo el siguiente el mix utilizado para las reacciones de PCR: 

 

      Tabla 3.2. Mix utilizado para la realización de PCR convencional 

Componentes   Volumen 

Aptamer Hot Start Master Mix 6 µL 

Oligonucleótido Forward (10mM) 0.5 µL 

Oligonucleótido Reverse (10mM) 0.5 µL 

ADN molde 1 µL 

H2O libre de DNasa 4 µL 
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3.6. RETROTRANSCRIPCIÓN DEL ARN A cADN 

3.6.1. Tratamiento con DNAsa I 

 Para la eliminación del ADN residual de la muestra, se utilizó 

el kit de DNAsa I comercial (#18068015, ThermoFisher Scientific), cuya 

enzima DNAsa I actúa digiriendo el ADN presente en la muestra. 

 Una vez preparado el mix según las instrucciones de la casa 

comercial, se incubó durante 15 minutos a temperatura ambiente. 

Transcurrido este tiempo, se inactivó la enzima añadiendo 1µl de EDTA 

25mM al resto de componentes, y se calentó la solución durante 10 

minutos a 65ºC.  

 

3.6.2. Retrotranscripción 

 Para la realización de la retrotranscripción se utilizó el kit High-

Capacity cADN Reverse Transcription Kit (#4368814, ThermoFisher 

Scientific), y se siguió el protocolo de la casa comercial para preparar 

el mix necesario. A continuación se pusieron los diferentes tubos en 

un termociclador, el cual se programó de la siguiente forma: un primer 

paso de 25ºC durante 10 minutos, seguido por un segundo paso de 

37ºC durante 120 minutos, y finalizado con un ciclo a 85ºC durante 5 

minutos. Finalmente, las muestras se conservaron a 4ºC. 

 

3.7. PCR CUANTITATIVA 

 En nuestro caso, el sistema utilizado para la realización de la 

PCR cuantitativa fue el sistema SYBR Green (PowerUp™ SYBR® Green 

Master Mix, #A25918, ThermoFisher Scientific). La mezcla de reacción 
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consta del reactivo comercial de SYBR Green, los cebadores de la 

región a amplificar, y el cADN o ADN molde.  

 

          Tabla 3.3. Mix de PCR cuantitativa utilizado 

  

 Una vez realizado el mix para cada muestra, se programó el 

termociclador QuantStudio de Applied Biosystems de la siguiente 

manera: Un primer ciclo de 50ºC durante 2 minutos, seguido de un 

segundo ciclo a 95ºC durante 10 minutos. A continuación, tres pasos 

que se repetían durante 40 ciclos, y que constaban de un primer paso 

de desnaturalización del ADN a 95ºC durante 15 segundos, un paso de 

alineamiento y elongación (cuya temperatura dependía de la Tm de 

cada par de cebadores) de un minuto, y un paso de extensión de los 

fragmentos a 72ºC durante un minuto. Finalmente, tras terminar el 

programa, las muestras se conservarían a 4ºC. 

 

 

 

Componente Volumen 

PowerUp SYBR Green Master Mix 5 µL 

Oligonucleótido Forward (10mM) 0.5 µL 

Oligonucleótido Reverse (10mM) 0.5 µL 

ADN (10-25 ng) 2 µL 

H2O 2 µL 

Volumen TOTAL 10  µL 
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3.8. EXTRACCIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 

 Para la extracción proteica de muestras celulares, éstas fueron 

en primer lugar centrifugadas y lavadas con PBS frío, al que se le añadió 

previamente el reactivo comercial Pierce Protease and Phosphatase 

Inhibitor Mini Tablets (#A32959, Thermofisher) para evitar la 

desfosforilación de la muestra. Tras ello, los pellets fueron 

resuspendidos en una solución fría del reactivo comercial RIPA Lysis 

and Extraction Buffer (#89900, ThermoFisher Scientific) al que también 

se le añadió el inhibidor de fosfatasas y proteasas anterior. 

Posteriormente, las muestras fueron sonicadas mediante 5 ciclos de 

10 segundos a una intensidad de pulso del 40%, dejando reposar 50 

segundos tras cada sonicación. Durante todo el procedimiento las 

muestras se mantuvieron en hielo para evitar la degradación proteica.  

 Finalmente, las muestras se centrifugaron a 13.000 rpm 

durante 30 minutos, y tras ello se recogió el sobrenadante. Una 

pequeña parte de éste se separó para la cuantificación de proteínas, 

mientras que el resto se conservó inmediatamente a -80ºC. 

 La cuantificación proteica se realizó mediante el kit comercial 

Pierce BCA Protein Assay Kit (#23227, ThermoFisher Scientific), 

siguiendo el protocolo de la casa comercial. 

 

3.9. WESTERN BLOT 

 Para la realización de la electroforesis de proteínas inicial, se 

usó el sistema de geles y cubetas de la casa comercial Clever, siendo 

los geles de poliacrilamida utilizados en este trabajo de entre un 4% y 

un 10% de acrilamida. En cuanto a los reactivos utilizados para la 

síntesis de los geles, la acrilamida fue obtenida de la casa comercial 

Bio-Rad (30% Acrylamide/Bis Solution, 19:1 #1610154), los tampones 
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de Tris y la solución de SDS utilizados fueron preparados manualmente 

en el laboratorio, mientras que los reactivos persulfato amónico (PSA) 

y TEMED fueron obtenidos de la casa comercial Sigma Aldrich 

(#215589-100G-D y #T22500-5ML, respectivamente). Por último, el 

tampón de carga utilizado al cargar las muestras fue preparado 

también manualmente en el laboratorio (40% Glycerol, 240 mM 

Tris/HCl pH 6.8, 8% SDS, 0.04% bromophenol blue, 5% beta-

mercaptoethanol). 

 Las muestras fueron cargadas en cantidades de entre 25-40µg 

y la electroforesis se realizó con un voltaje constante de 120V durante 

1,5-2horas. 

 La transferencia se realizó a 120V durante 1-2 horas 

dependiendo del tamaño proteico en cada caso. Las muestras se 

transfirieron a membranas de PVDF (#1620177, Bio-Rad). El reactivo 

de transferencia utilizado fue obtenido de la casa comercial Bio-Rad 

(#1610734). El buffer TBS fue realizado manualmente en el 

laboratorio, y el Tween20 se obtuvo de la casa comercial Sigma Aldrich 

(#P9416-100ML, Sigma Aldrich).  

 El bloqueo de las membranas se realizó durante al menos una 

hora con una solución de TBS-T con BSA al 5% (#A2153-50G). 

 Los anticuerpos primarios utilizados se disolvieron en 

soluciones de TBS-T con BSA al 1% y 0,1% de azida de sodio (#08591-

1ML-F). A continuación, se detallan los anticuerpos primarios 

utilizados en este trabajo: 
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Tabla 3.4. Anticuerpos de western blot utilizados 

 

 Los anticuerpos primarios se incubaron siempre durante toda 

la noche a 4ºC. Por otra parte, los anticuerpos secundarios utilizados 

fueron anti-Rabbit (#A9169-2ML, Sigma Aldrich) o anti-Mouse 

(#P026002-2, Dako Agilent Technologies), y se incubaron durante 1 

hora a temperatura ambiente en una solución de TBS-T al 2% de BSA. 

 Por último, el revelado y visualización de los resultados se 

realizó por quimioluminiscencia mediante el uso del kit comercial 

Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (#RPN2232, 

GE Healthcare Life Sciences) y el equipo LAS3000. 

 

 

 

Gen Dilución #REF Casa Comercial 

HIPK2 1:2000 AV32586 Sigma Aldrich 

RUNX1 1:1000 PA5-38014 Abcam 

p-RUNX1 (Ser276) 1:500 ab182659 Abcam 

P53 1:5000 PLA0072 Sigma Aldrich 

p-P53 (Ser46) 1:1000 ab76242 Abcam 

CBF-β 1:500 ab33516 Abcam 

EP300 1:500 ab10485 Abcam 

GAPDH 1:60000 ab8245 Abcam 

β-ACTINA 1:10000 D6A8 Cell signaling 
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3.10. HIBRIDACIÓN “IN SITU” FLUORESCENTE (FISH) 

 Las sondas utilizadas para la detección mediante FISH de los 

genes RUNX1, TP53 y CBF-β, así como las sondas centroméricas de los 

cromosomas 7 y 16 fueron obtenidas comercialmente. La información 

relativa a dichas sondas se encuentra recogida en el apartado de 

resultados de este trabajo (cap. 4. Resultados). 

 Por otra parte, las sondas necesarias para la detección de 

HIPK2 y EP300, así como los cromosomas 21 y 22 (pintado 

cromosómico), fueron diseñadas en el laboratorio siguiendo el 

método descrito a continuación.  

 

3.10.1. Preparación y fijación de muestras 

 Para poder llevar a cabo esta técnica, el primer paso fue 

detener el ciclo de las células en metafase, lo que permite visualizar 

los cromosomas. Para ello, se comenzó añadiendo 100µl del reactivo 

comercial KaryoMAX Colcemid Solution (#15212012) al cultivo celular. 

Tras 5-6h después de la aplicación, se recogieron las células y se 

resuspendió el precipitado con cloruro de potasio (KCL), cuya finalidad 

es producir un choque osmótico que rompa las células. Las células se 

mantuvieron en dicha solución durante 15-20 minutos a 37ºC. Tras ello 

se añadió 1ml de una dilución 1:3 de metanol/ácido acético, se mezcló 

mediante inversión y se centrifugó a 1500 rpm durante 10 minutos.  

 Posteriormente se eliminó el sobrenadante y se 

resuspendieron las células en 13ml de la dilución de 

metanol/ác.acético anterior, se incubó durante 10 minutos a 

temperatura ambiente, y se procedió a realizar las extensiones de los 

núcleos celulares en los portaobjetos. Para ello, con una pipeta 

pasteur se dejaron caer varias gotas de la solución con los núcleos 
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sobre los portas, desde una altura de 1,5-2 metros, de modo que los 

núcleos se rompen y quedan suficientemente separados en el cristal 

como para permitir la visualización individual de los cromosomas. 

 Finalmente, la solución fue conservada a -20ºC. 

 

3.10.2. Generación de sondas no comerciales 

 Debido a que en nuestro trabajo se estudiaron genes para los 

cuales no existía ninguna sonda comercial, se fabricaron manualmente 

en el laboratorio sondas válidas para dichos genes con elementos 

convencionales, obteniendo los mismos resultados y reproducibilidad 

que las sondas comerciales. A continuación se exponen los pasos 

utilizados con este fin. 

 

3.10.2.1. Marcaje 

 Para la fabricación de las sondas, se utilizaron como material 

genético que pueda hibridar con la secuencia genómica deseada, BACs 

(del inglés Bacterial Artificial Chromosomes). Estos BACs son 

secuencias de material genético específicas complementarias a una 

región concreta dentro del genoma. La manera de cultivar y extraer 

dichos BACs está especificada en los apartados de cultivo bacteriano y 

de extracción de plásmidos.  

 Para la realización de una hibridación son necesarios 100ng de 

ADN de BAC. Una vez extraído y alicuotado, este debe marcarse con 

elementos fluorescentes, los cuales se basan en dUTPs conjugados con 

fluorocromos verdes o rojos (Green dUTP, # 53202N32-050, Abbot 

Molecular y Red dUTP, # 53202N34-050, Abbot Molecular, 

respectivamente).  
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 Para el marcaje se realizó la ténica Nick Translation (Nick 

Translation Kit, #53207J00-001, Abbot Molecular). Dicha técnica se 

basa en una enzima que realiza cortes aleatorios por toda la secuencia 

del BAC para, posteriormente repararla incorporando dNTPs 

presentes en el medio, gracias a la actividad exonucleasa 5’-3’ de la 

polimerasa utilizada. De esta manera, se van incorporando 

aleatoriamente dNTPs con fluorocromos conjugados a lo largo de la 

secuencia del BAC.  

 El mix de marcaje usado se describe en la siguiente tabla: 

 

            Tabla 3.5. Marcaje de sondas con el protocolo Nick Translation 

Componentes Volumen 

1 μg ADN X μL 

H2O Libre de Nucleasas (17.5 –X) μL 

0,2 mM Green dUTP/ Red dUTP 2.5 μL 

0,1 mM dTTP 5 μL 

0,1 mM dNTPs Mix 10 μL 

10X Tampón Nick Translation 5 μL 

Enzima Nick Translation 10 μL 

Volumen Total 50 μL 

 

 Tras la realización de las reacciones, la mezcla se incubó en un 

termociclador durante 16h a 15ºC. Transcurrido este tiempo, se 
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detuvo la reacción calentando la muestra a 70ºC durante 10 minutos 

y enfriándose posteriormente a 4ºC. 

 

3.10.2.2. Precipitación  

 Posteriormente al marcaje, se precipitó la sonda junto con 

elementos que eviten uniones inespecíficas, promoviendo la unión 

específica de la sonda en la región correspondiente del genoma. Para 

ello, se añadieron a los 100ng de sonda 6µg de Cot-1 Human ADN, 2 

µg de ADN de esperma de salmón y un volumen de H2O hasta 10µl. 

Tras la mezcla de estos elementos se añadió a la mezcla 0,1 volúmenes 

de acetato de sodio 3M y 2,5 volúmenes de etanol absoluto, en dicho 

orden. La solución final se mezcló mediante vórtex y se incubó 16h a -

20ºC en oscuridad.  

 Posteriormente, se centrifugó a 12.000 rpm durante 30 

minutos a 4ºC, se eliminó el sobrenadante y se dejó secar el 

precipitado en oscuridad en presencia de flujo de aire. 

 

3.10.2.3. Hibridación  

 Finalmente, la sonda se resuspendió en H2O y para cada una 

de las hibridaciones, se mezclaron los siguientes elementos: 
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    Tabla 3.6. Mix de hibridación 

Componentes Volumen 

LSI/WCP Hybridization Buffer 7 µL 

H2O (3-X) µL 

Sonda (≈100 ng) X µL 

Sonda Centromérica CEP 0.5 µL 

Volumen Total 10.5 µL 

 

 Tras ello, la solución se mezcló con un vórtex y se extendió 

sobre cada una de las láminas con las extensiones de los núcleos 

preparadas previamente. Seguidamente, se cubrieron las láminas con 

cubreobjetos de 22x22 y se situaron en placas calefactoras 

programables ThermoBrite (ThermoFisher Scientific). El programa se 

basó en un primer paso de 74ºC durante 4 minutos (desnaturalización) 

y un segundo paso a 37ºC toda la noche (hibridación).  

 Transcurridas al menos 16h desde el inicio del programa, se 

procedió al lavado de las láminas, para eliminar las sondas no 

hibridadas. Las soluciones de lavado se basan en detergentes que 

ayudan a eliminar uniones no covalentes, así como también a romper 

membranas nucleares, facilitando la visualización de los resultados. 

 Los lavados se realizaron de la siguiente forma: En primer lugar 

se retiraron cuidadosamente los cubreobjetos y se incubaron las 

láminas en una solución de lavado previamente atemperada a 72ºC 

(0,4X SSC/0,3% NP40) durante 2 minutos. A continuación, las láminas 

se sumergieron en una segunda solución de lavado (2XSSC/0,1%NP40) 

a temperatura ambiente y se agitaron ligeramente durante 10 
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segundos. Finalmente, se dejaron secar en oscuridad durante unos 

minutos y tras ello, se añadieron 10-15µl DAPI en la región hibridada, 

se cubrió dicha región con un cubreobjetos y se dejaron incubar las 

láminas durante 30 minutos en oscuridad, antes de observarlas en el 

microscopio de fluorescencia. 

 

3.10.2.4. Pintado cromosómico  

 El pintado cromosómico implica la hibridación de múltiples 

sondas a lo largo de los cromosomas con la finalidad de marcar el 

cromosoma al completo. Esto permite, entre otras cosas, observar 

posibles translocaciones y determinar ambos cromosomas 

involucrados, o identificar cromosomas para los que no se dispone de 

sonda centromérica (CEP). 

 Para marcar un cromosoma completo, se realizó una 

hibridación distinta sobre la muestra elegida. El mix de la reacción 

incluía 2µl de tampón de hibridación, 1,5µl de la sonda del cromosoma 

que queremos observar (en rojo o en verde) y 1,5µl de agua. La 

solución se mezcló mediante vórtex y se colocó sobre la zona de la 

extensión en la que mejor se observen las metafases, se cubrió con un 

cubreobjetos y se incubó en la placa calefactora programable a 72ºC 

durante 3 minutos y 18-24h a 37ºC. Al día siguiente se procedió a los 

lavados del mismo modo descrito anteriormente. 

 

3.10.2.5. Visualización de resultados 

 Finalmente, las extensiones fueron analizadas bajo un 

microscopio de fluorescencia mediante el software informático Isis 

Image Acquisition System. 
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3.11. CULTIVO BACTERIANO 

3.11.1. Reactivos y condiciones de cultivo 

 Para el crecimiento de bacterias (las cuales incorporan el BAC 

o el plásmido correspondiente previamente transformado) se preparó 

un medio de cultivo basado en una dilución de 20g del producto LB 

Broth (Sigma Aldrich #L3022) en 1 L de agua. Dicho medio fue 

posteriormente autoclavado. 

 Antes de iniciar el cultivo definitivo, se preparó un precultivo, 

el cual consiste en inocular una pequeña cantidad de muestra 

bacteriana en un volumen de 10ml de LB con el antibiótico 

correspondiente e incubarla a 37ºC durante toda la noche. 

 Tras el precultivo, se procedió a determinar si la secuencia de 

ADN incorporada en las bacterias es la correcta. Para ello, el ADN se 

extrajo mediante el kit de extracción de plásmidos ZR Plasmid 

Miniprep (Zymo Research # D4015) y, posteriormente fue cortado 

mediante diferentes enzimas de restricción en lugares conocidos del 

mapa del vector. Después, las soluciones se cargaron y corrieron en un 

gel de agarosa, para conocer si las secuencias eran las correctas. 

 Finalmente, se seleccionaron aquellas muestras cuya 

secuencia incorporada fuera la correcta, y se procedió a la realización 

de un cultivo bacteriano de mayores dimensiones, mediante la 

inoculación de una pequeña muestra del precultivo en un volumen 

mucho mayor de medio de cultivo, al que se le añadió el antibiótico 

correspondiente. Para la realización de este trabajo se utilizaron como 

antibióticos de selección Chloroamfenicol (Sigma-Aldrich #C0378) a 

una concentración final de 10,2 µg/mL, y Ampicilina (ThermoFisher 

Scientific #11593027) a una concentración de 25 µg/mL. 
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 Una vez obtenido el cultivo bacteriano, se conservó una 

pequeña alícuota a -80ºC para futuros experimentos, a la cual se le 

añadió un 20% de glicerol al 75%. 

  

3.12. TRANSFORMACIÓN BACTERIANA 

 Para la transformación bacteriana se utilizaron las células 

competentes SIG-10 5-alpha (#CMC0007, Sigma Aldrich), las cuales se 

pusieron en hielo, junto con los tubos de microcentrífuga, 20 minutos 

antes de comenzar el protocolo. 

 En primer lugar, se añadieron 45µl de células competentes y 

5µl del ADN que se quería transformar en el tubo de microcentrífuga, 

se mezcló cuidadosamente evitando la formación de burbujas y se 

incubó durante 30 minutos en hielo. Tras ello, la mezcla fue sometida 

a un choque térmico consistente en 45 segundos de incubación a 42ºC 

para, inmediatamente después volver a ser puestas en hielo durante 

dos minutos. En último lugar, se añadieron 950µl de “Clonning 

Recovery Medium” a los tubos con las células y se incubó durante 1,5 

horas en agitación a 750rpm y 37ºC.  

 Finalizado este periodo, se sembraron 300µl de la mezcla en 

placas petri con bactoagar y el antibiótico correspondiente, las cuales 

se habían preparado previamente, y se incubó toda la noche 37ºC. 

 Al dia siguiente, se seleccionaron varias colonias individuales 

que habían crecido en presencia del antibiótico y se procedió a realizar 

los precultivos bacterianos con el fin de elucidar si la secuencia que 

albergaban las bacterias en su interior era la deseada. 
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3.13. ENSAYOS DE TRANSFECCIÓN 

 La transfección es la manera, mediante la cual conseguimos 

introducir una secuencia genética de interés, que realizará unas 

funciones de interés, en el interior de las células eucariotas en cultivo. 

El efecto que tiene la transfección sobre las células, no es permanente, 

sino transitorio, perdiéndose después de ciertos pases celulares. Por 

ello este protocolo está indicado en el caso de querer ver los efectos 

durante un corto periodo de tiempo. 

 En nuestro caso, la transfección se realizó sobre las células 

previamente modificadas, Phoenix. Amphotropic, con el fin de 

introducir en ellas la información genética necesaria para que fueran 

capaces de sintetizar partículas retrovirales capaces de infectar a otras 

células. Dichas partículas retrovirales contendrían la secuencia de 

cDNA necesaria (shRNA) para, una vez integradas en el genoma de la 

célula infectada, inducir la síntesis de ARN de interferencia (siRNA) 

contra el gen que se deseaba silenciar, siendo éste en nuestro caso 

HIPK2. 

 Se obtuvieron cuatro plásmidos comerciales de la casa 

Origene. Dichos plásmidos (pRFP-C-RS) incorporaban cada uno una 

secuencia distinta de cDNA codificante para RNA de interferencia anti-

HIPK2 (shRNAs). Además, incorporaban una secuencia codificante 

para la proteína RFP (Red-Fluorescence-Protein), que permitía una 

correcta monitorización de la eficiencia de la transfección, y el gen de 

resistencia a la puromicina, para la selección de las células después de 

la infección. Además, se usó también el plásmido MSCV-IRES-GFP, 

amablemente cedido por el Institute of Molecular Genetics (IMG), de 

Praga. Este plásmido contenía la secuencia codificante para GFP 

(Green-Fluorescence-Protein), con la cual también se podía 

monitorizar la eficacia de la transfección, pero, además, dicha 
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secuencia codificante para GFP estaba contenida entre las secuencias 

5’ y 3’ LTR, por lo que sería incluida en los retrovirus producidos tras la 

transfección. De este modo, este plásmido podía usarse también como 

control de la infección, ya que, cuando más adelante se realizara ésta, 

las células correctamente infectadas expresarían también GFP. 

 Para la realización de la técnica de transfección, el primer paso 

fue sembrar las células Phoenix en placas de 100mm. Una vez 

alcanzado el 80-85% de confluencia, se comenzó el procedimiento. 

Cada placa se transfectó con una secuencia de shRNA distinta. Las 

cuatro secuencias fueron llamadas shRNA17, 18, 19 y 20 

respectivamente. Además, se transfectó una quinta placa con un 

plásmido que contenía una secuencia de shRNA scramble (SCR) para 

HIPK2. Por último, se transfectó una sexta placa con el plásmido 

pMSCV-IRES-GFP (llamado MSCV a partir de ahora). Además, todas las 

placas fueron también trasnfectadas con el plásmido pCL. Apmho, el 

cual contenía las secuencias codificantes (genes GAG/POL) para la 

envoltura y el correcto ensamblaje de los virus. Como reactivo de 

transfección se utilizó PEI (Sigma Aldrich, # 408727-100ML). 

 Para cada placa a transfectar, se creó una solución diferente. 

Dicha solución contenía 1ml de medio libre de suero Opti-MEM, 80µl 

de PEI, 20µg del plásmido de interés y 20µg del plásmido previamente 

extraído pCL.Ampho. Se mezcló la solución cuidadosamente y se 

incubó a temperatura ambiente durante 20 minutos, mientras los 

cuales se procedió a cambiar el medio de cultivo de las placas que se 

iban a transfectar por DMEM fresco sin antibióticos y con un 2% de 

suero bovino fetal. Transcurrido el tiempo, se añadió lentamente la 

solución, que contenía los complejos DNA-lípido, gota a gota y desde 

muy poca altura sobre la superficie de la placa. De esta manera, se 

transfectaron 6 placas por cada línea celular utilizada, por lo que 

finalmente tendríamos 4 placas transfectadas con los cuatro shRNAs 
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diferentes para HIPK2, una placa transfectada con el shRNA scramble 

y una placa transfectada con el plásmido MSCV. 

 Posteriormente, las placas se inclinaron lentamente en todas 

las direcciones para asegurar la homogenización de la solución con el 

medio de cultivo y se incubaron a 37ºC durante 5h. Tras este tiempo, 

el medio de cultivo de las placas se cambió por medio fresco completo. 

 24h post-transfección, se volvió a cambiar el medio de las 

placas por medio fresco completo y se continuaron incubando hasta 

las 48h. Entonces, se recogió el medio y se volvió a añadir DMEM 

fresco a la placa, que se volvió a incubar 24h más en condiciones 

estándar. Por otra parte, el medio recogido que contenía los retrovirus 

ya formados se centrifugó 5 minutos a 1500rpm. Tras ello, el 

sobrenadante se filtró utilizando un filtro de 0,45µm para eliminar 

cualquier resto celular, y la solución restante que contenía los 

retrovirus fue inmediatamente utilizada para los ensayos de infección 

o en su defecto, congelada a -80ºC para su uso posterior. 

 Este procedimiento se repitió nuevamente 24h más tarde (72h 

post-transfección) y 48h más tarde (96h post-transfección), 

recogiéndose nuevas alícuotas virales que serían inmediatamente 

usadas en ensayos de infección o congeladas pasa su uso posterior. 

 Finalmente, tras recoger las últimas alícuotas virales (96h post-

transfección), no se añadió nuevo medio a las placas transfectadas, 

sino que éstas se usaron para observar la fluorescencia a través del 

microscopio de fluorescencia, comprobando si la transfección y 

producción de virus se había realizado con éxito. Todas las células 

trasnfectadas con los shRNAs anti-HIPK2 o scramble expresarían RFP 

(color rojo), mientras que las células transfectadas con el vector MSCV 

expresarían GFP (color verde). Un ejemplo de lo anterior puede 

observarse en la figura 3.1. 
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3.14. INFECCIÓN CELULAR 

 Para la realización de las infecciones retrovirales de células 

leucémicas, tuvimos que hacer algunas modificaciones en los 

protocolos básicos de transfección/infección, debido a la dificultad 

extra que presentan las líneas leucémicas en suspensión. Por ello se 

cambiaron varios aspectos para mejorar la eficiencia del proceso de 

transfección (como hemos visto) e infección: Se ajustó la cantidad de 

células usadas para ser transfectadas y la cantidad de virus utilizado en 

la infección; se mejoró también la calidad del virus y se usó la técnica 

de la titulación para elegir los virus más eficientes; se monitorizaron 

las infecciones con citometría de flujo y se incluyeron más controles. 

Además, tras probar diferentes cantidades de puromicina y tiempos 

de selección, se decidió incrementar la cantidad de ésta utilizada en la 

selección de las células infectadas y, sobre todo, el tiempo de 

selección, hasta obtener una población de células que creciera de 

Figura 3.1  Imagen de microscopía de fluorescencia mostrando las células 
Phoenix expresando GFP, en verde, trasnfectadas con el plásmido MSCV-
IRES-GFP; y las células Phoenix transfectadas con los plásmidos que 
contienen la secuencia de shRNA y que expresan RFP, en rojo. 
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modo exponencial en presencia del antibiótico. Además, se fueron 

obteniendo diferentes extractos proteicos a diferentes tiempos post 

infección para elucidar cual era el momento en el que el nivel de 

inhibición era más elevado. 

 Así pues, el primer paso fue recoger y centrifugar las células 

que iban a ser infectadas (1.500 rpm, 5 minutos). Dichas células debían 

encontrarse dividiéndose exponencialmente para poder ser 

infectadas, por lo que las horas previas a la infección se suplementaron 

los medios de cultivo con mayor cantidad de suero bovino fetal (FBS) 

y piruvato sódico, y se comprobó que la confluencia fuera óptima. Tras 

la centrifugación, se resuspendió el pellet en 2ml de medio RPMI 

10%FBS sin antibióticos y se añadió la solución de retrovirus recién 

descongelada o producida. Finalmente, se añadió a la solución una 

cantidad de 8µg/ml de Polybrene (Polybrene Infection / Transfection 

Reagent, #TR-1003-G, ThermoFisher Scientific). Tras ello, los tubos se 

invirtieron cuidadosamente 2-3 veces y fueron centrifugados a 32ºC 

durante 60-90 minutos a 800g. Este proceso favorece mucho el 

encuentro entre las células y las partículas virales, promoviendo la 

infección. 

 Transcurrido este tiempo, todo el contenido de los tubos se 

volvió a colocar en sus respectivos frascos (células + virus + polybrene) 

tras una cuidadosa resuspensión del pellet en la solución viral. Los 

frascos se incubaron entonces durante 3-4h a 37ºC en el incubador. 

Finalmente, tras ese tiempo, las células se volvieron a centrifugar, y en 

este caso, el sobrenadante viral se desechó y en su lugar se 

resuspendieron las células en medio completo fresco generosamente 

suplementado para favorecer la división y la recuperación post-

infección, y se incubaron durante 24h a 37ºC. 
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 Este proceso fue repetido 24h y 48h después, es decir, se 

realizaron 3 infecciones con cada población celular, una cada 24h. 

 Una vez se terminaron los tres procesos de infección, las 

células recién infectadas se mantuvieron en cultivo durante 48h en 

condiciones normales antes de comenzar la selección. 

 

3.15. SELECCIÓN CELULAR 

 Existen diferentes maneras de comprobar si la infección se ha 

realizado correctamente, así como el grado de infección de la 

población celular. En nuestro caso, los retrovirus sintetizados no 

incorporaban la secuencia de ninguna proteína fluorescente, excepto 

los virus creados a partir del vector MSCV. No obstante, sí que 

incorporaban un gen de resistencia a la puromicina. 

 Así pues, 48h después de la última infección, las células 

infectadas con los retrovirus MSCV fueron observadas bajo el 

microscopio de fluorescencia y/o analizadas bajo citometría de flujo. 

El grado de fluorescencia de color verde que mostraban las células nos 

daría una aproximación acerca del grado de infección alcanzado en el 

experimento.  

 Por otra parte, a las células infectadas con los shRNAs-anti-

HIPK2 y scramble, se les añadió el antibiótico puromicina en el medio 

de cultivo, a una concentración de 2µg/ml, y fueron cultivadas en este 

medio a partir de este momento, realizando pases celulares y 

añadiendo antibiótico nuevo cada dos días. Este proceso permitía 

seleccionar aquellas células que habían integrado el plásmido en su 

genoma, permitiendo que sobrevivieran al antibiótico. Durante la 

realización los pases celulares las células se recogían completamente, 

puesto que se encuentran en suspensión, y se centrifugaban a baja 
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velocidad (900-1.000 rpm). Esto permitía precipitar las células vivas y 

que los restos celulares quedaran en el sobrenadante.  

 Todo este proceso fue realizado durante 2-3 semanas, hasta 

conseguir una población celular estable que creciera normalmente en 

presencia del antibiótico. Tras ello, la población se expandió lo 

suficiente como para extraer proteínas y realizar un análisis de 

western blot, el cual revelaría si alguno de los shRNAs utilizados había 

producido inhibición de HIPK2.  

 

3.16. TRATAMIENTOS CELULARES CON FÁRMACOS 

 En este trabajo se realizaron tratamientos con diversos 

fármacos utilizados en la terapia de los pacientes con NMPs 

agudizadas, así como tratamientos con el inhibidor de p300, C646. 

 Todos los tratamientos celulares se realizaron en placas de 96 

pocillos, sembrando 10.000 células en 90µl de medio de cultivo al que 

se le añadieron 10µl de solución de fármaco disuelto en PBS o PBS-

DMSO según la solubilidad del fármaco en cada caso. De este modo 

resultaba sencillo medir la viabilidad tras el tratamiento mediante 

espectrofotometría (MTS). 

 Los fármacos utilizados en este trabajo fueron Imatinib (Sigma 

Aldrich, #SML1027-10MG), Hidroxiurea (Sigma Aldrich, #H8627-1G), 

Ruxolitinib (Santa Cruz Biotechnology, #sc-364729) y C646 (Sigma 

Aldrich, #SML0002-5MG). 

 Previamente a la aplicación de los diferentes tratamientos, 

todas las líneas celulares que iban a ser tratadas fueron sometidas a 

ensayos de determinación de la Ic50 para cada fármaco. Dichos 

ensayos se realizaron también mediante la técnica de MTS. 
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 Finalmente, se escogieron tres concentraciones de cada 

fármaco para realizar los diferentes tratamientos. Las tres 

concentraciones utilizadas correspondían con la Ic50 (concentración 

1), la mitad de la Ic50 (concentración 2) y el doble de la Ic50 

(concentración 3). Finalmente, las mismas concentraciones testadas 

en las líneas celulares fueron aplicadas a las muestras celulares de 

pacientes en cultivo. 
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4. RESULTADOS 

Los resultados obtenidos durante este trabajo, se dividen en 

tres bloques diferentes. 

En primer lugar, se describe la caracterización molecular de los 

componentes del complejo HIPK2/EP300/RUNX1/CBF-β/TP53 en tres 

niveles distintos:  A nivel de expresión de ARNm, a nivel de expresión 

de proteína (normal y fosforilada), y a nivel del número de 

copias/alteraciones cromosómicas de dichos genes.  

Todos los experimentos de este bloque fueron realizados en 

las seis líneas celulares descritas previamente en el apartado 

MATERIALES Y MÉTODOS, con el objetivo de estudiar la expresión, el 

estado de activación de los genes, así como observar las posibles 

anomalías a nivel de número de copias de cada uno de los genes del 

complejo (posibles translocaciones, deleciones o amplificaciones de 

estos). 

En segundo lugar, se exponen los resultados funcionales 

obtenidos en las seis líneas celulares anteriormente citadas al 

modificar de manera estable la expresión de la quinasa HIPK2 o al 

modificar de manera química la expresión de la acetil-transferasa 

p300. 

En este bloque se muestran resultados de expresión proteica 

mediante Western Blot, proliferación celular, viabilidad, análisis de 

citometría de flujo (FACs) correspondiente a los estudios de apoptosis 

y de ciclo celular, así como análisis del efecto de fármacos 

convencionales para el tratamiento de los NMPs en el contexto en el 

que la expresión de los genes del complejo está modificada. 
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 Por último, en el tercer bloque mostraremos los resultados 

obtenidos al inhibir químicamente p300 en muestras biológicas de 

médula ósea y/o sangre periférica de 18 pacientes de NMPs y 13 

donantes sanos. 

Dichos efectos fueron evaluados mediante experimentos de 

viabilidad celular y estudios de apoptosis mediante citometría de flujo. 

 

4.1. CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DEL COMPLEJO 

HIPK2/EP300/RUNX1/CBF-Β/TP53 

4.1.1. Análisis de la expresión génica y del nivel de proteína 

El gen HIPK2 mostró un patrón muy diferencial de expresión 

en las diferentes líneas celulares estudiadas (fig. 4.1 A), teniéndo una 

expresión muy alta en la línea celular HEL, una expresión media en las 

líneas MEG-01 y K-562, una expresión baja en la línea celular SET-2 y 

una expresión génica muy baja en las líneas celulares KU-812 y HL-60. 

Por otro lado, los resultados de Western Blot para la proteína HIPK2 

(fig. 4.1 B) mostraron una coincidencia casi total con los resultados de 

PCR cuantitativa, observándose un patrón de expresión muy similar. 

Tan sólo la línea celular HL-60 no mostró expresión proteica de HIPK2, 

por lo que en dicha línea, la baja expresión génica de HIPK2 no parece 

ser suficiente para producir la expresión de la proteína. 

En cuanto al gen RUNX1, todas las líneas celulares mostraron 

expresión de mARN (fig. 4.1 C), siendo la línea K-562 la que mostraba 

una menor expresión del gen. Mediante Western Blot se observó una 

expresión diferencial de las tres principales isoformas de RUNX1 

(isoformas a, b y c)270,274, detectándose expresión proteica de al menos 
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una de las isoformas en todas las líneas celulares (fig 4.1 C). Es 

llamativo que la isoforma más expresada en todas las líneas (excepto 

en HEL) fuera la isoforma definida en la literatura como isoforma 

“leucémica” (isoforma a), cuya expresión se asocia con el desarrollo de 

LMA268,269. De hecho, hasta tres líneas celulares (SET-2, K-562 y HL-60) 

expresaban casi exclusívamente dicha isoforma “leucémica”, en 

detrimento de las isoformas “funcionales” b y c. Por otra parte, se 

estudió también la expresión de la proteína activa (fosforilada) de 

RUNX1, concretamente en la serina 276, diana de fosforilación de 

HIPK2, observándose fosforilación en casi todas las líneas estudiadas 

excepto en la única línea sin expresión de HIPK2 (HL-60). Además, se 

vio en todos los casos (excepto en HL-60) fosforilación de la isoforma 

a, habiéndo incluso dos líneas (SET-2 y K-562) en los que dicha 

isoforma era la única isoforma fosforilada por HIPK2. 

Figura 4.1  A y C) Nivel de expresión relativa mediante RT-qPCR de los genes 
HIPK2 y RUNX1 respectivamente en las seis líneas celulares estudiadas.   B y 
D) Western Blot de los niveles de proteína de ambos genes, así como de la 
forma fosforilada de RUNX1, p-RUNX1, en la serina 276 (diana de fosforilación 
de HIPK2). 
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En relación a la expresión del gen TP53 (fig 4.2 A), se observó 

una expresión alta en las líneas celulares HEL, MEG-01 y sobre todo 

KU-812, una expresión baja en la línea SET-2 y una expresión nula en 

las líneas celulares K-562 y HL-60. Estos resultados concuerdan con los 

resultados de nivel de proteína de p53 obtenidos mediante Western 

Blot (fig 4.2 B), con la única particularidad de que la línea SET-2 no 

expresó la proteína p53. Además, se estudiaron también los niveles de 

fosforilación de p53 en la serina 46, diana de fosforilación de HIPK2, 

observándose expresión de p-p53 (ser46) en las mismas tres líneas 

celulares, siendo la línea celular HEL la que mostró un nivel de proteína 

de p-p53 menor y KU-812 la que expresó una mayor expresión, 

especialmente alta en dicha línea. 

Por otra parte, el gen CBF-β mostró expresión génica en todas 

las líneas estudiadas (fig 4.2 C), siendo la línea celular MEG-01 la que 

mostró un menor nivel de expresión. Además, a nivel de proteína, 

todas las líneas estudiadas mostraron un patrón de expresión proteica 

Figura 4.2  A y C) Nivel de expresión relativa mediante RT-qPCR de los genes 
TP53 y CBF-β respectivamente en las seis líneas celulares estudiadas.   B y D) 
Western Blot de los niveles de proteína de ambos genes, así como de la forma 
fosforilada de p53, p-p53, en la serina 46 (diana de fosforilación de HIPK2). 
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uniforme de CBF-β (fig 4.2 D), no observándose diferencias apreciables 

entre ellas. 

Por último, se estudiaron también los niveles de expresión 

génica y proteica del gen EP300 (fig 4.3 A y B), observando en primer 

lugar que todas las líneas celulares expresaban el gen, aunque las 

líneas HEL, SET-2 y MEG-01 tenían una expresión menor que el resto; 

y, por otro lado, que dichas diferencias no fueron observables a nivel 

de proteína, observándose una expresión de la proteína p300 

uniforme en todas ellas.  

 

 

 

 

 

 

Resumiendo, la expresión de los anteriores genes en las seis 

líneas celulares estudiadas sigue un patrón complejo, resultando muy 

complicado realizar agrupaciones teniendo en cuenta la expresión tan 

diferente de todos los miembros del complejo. No obstante, hay dos 

genes que muestran una expresión más uniforme (sobre todo a nivel 

protéico), como son CBF-β y EP300.  

Figura 4.3  A) Nivel de expresión 
relativa mediante RT-qPCR del gen 
EP300 en las seis líneas celulares 
estudiadas.   B) Western Blot de 
los niveles de proteína p300 en 
dichas líneas.  
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En las figuras 4.4 y 4.5 se muestra un resumen de la expresión 

relativa, así como del nivel de proteína de los genes del complejo en 

las seis líneas celulares.  

Figura 4.4  Nivel de expresión génica relativa de los genes HIPK2, RUNX1, 
TP53, CBF-β y EP300 en las seis líneas celulares estudiadas. El nivel de 
expresión viene representado por el siguiente código de colores: rojo oscuro 
(sin expresión), rojo claro (expresión muy baja), naranja (expresión baja), 
amarillo (expresión media), verde claro (expresión alta) y verde oscuro 
(expresión muy alta).  

Figura 4.5  Nivel de proteína de los genes HIPK2, RUNX1, TP53, CBF-β y EP300 
en las seis líneas celulares estudiadas, así como de las formas fosforiladas p-
p53 (ser46) y p-RUNX1 (ser276) y los controles β-ACTINA y GAPDH. 
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4.1.2. Análisis del número de copias y de posibles alteraciones 

génicas mediante Hibridación in Situ Fluorescente (FISH). 

Para comprobar si existían alteraciones en el número de copias 

génicas y/o diversas anomalías genéticas como translocaciones, 

deleciones o amplificaciones de los genes del complejo en las 

diferentes líneas celulares, se utilizó la técnica de Hibridación in Situ 

Fluorescente (FISH). Mediante esta técnica realizamos marcajes con 

sondas específicas para cada gen y realizamos el contaje de 100 células 

en cada caso y para cada línea celular, lo que nos permitió obtener los 

porcentajes de ganancia, deleción o normalidad para cada gen en cada 

una de las líneas. Hablaremos de ganancia génica total cuando exista 

un mayor número de copias del gen íntegro (con todas sus regiones) 

que del centrómero del cromosoma al cual pertenece dicho gen. En 

caso de que sólo una de las regiones del gen presente mayor número 

de copias que el centrómero del cromosoma, hablaremos de ganancia 

génica parcial. El mismo criterio, pero, al contrario, será aplicado para 

los casos de deleción génica total o parcial. Por otro lado, cuando el 

número de copias del gen a estudio sea el mismo que el número de 

copias del centrómero del cromosoma al que pertenece dicho gen, 

hablaremos entonces de normalidad. A continuación, se muestran 

imágenes representativas de cada caso estudiado y los diferentes 

resultados obtenidos. 

 

4.1.2.1. HIPK2  

Debido a que no existe sonda comercial disponible para el gen 

HIPK2, en este caso la sonda fue diseñada en el laboratorio. Para ello 

utilizamos dos BACs comerciales los cuales se corresponden con las 

regiones 5’ y 3’ del gen HIPK2, y las marcamos con distintos 
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fluoróforos. Para identificar la región inicial del gen, que se 

corresponde con el exón 1 (y que incluye la región codificante para el 

dominio quinasa), usamos el BAC comercial RP11-432K9, el cual fue 

marcado con fluoróforos que emiten en el espectro de color rojo. Por 

otra parte, para la región terminal del gen (que se corresponde con los 

exones 7 al 15) usamos el BAC comercial CTD-3010M17, el cual fue 

marcado para emisión en color verde. Por último, para marcar el 

centrómero del cromosoma 7, en el cual se encuentra HIPK2, usamos 

una sonda disponible comercialmente y la cual está marcada en color 

azul (Vysis CEP 7 D7Z1), de la casa comercial Abott Molecular. El 

esquema del marcaje de FISH para HIPK2 está recogido en la figura 4.6. 

A continuación, en la figura 4.7, se muestra un ejemplo de con 

dos imágenes de los resultados obtenidos para el FISH de HIPK2 en las 

seis líneas celulares estudiadas. En la imagen de la izquierda se 

observan las señales roja y verde sobre la señal azul del DAPI, que 

muestra la cromatina del núcleo celular en interfase. En la imagen de 

la derecha, se pueden observar las tres sondas simultáneamente 

(RP11-432K9, CTD-3010M17 Y CEP7) sin la señal del DAPI, lo que 

Figura 4.6  Representación esquemática del gen HIPK2 dentro del brazo largo 
del cromosoma 7 y de las sondas utilizadas para su observación mediante la 
técnica FISH. En rojo, sonda RP11-432K9 (región proximal); en verde, sonda 
CTD-3010M17 (región terminal); en azul, sonda CEP7 (centrómero del 
cromosoma 7). 



                                                                                     Capítulo 4. Resultados 
 

176 

permite ver los dos extremos del gen HIPK2 junto con el centrómero 

del cromosoma 7. 

Los resultados para el FISH de HIPK2 mostraron una gran 

heterogeneidad dependiendo de la línea celular observada, siendo la 

normalidad (mismo número de copias del gen que centrómeros) el 

caso más abundante. Sin embargo, también encontramos líneas con 

HIPK2 delecionado o incluso translocado. HIPK2 permanece sin 

alteraciones en la gran mayoría de los casos, con algunas excepciones 

que nunca superan el 10% del total, observándose las señales roja y 

verde una al lado de la otra, lo que indica que el gen no ha sufrido 

ningún proceso de rotura ni de translocación parcial. A continuación, 

se detallan los resultados para cada línea celular. 
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Figura 4.7  Imágenes de FISH para el gen HIPK2 en las líneas celulares HEL y 
SET-2. En rojo, región proximal del gen; en verde, región terminal del gen; en 
azul, centrómero del cromosoma 7. Se muestran dos imágenes para cada 
línea celular. La imagen de la izquierda muestra las señales roja y verde sobre 
el fondo del DAPI. La imagen de la derecha muestra simultáneamente las 
señales roja, verde y azul (CEP7). 
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Continuación figura 4.7  Imágenes de FISH para el gen HIPK2 en las líneas 
celulares MEG-01, KU-812, K-562 y HL-60. En rojo, región proximal del gen; en 
verde, región terminal del gen; en azul, centrómero del cromosoma 7. Se 
muestran dos imágenes para cada línea celular. La imagen de la izquierda 
muestra las señales roja y verde sobre el fondo del DAPI. La imagen de la 
derecha muestra simultáneamente la señal roja, verde y azul (CEP7). 
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Los resultados para la línea celular HEL mostraron que la 

normalidad era la tendencia más abundante en dicha línea, con una 

frecuencia de un 94,24% del total de células observadas y tan sólo un 

5,76% de casos de ganancia génica, es decir células que mostraron más 

copias del gen que del centrómero del cromosoma 7. Además, el 100% 

de estas células mostraron 2 centrómeros del cromosoma 7, lo cual 

concuerda con el cariotipo descrito para dicha línea celular. Cabe 

destacar que esta línea mostró una tendencia a la translocación, 

observándose esto en un 36,36% de casos, en los que una de las copias 

del gen permanecía en el cromosoma 7 mientras que la otra copia se 

encontraba en otro cromosoma no determinado. Una imagen 

representativa de este caso se puede observar en la primera imagen 

de la figura 4.7. 

En cuanto a la línea celular SET-2, ésta resultó encontrarse 

delecionada, siendo lo más común encontrar dos centrómeros del 

cromosoma 7 pero sólo una copia del gen en cada célula, y 

observándose esto en un 92% del total de células analizadas, como 

puede verse en la imagen de la línea SET-2 de la figura 4.7. Por otra 

parte, tan sólo un 8% de las células mostraron normalidad en cuanto 

al número de copias. El cariotipo observado también concuerda con el 

descrito en la bibliografía (dos cromosomas 7). 

La tendencia más abundante en la línea celular MEG-01 

(tercera imagen fig. 4.7) fue la normalidad, siendo así en un 77,77% 

del total de casos observados. Además, se encontró un 20,98% de 

casos de ganancia génica, de los cuales el 23,5% (4,94% del total) 

mostraron una ganancia parcial del gen, siendo sólo la región inicial 

del gen (sonda RP11-432K9) la que mostraba más número de copias 

que el centrómero del cromosoma 7. Por otra parte, cabe destacar 

que, aunque en el cariotipo descrito para esta línea hay dos 
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cromosomas 7 por cada célula, se observó un gran número de células 

con un número de estos cromosomas superior a dos y, por tanto, un 

número de copias superior a dos del gen HIPK2. Así pues, si tenemos 

en cuenta el número de células con ganancia génica no parcial (el gen 

entero, incluyendo su región inicial y terminal se encuentra ganado) y 

el número de células que presentaban normalidad, aunque con más 

de dos cromosomas 7 y de dos copias de HIPK2, encontramos que el 

28,4% del total de células mostraban más de dos copias de HIPK2 en 

su núcleo, por lo que se puede afirmar que el 28,4% de células tenían 

una dotación génica de HIPK2 superior a la normal. 

La línea celular KU-812 (cuarta foto figura 4.7) mostró un 

patrón altamente normal, siendo la frecuencia de normalidad de un 

85,7% del total de células observadas. Sin embargo, en esta línea se 

observó un 13,2% de ganancia génica. Dentro de los casos de ganancia 

génica, el 69,5% de ellos (9,18% del total) mostraron una ganancia 

parcial, siendo sólo la región inicial del gen (sonda RP11-432K9) la que 

mostraba más número de copias que el centrómero del cromosoma 7, 

mientras que el 30,5% restante de los casos de ganancia se debieron a 

una ganancia total del gen, incluyendo ambas regiones de este. Esta 

línea celular fue en la que más se observó la rotura del gen HIPK2 con 

un 9,18% del total de casos. 

El caso de la línea celular K-562 es algo diferente al resto, ya 

que presenta una tetrasomía del cromosoma 7, de manera acorde al 

cariotipo descrito para esta línea celular. Pese a poseer cuatro 

cromosomas 7 en cada núcleo celular, el 75% de las células está 

delecionada para HIPK2 (3 copias del gen), mientras que sólo un 25% 

de éstas presentan normalidad (4 centrómeros y 4 copias del gen). El 

hecho de que el 75% de lás células estén delecionadas no debe 

confundirse con el hecho de que la dotación génica de HIPK2 en la línea 
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K-562 sea inferior a lo normal (2n), ya que, debido a la tetrasomía del 

cromosoma 7, aunque esta línea se muestre altamente delecionada, 

sigue teniendo 3 copias del gen, es decir, una dotación génica mayor 

de lo normal para cualquier célula diploide (2n). Así pues, si tenemos 

en cuenta el número total de células que resultaron tener más de dos 

copias de HIPK2, independientemente del estado del gen respecto al 

número de cromosomas (ganancia o normalidad), nos encontramos 

con que el 91,25% del total de células presentan más de dos copias de 

HIPK2, siendo de este modo, la dotación génica superior a lo normal 

para las células humanas. En la quinta imagen de la figura 4.7 se puede 

observar un caso de normalidad para esta línea en la que se observan 

tres cromosomas 7 y tres copias de HIPK2.  Además, en la figura 4.8. 

A, se observa un caso representativo de una deleción aunque el 

número de copias de HIPK2 siga siendo de cuatro (en dicho caso el 

centrómero del cromosoma 7 se observa en rojo, y HIPK2 en verde). 

Por último, tenemos el caso de la línea celular HL-60, la cual 

presenta normalidad en el 90,8% de los casos, aunque también bajas 

frecuencias de deleción (5,26%) y de ganancia génica (3,94%). En esta 

línea se observó un muy elevado porcentaje de células translocadas 

para el gen HIPK2, siendo la frecuencia de translocación del 81,57%. 

De estas translocaciones, el 89,8% fueron translocaciones 

heterocigotas (última imagen figura 4.7), es decir, tan sólo una de las 

dos copias del gen se encontraba translocada a otro cromosoma, 

mientras que la otra copia permanecía en uno de los cromosomas 7; y 

tan sólo el 10,2% de las translocaciones fueron homocigotas (las dos 

copias de HIPK2 estaban translocadas y por tanto en cromosomas 

distintos al 7). En la figura 4.8. B se observa con más detalle una célula 

con una translocación heterocigota para HIPK2.  
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A continuación, en la tabla 4.1, se muestra un resumen de las 

frecuencias obtenidas para HIPK2 en las seis líneas celulares. 

 

Figura 4.8  A) Imagen de FISH de la línea celular K-562 en la que se muestra 
una deleción del gen HIPK2.   B) Imagen de FISH de la línea celular HL-60 
en la que se muestra una translocación del gen HIPK2. En rojo, se observa 
la señal del centrómero del cromosoma 7. En verde, la región inicial del 
gen HIPK2 (sonda RP11-432K9). 

*    El 28,4% de las células observadas en la muestra MEG-01 presentaban más de 
dos copias del gen HIPK2. 
**  El 91,25% de las células observadas en la muestra K-562 presentaban más de 
dos copias del gen HIPK2. 
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4.2.1.2. RUNX1 

Para estudiar el número de copias del gen RUNX1, así como las 

posibles alteraciones cromosómicas en torno a la región del 

cromosoma 21 (21q22.12) en la que se encuentra dicho gen, se usó la 

sonda comercial AML1 (RUNX1) Breakapart LPH 027 de la casa 

comercial Cytocell. Esta sonda se trata en realidad de dos sondas 

juntas que hibridan en diferentes zonas dentro de la región 21q22.12, 

tal y como se puede apreciar en la figura 4.9. Una primera sonda 

hibrida en una región de 167kb que incluye los exones 1-6 del gen 

RUNX1 y emite fluorescencia en color verde. La segunda sonda hibrida 

en una región de 148kb, fuera de la zona ocupada por RUNX1 y 

coincidiendo con el gen próximo CLIC6.  

Debido a que no se pudo disponer de una sonda comercial 

centromérica que pudiera ser observada con un filtro diferente al 

verde y rojo, se optó por realizar la técnica del pintado cromosómico, 

en la cual múltiples sondas de un mismo color fluorescente hibridan 

en regiones complementarias del cromosoma que se quiere analizar, 

observándose así la fluorescencia en el cromosoma entero. 

Figura 4.9  Esquema representativo de la sonda comercial utilizada para 
reconocer el gen RUNX1 mediante hibridación in situ fluorescente (FISH). 
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Puesto que la sonda para nuestro gen de interés RUNX1 emitía 

fluorescencia en verde, y debido a que el gen marcado por la sonda 

roja no era de nuestro interés, se realizó un pintado en rojo del 

cromosoma 21. De este modo, la fluorescencia roja del pintado 

cromosómico absorbería la señal de CLIC6, por lo que finalmente se 

vería una única señal roja identificando al cromosoma 21, y la 

fluorescencia verde nos marcaría el gen RUNX1. 

A continuación, en la figura 4.10 se pueden observar imágenes 

representativas realizadas durante el contaje de RUNX1 en las seis 

líneas celulares estudiadas. 

 Tal y como se observa en la figura, el gen RUNX1, sigue 

también un patrón diferencial en cuanto al número de copias en las 

distintas líneas celulares, observándose casos muy diferentes según la 

muestra observada. Por lo que también será analizado de manera 

separada en las diferentes líneas. 

 En la línea celular HEL (primera imagen figura 4.10) se vio que 

la gran mayoría de las células presentaban tres o cuatro cromosomas 

21, siendo todos los cromosomas de tamaño normal y también 

normales para RUNX1 (cada uno contenía una copia del gen en su 

interior), excepto uno de los cromosomas, que tenía un tamaño 

anormalmente grande y parecía tener varias copias seguidas del gen 

(siempre tres o más copias). Este resultado puede apreciarse muy bien 

en la figura anterior y se pudo observar en el 92% del total de células 

observadas, mientras que sólo un 8% de las células se pueden 

considerar normales, es decir, sin la presencia de este cromosoma más 

grande de lo normal. Esto podría explicar porque la línea celular HEL 

muestra una muy elevada expresión de RUNX1 por RT-qPCR, como se 

explicará más adelante. 
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 Por su parte, la línea celular SET-2, mostró una gran 

heterogeneidad en cuanto al número de cromosomas 21, 

encontrándose células con diferente número de estos cromosomas, 

sin embargo, la tendencia fue siempre la misma. Esta línea celular 

mostro deleción de una o más copias de RUNX1 en el 75% del total de 

casos observados, siendo normales tan sólo un 25% de los casos. Aun 

así, el 98% de estas células resultaron tener más de dos copias de 

RUNX1 a pesar de la deleción. En la segunda imagen de la figura 4.10, 

puede observarse un caso de una deleción, siendo una célula con 

Figura 4.10  Imágenes representativas del estudio del gen RUNX1 mediante 
hibridación in situ fluorescente (FISH)  en las líneas celulares HEL, SET-2, MEG-
01, KU-812, K-562 y HL-60. En rojo, pintado cromosómico del cromosoma 21; 
en verde, sonda comercial para el gen RUNX1.  
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cuatro cromosomas 21, sin embargo, tan sólo tres de ellos contienen 

en su interior la señal verde de la sonda para RUNX1. 

 Las células de las líneas celulares MEG-01 y K-562 (tercera y 

cuarta imagen figura 4.10) mostraron una homogeneidad casi total en 

cuanto al estado de RUNX1, con unas frecuencias de normalidad del 

97% y 95% respectivamente. Aunque el número de cromosomas 21 

también presentaba variación dependiendo de la célula observada, 

éstos siempre contenían en su interior una copia del gen RUNX1, 

mostrando pues el mismo número de copias del gen que de 

cromosomas 21. De todos modos, ambas líneas presentaban por lo 

general más de dos copias de CEP21/RUNX1 en sus células, viéndose 

esto en un 80,1% de los casos en la línea MEG-01 y en un 70,5% de los 

casos en la línea K-562. 

 En el caso de la línea celular KU-812, es curioso destacar que 

mostró un patrón exactamente idéntico al de la línea celular HEL, 

observándose también células con tres o cuatro cromosomas 21, de 

los cuales todos resultaban normales excepto uno de ellos, que tenía 

un tamaño más grande de lo habitual y que contenía tres o más copias 

del gen RUNX1. Esto se observó en el 90% del total de casos (cuarta 

imagen figura 4.10). Este experimento fue repetido en varias 

ocasiones, y de diversas formas, ya que resultaba muy curioso que el 

resultado fuera tan parecido al de la línea celular HEL, sin embargo, el 

resultado obtenido fue el mismo en todos y cada uno de los 

experimentos realizados, por lo que se puede afirmar que ambas 

líneas presentan el mismo patrón para RUNX1, aun tratándose de dos 

líneas muy diferentes. Es curioso también destacar que la línea celular 

KU-812 también tiene una muy elevada expresión de ARNm del gen, 

al igual que la línea HEL. Además de todo lo mencionado 

anteriormente, se vio también que un 3,22% de las células mostraban 
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una copia extra de RUNX1 en otro cromosoma no determinado, sin 

embargo, al ser un porcentaje tan bajo no puede considerarse 

significativo. El resto de las células (6,78%), tenían un patrón de 

normalidad. 

 Por último, el análisis mediante FISH de la línea celular HL-60 

(última imagen figura 4.10) dio como resultado un patrón de 

normalidad en el 100% de las células observadas, teniendo todas ellas 

dos cromosomas 21 y dos copias de RUNX1, una dentro de cada 

cromosoma. 

 En la tabla 4.2 se recogen las frecuencias obtenidas para el gen 

RUNX1 en las seis líneas celulares.  

 

4.1.2.3. TP53 

Para el contaje del número de copias de gen TP53 se usó el kit 

comercial XL TP53/17cen (D-5103-100-OG), de la compañía comercial 

Metasystems. Dicho kit consta de dos sondas, una para el gen TP53 y 

la otra para marcar el centrómero del cromosoma 17, donde éste se 

encuentra ubicado. Tal y como se observa en la figura 4.11. La sonda 

para TP53 hibrida en una región de 159kb y está marcada de modo que 
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emitirá fluorescencia en color rojo. Por otra parte, la sonda 

centromérica (CEP17) estará marcada con fluoróforos de color verde.  

 En la figura 4.12, se muestran los resultados obtenidos para el 

contaje mediante FISH de TP53 en las seis líneas celulares. 

El análisis del gel TP53 fue mucho más sencillo que el de los 

genes hasta ahora descritos, ya que se observó una gran 

homogeneidad en todas las células dentro de cada línea celular. 

Tampoco se observó ninguna anomalía ni alteración cromosómica más 

allá de la deleción. Así pues, las líneas SET-2, MEG-01 y KU-812 

mostraron un patrón de normalidad para el gen TP53, siendo las 

frecuencias de normalidad del 100% en los dos primeros casos, y del 

93% en la línea celular KU-812 (el 7% restante, sin embargo, 

presentaban deleción para TP53). Por otra parte, las líneas celulares 

HEL, K-562 y HL-60 se encontraban delecionadas, siendo las 

frecuencias de deleción de aproximadamente el 100% en el caso de la 

línea K-562 y en torno al 70% en los otros dos casos, mientras que el 

Figura 4.11  Imagen esquemática del kit comercial utilizado para el análisis del 

gen TP53 mediante hibridación in situ fluorescente (FISH). En rojo, sonda para 

TP53; en verde, sonda centromérica para el cromosoma 17 (CEP17). 
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resto de células eran normales para dicho gen. De este modo, tal y 

como se comentará más adelante, la deleción de TP53 en las líneas K-

562 y HL-60 podría ser la causante de la nula expresión de este gen a 

nivel de ARNm y proteína, tal y como se vio anteriormente. 

 Las frecuencias de ganancia, normalidad y deleción para TP53 

se encuentran recogidas en la siguiente tabla (tabla 4.3). 

Figura 4.12  Imágenes representativas del estudio del gen TP53 mediante 
hibridación in situ fluorescente (FISH)  en las líneas celulares HEL, SET-2, MEG-
01, KU-812, K-562 y HL-60. En rojo, TP53; en verde, sonda centromérica para 
el cromosoma 17 (CEP17). 
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4.1.2.4. CBF-β 

Para el análisis y contaje del número de copias del gen CBFB-β 

se utilizó la sonda comercial Vysis LSI CBFB Break Apart FISH Probe, de 

la casa comercial Abbott Molecular. Tal y como se puede observar en 

la figura 4.13, la sonda Break Apart para CBF-β consta a su vez de dos 

sondas, marcadas en colores diferentes, de modo que es posible 

identificar el principio y el final del gen. La sonda marcada con 

fluoróforos rojos hibridará en una zona de la región 16q22 de 130kb, 

que incluye aproximadamente los exones 1-4 de CBF-β. Por otra parte, 

la sonda marcada con fluoróforos verdes, de 204kb, incluye la región 

terminal del gen (parte del intrón 5 y el exón 6). De este modo, se 

puede identificar fácilmente si existe rotura del gen CBFB-β y 

translocación a otro cromosoma, tal y como se ha descrito en algunas 

leucemias. 
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Por otra parte, para la detección del centrómero del 

cromosoma 16 (CEP16), donde se encuentra ubicado CBFB-β, se utilizó 

la sonda comercial Vysis CEP 16 (D17Z1) SpectrumAqua Probe, 

también de la casa comercial Abbot Molecular, la cual emite 

fluorescencia en color azul. De este modo, nos encontramos con un 

caso similar al del contaje del gen HIPK2, en el que se pudo observar 

las regiones inicial y terminal del gen en rojo y verde respectivamente, 

y el centrómero del cromosoma en azul. 

 A continuación, en la figura 4.14 se pueden observar imágenes 

representativas del contaje de CBFB-β en las seis líneas celulares. 

Figura 4.13 Imagen esquemática de la sonda comercial utilizada para el 

análisis del gen CBF-β mediante hibridación in situ fluorescente (FISH). En 

rojo, sonda que señala el principio del gen (exones 1-4); en verde, sonda que 

marca la región terminal del gen (exón 6). 
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Figura 4.14  Imágenes representativas del estudio del gen CBF-β mediante 
hibridación in situ fluorescente (FISH)  en las líneas celulares HEL, SET-2 y 
MEG-01. Las imágenes de la izquierda muestran las señales roja y verde sobre 
la señal del DAPI, que muestra la cromatina; las imágenes de la derecha 
muestran simultáneamente las señales roja, verde y azul. En rojo, región 
inicial del gen (exones 1-4); en verde, región terminal (exón 6). En azul, sonda 
centromérica para el cromosoma 16 (CEP16). 
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Continuación figura 4.14.  Imágenes representativas del estudio del gen CBF-
β mediante hibridación in situ fluorescente (FISH)  en las líneas celulares KU-
812, K-562 y HL-60. Las imágenes de la izquierda muestran las señales roja y 
verde sobre la señal del DAPI, que muestra la cromatina; las imágenes de la 
derecha muestran simultáneamente las señales roja, verde y azul. En rojo, 
región inicial del gen (exones 1-4); en verde, región terminal (exón 6). En azul, 
sonda centromérica para el cromosoma 16 (CEP16). 
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El análisis mediante FISH de CBFB-β, mostró que es un gen que 

no presenta práctimente ninguna alteración en las líneas celulares 

estudiadas. Además de mostrar una gran homogeneidad dentro de 

cada línea celular, también existe homogeneidad entre ellas. Las seis 

líneas celulares resultaron tener un patrón normal para CBFB-β, con 

frecuencias todas ellas entre el 93 y el 100% de normalidad. Se 

encontraron sin embargo algunas ganancias o deleciones en las líneas 

de LMC (MEG-01, KU-812 y K-562), tal y como se muestra en la tabla 

4.4, aunque en frecuencias tan bajas (nunca por encima del 5%), que 

no puede ser considerado relevante.  

 

Por otra parte, tal y como se puede ver en la tabla anterior, se 

encontraron también casos aislados de rotura del gen en las líneas de 

LMC y en la línea celular SET-2, aunque de nuevo, las frecuencias de 

rotura nunca superaron el 5% del total de células observadas. En la 

figura 4.15 se muestran dos casos representativos de rotura génica de 

CBF-β. El primer caso corresponde con la línea celular MEG-01. En él 

se puede apreciar muy bien como se ha producido una rotura en las 

dos copias del gen, observándose las dos señales rojas en un extremo 

y las dos verdes, en el otro extremo. Al tratarse de una rotura que 

afecta a las dos copias del gen, podríamos hablar de una rotura 

homocigótica para CBF-β. En el segundo caso, observamos lo mismo 
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que en el primero, pero sólo en una de las copias del gen, por lo que 

se trataría de una rotura heterocigótica. 

 Aunque se encontraron casos de rotura, no se estudió sin 

embargo si la rotura era a nivel cromosómico, partiéndose el 

cromosoma por la mitad a nivel de CBF-β, o si, sin embargo, se trataba 

de una rotura y una posterior translocación, quedándose una de las 

regiones de CBF-β en el cromosoma 16 y translocándose la otra región 

a otro cromosoma. Esto podría ser considerado para estudiarse en un 

futuro, realizándose un pintado cromosómico del cromosoma 16, 

aunque en nuestro caso, debido a la baja frecuencia de rotura génica 

de CBF-β en las líneas celulares estudiadas, no fue considerado 

relevante. 

 

Figura 4.15  Imagen de FISH representativa de dos casos de rotura génica de 

CBF-β utilizando por separado los filtros rojo, verde, y azul + rojo + verde. En 

rojo, región inicial del gen; en verde, región terminal; en azul, DAPI. En el caso 

de MEG-01 se observa una rotura homocigota; en el caso de KU-812, la rotura 
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4.1.2.5. EP300 

Para el análisis por FISH del gen EP300, se diseñó una sonda en 

el laboratorio a partir de un BAC comercial, ya que no se encontró 

ninguna sonda comercial específica para dicho gen. Así pues, mediante 

la base de datos pública USCS Genome Browser se identificó un BAC 

que cubriera la región ocupada por dicho gen, en el brazo largo del 

cromosoma 22. El candidato fue el BAC comercial RP11-1078011 que 

fue pedido a la casa comercial Thermo Fischer, para posteriormente 

ser extraído y marcado en el laboratorio con fluoróforos rojos.  

Por otra parte, puesto que no se disponía de sonda 

centromérica comercial para el cromosoma 22, se decidió realizar un 

pintado cromosómico con fluoróforos verdes para marcar dicho 

cromosoma. De este modo, éste quedaría marcado en su totalidad en 

color verde, y simultáneamente, podríamos ver la región en la que se 

encuentra EP300 marcada en rojo, sobre el fondo verde. 

En la figura 4.16 se muestra un dibujo esquemático del 

marcaje utilizado para realizar en análisis FISH de EP300. 

Figura 4.16  Imagen esquemática del marcaje de FISH para el gen EP300, 

ubicado en la región 22q13.2. En rojo, BAC RP11-1078011 que corresponde 

con la región en la que se encuentra EP300; en verde, pintado cromosómico 

del cromosoma 22.  
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El análisis por FISH de EP300 mostró ciertos patrones 

repetitivos, como veremos a continuación. En primer lugar, se observó 

normalidad en cuatro de las seis líneas celulares estudiadas, estando 

las otras dos restantes delecionadas. Además, dichas líneas con EP300 

delecionado son ambas de leucemia mieloide crónica. Por otra parte, 

se encontró una anomalía que se repite en tres de las seis líneas 

celulares, dos de LMC y otra de NMP filadelfia negativa: 

Independientemente del número de copias del cromosoma 22, se vio 

que uno de ellos (incluyendo la región de EP300) estaba fusionado a 

otro cromosoma más grande no determinado, mientras que el otro 

cromosoma 22 permanecía normal. 

  A continuación, en la figura 4.17, se puede ver una imagen 

representativa del FISH de EP300 en las seis líneas celulares. 

 Tal y como se puede apreciar en la primera imagen de la 

anterior figura, la línea celular HEL muestra normalidad en cuanto al 

número de copias de EP300, encontrándose en el 92,15% de los casos 

dos copias de dicha región, una dentro de cada cromosoma 22. Sin 

embargo, tal y como se ha comentado anteriormente, dicha línea fue 

una de las que presentó una fusión del cromosoma 22 a otro 

cromosoma más grande. Esto se observó en el 100% de las metafases 

analizadas, siendo el patrón siempre el mismo, uno de los cromosomas 

22 permanecía intacto, mientras que el otro era el que se encontraba 

fusionado a un segundo cromosoma. Además, un 7,85% de las células 

estudiadas mostraron una ganancia de al menos una copia extra de 

EP300 en otra región diferente del genoma. 
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Por otro lado, las líneas celulares SET-2 y HL-60 no mostraron 

ningún tipo de anomalía para EP300, ni en cuanto al número de copias 

ni en cuanto a otro tipo de parámetros como las fusiones o 

translocaciones. Así pues, ambas líneas mostraron normalidad en el 

100% de los casos observados. 

En cuanto a las líneas de LMC, se observaron dos anomalías 

principales, la deleción de EP300 y la fusión del cromosoma 22 a otro 

cromosoma más grande. De las tres líneas celulares disponibles de 

LMC, se vio que una de ellas presentaba deleción, otra presentaba 

Figura 4.17  Imágenes representativas de hibridación in situ fluorescente 

(FISH) para el gen EP300 en las líneas celulares HEL, SET-2, MEG-01, KU-812, 

K-562 y HL-60. En rojo, EP300; en verde, pintado cromosómico del 

cromosoma 22. 
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fusión, y una tercera presentaba ambas anomalías simultáneamente. 

Así pues, el FISH de EP300 en estas líneas dio como resultado que la 

línea celular K-562 se encontraba delecionada en el 100% de los casos 

observados, no observándose ninguna otra anomalía en ella. Por otro 

lado, la línea celular KU-812 presentó un patrón de normalidad en el 

100% de los casos, sin embargo, uno de los cromosomas 22 se 

encontraba fusionado a otro cromosoma más grande en todas las 

metafases observadas, de este modo, el análisis de esta línea es muy 

similar a lo observado en la línea celular HEL, tal y como ya se comentó 

anteriormente para el análisis mediante FISH del gen RUNX1. En 

último lugar, tenemos el caso curioso de la línea celular MEG-01. Esta 

línea se mostró delecionada para EP300 en un 78% de los casos, siendo 

normal en el 22% restante. Además, se observó que la mitad de los 

cromosomas 22 estaban fusionados a otro cromosoma más grande en 

una proporción muy cercana al 100% de los casos. Cabe destacar que 

al presentar esta línea ambas anomalías, fusión y deleción, se puede 

dar el caso de que el cromosoma fusionado sea el cromosoma normal, 

o el cromosoma delecionado para EP300. Así pues, es interesante 

destacar que en aquellas células delecionadas, el 100% de los 

cromosomas fusionados eran los que presentaban el gen, mientras 

que los cromosomas no fusionados eran los cromosomas delecionados 

para EP300. 

En la siguiente figura (figura 4.18) se detalla la fusión del 

cromosoma 22 en las tres líneas en las que se detectó. 
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En la tabla 4.5, se muestran las frecuencias de ganancia, 

normalidad y deleción y las anomalías detectadas para el gen EP300. 

 

Finalmente, como sumario de la caracterización por FISH de 

los genes del complejo, en la tabla 4.6 se muestra un resumen de las 

alteraciones más frecuentes encontradas en las seis líneas celulares 

estudiadas y para cada uno de los genes analizados (se muestran sólo 

las alteraciones con frecuencias de aparición mayores al 20%). 

 

Figura 4.18  Detalle de la fusión cromosómica que afecta a la mitad de los 

cromosomas 22 en las líneas celulares HEL, MEG-01 y KU-812. Las flechas 

amarillas indican los cromosomas 22 normales (no fusionados); Los círculos 

indican la fusión producida entre estos cromosomas y otro cromosoma más 

grande. En verde, pintado cromosómico del cromosoma 22; en rojo, EP300. 
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4.1.3. Caracterización mediante hibridación in situ fluorescente 

(FISH) de la translocación BCR-ABL en las líneas celulares de leucemia 

mieloide crónica 

 Debido a que en el siguiente apartado de este trabajo se 

realizaron diferentes ensayos moleculares con fármacos concretos 

para las diferentes alteraciones específicas que presentaban las líneas 

celulares, y debido a uno de los fármacos utilizados fue el ampliamente 

utilizado Imatinib, que afecta a la proteína de fusión resultante de la 

translocación BCR-ABL, se quiso comprobar específicamente si 

nuestras líneas celulares contenían de hecho dicha fusión, responsable 

de la aparición del cromosoma filadelfia. De este modo se evitaría el 

riesgo de estar utilizando células que hubieran perdido la 

translocación debido a las mutaciones espontáneas que surgen por la 

rápida división y expansión de estas líneas celulares leucémicas en 

cultivo. 

 Con este propósito, se utilizó la sonda Vysis LSI BCR, ABL Dual 

Color, Single Fusion Translocation Probe Kit de la casa comercial Abott 

Molecular para poder detectar la translocación BCR-ABL mediante 

FISH en nuestras líneas celulares.  

Figura 4.19  Esquema de las sondas utilizadas para el marcaje de la 

translocación BCR-ABL. En verde, sonda Vysis LSI BCR SpectrumGreen Probe, 

para el gen BCR; en naranja (rojo), sonda Vysis LSI ABL1 SpectrumOrange 

Probe, para el gen ABL. 
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Tal y como se muestra en la figura 4.19, la sonda se compone 

a su vez de dos sondas, la sonda Vysis LSI ABL1 SpectrumOrange Probe, 

que señala el gen ABL en color naranja (rojo), y la sonda Vysis LSI BCR 

SpectrumGreen Probe, que marca el gen BCR en color verde. De este 

modo, si ambos genes se encuentran separados (no fusionados), se 

observarán dos señales roja y verde distintas y separadas, mientras 

que si la translocación BCR-ABL se ha producido, las señales estarán 

superpuestas, observándose una sola señal de color amarillo. 

 Mediante este método se realizó la técnica FISH en las tres 

líneas celulares de LMC, MEG-01, KU-812 y K-562, para evaluar en ellas 

la presencia o ausencia del cromosoma filadelfia. Los resultados 

obtenidos demostraron que las tres líneas celulares presentan al 

menos un cromosoma filadelfia en sus células, tal y como se 

presupone para estas líneas leucémicas. En la figura 4.20 se puede ver 

un ejemplo de la translocación BCR-ABL en la línea MEG-01, utilizando 

filtros diferentes. 

 

 

Figura 4.20  Imágenes de FISH representativas de la translocación BCR-

ABL en la línea celular MEG-01. En rojo, sonda para BCR; en verde, ABL; 

en amarillo, fusión BCR-ABL. 
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4.2. ESTUDIOS FUNCIONALES EN LÍNEAS CELULARES DE NMPS EN 

FUNCIÓN DEL ESTADO DEL COMPLEJO HIPK2/EP300/RUNX1/CBF-

Β/TP53 

4.2.1. Introducción 

 Tras realizar la caracterización molecular de los componentes 

génicos del complejo estudiado y sabiendo su nivel de actividad basal 

en las seis líneas celulares descritas, el siguiente paso para 

comprender cómo funciona este complejo en los síndromes 

mieloproliferativos crónicos era la manipulación biológica o química 

de la actividad de dichos genes, y la posterior realización de ensayos 

funcionales en dicho contexto. 

 Debido al papel central de HIPK2 y de EP300 como reguladores 

de la actividad del complejo, éstos fueron los genes candidatos para la 

manipulación biológica o química de su actividad.  

En un primer momento se decidió comenzar con HIPK2, ya que 

es posiblemente el gen que actúa al nivel más alto de regulación 

debido a su actividad quinasa, fosforilando a las proteínas Runx1, p53 

y p300, fosforilación que es necesaria para su correcta actividad. Sin 

embargo, 3 de las 6 líneas celulares tienen una expresión baja o muy 

baja de HIPK2. Dada la ausencia de inhibidores químicos comerciales 

para este gen, se optó por la inhibición de HIPK2 mediante un knock-

down biológico en las tres líneas celulares (HEL, MEG-01 y K-562) que 

presentaban una alta actividad de HIPK2.  

Debido a la gran dificultad de transfectar que presentan este 

tipo de líneas celulares leucémicas en suspensión, se realizó el knock-

down mediante la utilización de retrovirus que incorporan la secuencia 

de cADN codificante para el ARN de interferencia anti-HIPK2, logrando 
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así la inhibición del gen en las líneas celulares infectadas y 

posteriormente seleccionadas.  

Por otro lado, se empleó la molécula C646 para la inhibición 

química de la proteína p300. Al ser un inhibidor químico, y debido a 

que todas las líneas celulares utilizadas expresaban p300, se decidió 

probar el tratamiento con C646 en todas ellas, e incluso cabía la 

posibilidad de combinar la inhibición química de p300 con la inhibición 

biológica de HIPK2.  

Una vez realizada la manipulación de la actividad de HIPK2 o 

de p300, se realizaron una serie de ensayos funcionales en las líneas 

celulares manipuladas, con el fin de observar si la manipulación de la 

actividad del complejo tenía algún efecto en la proliferación, viabilidad 

o apoptosis de dichas líneas y, por tanto, elucidar si la función del 

complejo es importante en la biología celular de las neoplasias 

mieloproliferativas crónicas agudizadas. 

 

4.2.2. Inhibición biológica de HIPK2 en líneas celulares de NMPs 

 Se procedió a la realización de un knock-down estable en las 

líneas celulares HEL, MEG-01 y K-562. El procedimiento se describirá 

muy brevemente ya que está explicado en detalle en el apartado 

MATERIAL Y MÉTODOS. 

 Dichos experimentos se realizaron mediante la obtención de 

plásmidos que contenían la secuencia de cADN codificante para ARN 

de interferencia anti-HIPK2. Los plásmidos fueron transfectados en la 

línea celular Phoenix, la cual es capaz de incorporar y encapsular 

dichos plásmidos en retrovirus. A partir de aquí, se utilizaron los 
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retrovirus para infectar las líneas celulares propuestas en este estudio. 

Los virus utilizados contenían un gen de resistencia a la puromicina, 

por lo que las poblaciones celulares infectadas que habían incorporado 

la secuencia viral serían seleccionadas mediante posteriores cultivos 

en presencia de puromicina. 

Además, los plásmidos que se usaron para transfectar las 

células Phoenix contenían las secuencias de expresión de RFP o GFP 

(según los casos). En el caso de GFP, dicha secuencia era mantenida 

también cuando se formaban los retrovirus. De este modo, se pudo 

monitorizar todo el proceso de transfección e infección mediante 

microscopía de fluorescencia y citometría de flujo. 

 

4.2.2.1. Análisis del knock-down de HIPK2 mediante western blot 

 Tras la selección de las células infectadas, se obtuvieron 

extractos proteicos para evaluar si se había producido inhibición de 

HIPK2. Esto se realizó en primer lugar con la línea celular HEL, la cual 

presentaba la mayor expresión de HIPK2 de todas las líneas, por lo que 

era la mejor candidata para probar el efecto de los shRNA. 

 Para validar el efecto del knockdown se comprobó la expresión 

de la proteína HIPK2 y de la proteína control GAPDH en las muestras 

infectadas con los cuatro shRNAs, la muestra infectada con el scramble 

y en la línea celular HEL wild-type. En la figura 4.21 se observa la 

expresión de HIPK2 en estas seis muestras. Tal y como se esperaba, no 

existen apenas diferencias en el nivel de expresión de la proteína 

HIPK2 entre el control wild-type y el scramble, por lo que a partir de 

este momento se decidió usar el scramble como control de este 

bloque de experimentos. En cuanto a los cuatro shRNAs probados, se 
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vio que los shRNA 18 y 20 no producían ningún descenso en la 

expresión de hipk2 y que el shRNA 17 producía un 14% de inhibición, 

siendo el shRNA 19, el que produjo un nivel de knock-down aceptable 

(51%) de la proteína, por lo que fue el elegido para realizar los 

experimentos de inhibición de HIPK2.  

No obstante, se realizaron diferentes cambios para mejorar la 

eficiencia del proceso, incrementar el nivel de knock-down obtenido, 

y conseguir una población estable en la que HIPK2 estuviera inhibido 

permanentemente, de modo que se pudieran realizar todos los 

ensayos funcionales sin que su actividad se restaurara por las 

mutaciones ocurridas durante las divisiones celulares. Además, se 

realizaría el knock-down en dos líneas celulares más, MEG-01 y K-562.  

Figura 4.21  A) Resultados de western blot mostrando el efecto de la infección 
con los shRNAs 17, 18, 19 y 20 y el scramble sobre el nivel de expresión de la 
proteína hipk2 en comparación a la expresión wild-type en la línea celular HEL. 
B) Cuantificación del nivel de expresión proteica (%) de hipk2 para las seis 
muestras anteriores.  
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Tras estos cambios se consiguió finalmente un nivel de 

inhibición del gen del 95% en la línea celular HEL (figura 4.22); en la 

línea celular MEG-01, este fue de un 50%; por último, en la línea celular 

K-562, no se logró realizar la inhibición de HIPK2. En esta última línea 

se probaron las mismas condiciones que con las líneas celulares 

anteriores, y en ninguno de los casos se obtuvo un nivel de expresión 

de la proteína menor al 90%, por lo que finalmente, la línea celular K-

562 fue descartada de los ensayos funcionales en el contexto de la 

inhibición de HIPK2. 

Tras establecer sendas líneas celulares estables, se realizó el 

análisis mediante western blot del resto de genes del complejo, así 

como de las formas fosforiladas de p53 y de AML1, en ambas líneas 

celulares en el contexto de la inhibición de HIPK2. 

 

Figura 4.22  Resultados de western blot  mostrando el efecto de la infección 
con el shRNA-anti-HIPK2 19 y el scramble sobre el nivel de expresión de la 
proteína hipk2 en las líneas celulares  HEL y MEG-01. 
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Tal y como se aprecia en la figura 4.23, en la línea celular HEL 

no se vio diferencia alguna en la expresión de ninguna de las proteínas 

del complejo entre la muestra wild-type y la muestra scramble. Sin 

embargo, sí que existen diferencias al comparar con la muestra 

infectada con el shRNA 19: En primer lugar, vemos un aumento 

considerable de la proteína p300 en comparación con las muestras wt 

y scramble. Por otra parte, como era de esperar, p53 y AML1 no 

disminuyen. Sin embargo, sus formas fosforiladas sí lo hacen, sobre 

todo p-AML1 que desaparece en casi su totalidad. En último lugar está 

el caso de la proteína CBF-β, la cual no parece verse afectada tras la 

inhibición de HIPK2. 

Los resultados con la línea celular MEG-01 fueron similares, 

pero con alguna diferencia significativa. En primer lugar, la proteína 

p300 disminuye en la muestra infectada con el shRNA 19 respecto al 

control, contrariamente a lo que se veía en el caso anterior donde la 

expresión de dicha proteína aumentaba en vez de disminuir. Sin 

embargo, en este caso, el knock-down de HIPK2 es del 50% (frente al 

95% del caso anterior), por lo que tal vez no sería suficiente como para 

producir el efecto que se observaba anteriormente. Además de esto, 

se ve que la forma fosforilada de p53, p-p53, disminuye casi 

totalmente, lo que indicaría que la expresión en esta línea de la forma 

fosforilada de p53 es quizás más sensible a la regulación por HIPK2 que 

en la línea celular HEL. En segundo lugar, no disminuye nada la 

expresión de p-AML1, por lo que un 50% de inhibición de la proteína 

HIPK2 no sería en este caso suficiente como para producir una 

reducción de la forma fosforilada de AML1, y el 50% restante de HIPK2 

sería suficiente para mantener activa dicha proteína. 
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4.2.2.2. Estudios de proliferación en las líneas celulares con inhibición 

biológica de HIPK2 

Tras comprobar la disminución del nivel de proteína y el efecto 

en el resto de componentes del complejo, se realizaron una serie de 

ensayos para comprobar si el estado del complejo era importante a 

nivel funcional. 

Se realizó el análisis de la proliferación celular en las líneas HEL 

y MEG-01 con knock-down de HIPK2 (HEL-shRNA HIPK2 y MEG-01-

shRNA HIPK2 respectivamente a partir de ahora). 

Figura 4.23  Resultados de western blot mostrando el efecto de la inhibición 
de HIPK2 en las líneas celulares HEL (95% de knock-down) y MEG-01 (50%) 
sobre el resto de genes del complejo HIPK2/EP300/P53/AML1/CBF-β, así 
como sobre las formas fosforiladas p-p53 y p-aml1. 
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Para ello, se pusieron en cultivo 50.000 células de ambas líneas 

celulares y se mantuvieron en cultivo durante 6 días, en presencia de 

puromicina, realizándose contajes del número de células totales cada 

dos días. Para ambas líneas se realizó el experimento en triplicados, de 

manera que los resultados mostrados son la media aritmética del 

número de células observado en cada una de las tres muestras 

independientes. 

Se explicará primero el resultado obtenido con la línea celular 

MEG-01-h2-KD, ya que fue el que se obtuvo en primer lugar y el que 

tiene una más fácil interpretación. 

Tal y como se observa en la figura 4.24, MEG-01-shRNA HIPK2, 

mostró un crecimiento más lento que la línea celular MEG-01-h2-

scramble (MEG-01-scramble a partir de ahora). Al realizar la 

cuantificación del número de células tras los seis días de cultivo, se 

observó que en los pocillos donde se encontraba la línea infectada con 

el scramble, el promedio del número de células era aproximadamente 

de un millón más que en el caso de los pocillos de MEG-01-shRNA 

HIPK2. Concretamente 2.410.000 células frente a 1.475.000, es decir, 

la línea con inhibición de HIPK2 creció un 61,2% respecto al control 

(scramble). Esto demuestra que la inhibición de un 50% de la expresión 

de la proteína HIPK2 es suficiente para producir un efecto anti-

proliferativo en esta línea celular. 
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En el caso de la línea celular HEL, aparecieron ciertas 

dificultades: En un primer lugar, el experimento se realizó en paralelo 

junto con el de la línea celular MEG-01. Sin embargo, lo que se observó 

es que HEL-shRNA HIPK2 no crecía prácticamente nada en relación a 

HEL-scramble, es más, su población parecía incluso disminuir, de modo 

que al final el número de células era tan bajo que la población 

finalmente moría. Debido a esto, se repitió el experimento cambiando 

el número de células inicial, los tiempos de contaje, o añadiendo más 

muestras. Se optó también por realizar el ensayo en placas con pocillos 

más pequeños de modo que las pocas células existentes estuvieran 

más juntas entre sí, facilitando el crecimiento. Se incorporó también el 

control wild-type de la línea, y se decidió contar el número celular 

durante más días.  

Tal y como se muestra en la figura 4.25, HEL-wt y HEL-scramble 

crecían del mismo modo, siendo su población aproximadamente de 

1.700.000 células a los 6 días de cultivo, frente a las apenas 200.000 

células presentes en los pocillos de HEL-shRNA HIPK2, lo que supone 

un 11,7% de crecimiento respecto a los dos controles utilizados. Sin 

Figura 4.24  Resultados de proliferación de las líneas celulares MEG-01-
scramble y MEG-01-shRNA HIPK2 tras el contaje celular durante seis días en 
cultivo. 
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embargo, al mantener las células en cultivo durante dos días más, se 

observó algo llamativo, y es que la población de HEL-shRNA HIPK2 

comenzaba entonces a crecer, pasando a una población de 705.000 

células en sólo dos días y, por tanto, triplicando su población. Así pues, 

se observó que a partir de una semana aproximadamente, HEL-shRNA 

HIPK2 comenzaba a crecer de manera exponencial. Experimentos 

posteriores demostraron, además, que a partir de los 10-14 días 

aproximadamente, ambas líneas mostraban unas tasas de 

proliferación muy similares independientemente de si se trataba de 

lalínea con inhibición de HIPK2 o la línea scramble. 

En resumen, lo que se observaba es que HEL-shRNA HIPK2 

pasaba de no crecer prácticamente nada, a comenzar a proliferar de 

manera exponencial a partir de cierto tiempo. Esta observación nos 

hizo pensar que la línea celular perdía de algún modo la inhibición de 

HIPK2 y la actividad del gen era restaurada. Con el fin de validar la 

hipótesis previa, analizamos mediante western blot el nivel de 

proteína hipk2 en la línea celular HEL-shRNA HIPK2 en cultivo el día 

uno tras la selección, una semana después de esta, y, por último, dos 

semanas después (figura 4.26). 

Figura 4.25  Resultados de proliferación de las líneas celulares HEL-wild-type, 
HEL-scramble y HEL-shRNA HIPK2 tras el contaje celular durante ocho días en 
cultivo. 
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Se observó efectivamente que, tras una semana en cultivo, las 

células comenzaban a expresar de nuevo hipk2, y que dos semanas 

después, dicha expresión era idéntica a la observada para los controles 

wild-type y scramble. Estos resultados explicarían que la línea celular 

HEL-shRNA HIPK2 (con un 95% de inhibición de HIPK2) fuera incapaz 

de crecer mientras HIPK2 se encuentra inhibido, y solamente cuando 

dicha inhibición desaparece, las células comienzan de nuevo a 

proliferar, lo que demuestra que la inhibición casi total del gen, anula 

totalmente la capacidad proliferativa de dichas células.  

Como resumen de este apartado, se vio que una inhibición 

prácticamente total de HIPK2, al menos en la línea celular HEL-shRNA 

HIPK2, fue determinante, haciendo que las células no proliferaran 

durante el tiempo que duró la inhibición. Esto imposibilitó el hecho de 

obtener una población celular lo suficientemente grande como para 

poder realizar más ensayos funcionales. Sin embargo, en el caso de 

MEG-01-shRNA HIPK2, con un 50% de inhibición del gen, se pudieron 

observar bien los efectos de dicha inhibición, y se pudo obtener una 

Figura 4.26  Expresión mediante western-blot de los niveles de proteína 
hipk2 y gapdh en la línea celular HEL-wild-type y las líneas celulares HEL-
scramble y HEL-shRNA19-HIPK2. Se muestra el nivel de proteína en esta 
última línea después de una, dos y tres semanas tras la selección con 
puromicina.  
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población celular grande que permitiera la realización del resto de 

experimentos funcionales, como se describirá a continuación.  

 

4.2.2.3. Estudios de viabilidad en líneas celulares con inhibición 

biológica de HIPK2 

Los estudios de viabilidad en la línea celular MEG-01 scramble 

y shRNA hipk2 se realizaron mediante el uso de un kit MTS de 

proliferación/viabilidad, tal y como se describe en el apartado 

MATERIALES Y MÉTODOS. Estos ensayos pueden usarse para 

determinar la viabilidad/proliferación de una muestra respecto a otra. 

Dichas diferencias observadas en la viabilidad pueden deberse a dos 

motivos: Un aumento de la muerte celular en una de las muestras, o 

un descenso en la proliferación (sin que esto implique muerte celular).  

Se comprobó la viabilidad de la línea celular MEG-01-scramble 

respecto a MEG-01-shRNA-HIPK2 tras 12h y 24h de cultivo (figura 

4.27) Los resultados obtenidos seguían el patrón observado 

anteriormente en la proliferación, mostrando un 18% menos de 

viabilidad en la línea celular con inhibición de HIPK2 respecto a la línea 

celular infectada con el scramble tras 12h de cultivo. A las 24h, la 

viabilidad celular había disminuido en un 29%.  
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4.2.2.4. Estudios de apoptosis mediante citometría de flujo en líneas 

celulares con inhibición biológica de HIPK2 

 Siguiendo el modelo anterior, se realizaron también 

experimentos de apoptosis celular mediante citometría de flujo con 

Anexina V/Yoduro de propidio.  

 Se observó que MEG-01-scramble presentaba un 15% más de 

apoptosis que MEG-01-shRNA-HIPK2 tras 24h en cultivo (figura 4.28), 

por lo que las diferencias observadas en viabilidad no se debían a un 

aumento de la apoptosis. Estas diferencias podrían explicarse porque 

Figura 4.27  Ensayo de viabilidad tras 12 y 24h de cultivo con las líneas 
celulares MEG-01-scramble y MEG-01-shRNA-HIPK2. 

* 
* 
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el ratio de proliferación es muy superior al de apoptosis, 

produciéndose un aumento del número total de células viables.  

  

 

 

Figura 4.28  A) Análisis de la apoptosis medida por citometría de flujo 
mediante la expresión de Anexina V/Ioduro de propidio en las líneas celulares 
MEG-01-scramble y MEG-01-shRNA-HIPK2 tras 24h de cultivo. 
B) Cuantificación de los resultados. 

B 



                                                                                     Capítulo 4. Resultados 
 

218 

4.2.2.5. Estudios de ciclo celular mediante citometría de flujo en 

líneas celulares con inhibición biológica de HIPK2 

 Por último, se realizó un último ensayo funcional con las dos 

líneas MEG-01 modificadas, el cual consistió en observar los cambios 

en los patrones del ciclo celular en ambas líneas. Las 

diferencias observadas fueron muy acusadas: Mientras que en MEG-

01-scramble se observó una gran proporción de células en fase de 

sintesis (fase S), en MEG-01-shRNA-HIPK2 dicha población celular 

disminuyó casi hasta la mitad, pasando de un 69,16% a un 38,13% 

respectivamente. Además, se observó también un aumento de un 20% 

en el porcentaje de células en fase G0/G1 y un aumento de un 11,5% 

en la frecuencia de células en fase G2/M en la línea celular con 

inhibición de HIPK2 frente a la línea celular scramble. Estos resultados 

se observan a continuación, en la figura 4.29. 

Estos resultados indicarían la menor proliferación de la línea 

shRNA frente a scramble, ya que se produce la parada del ciclo celular 

en G0/G1, en contraposición a la línea scramble en la que existe una 

proporción muy elevada de células en división (fase S). 
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4.2.2.6. Resumen de los ensayos de inhibición biológica de HIPK2 

La inhibición de HIPK2 conlleva una disminución en la 

proliferación de las líneas celulares HEL y MEG-01. A mayor inhibición 

menor tasa de proliferación celular. Estos resultados se confirman 

Figura 4.29  A) Resultados de ciclo celular en las líneas celulares MEG-01-
scramble y MEG-01-shRNA-HIPK2.  
B) Cuantificación de los porcentajes obtenidos. 
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analizando la viabilidad celular, viéndose un menor porcentaje de 

viabilidad cuando mayor es la inhibición del gen. Además, se observó 

también una menor apoptosis en el contexto de la inhibición de HIPK2, 

viéndose además efectos llamativos en el patrón de ciclo celular entre 

ambas líneas modificadas, que se basaban en una mayor proporción 

de células en fase S y menor en las fases G0/G1 y G2/M en la línea 

celular scramble respecto a MEG-01-shRNA HIPK2.  

 

4.2.3. Inhibición química de p300 en líneas celulares de NMPs. 

Estudios funcionales con C646. 

4.2.3.1. Análisis de la inhibición de p300 mediante western blot 

 Las seis líneas celulares usadas en este trabajo fueron 

cultivadas durante 24h en presencia de una concentración 25µM de 

C646. Tras ser tratadas, se obtuvieron extractos proteicos de todas 

ellas y se analizaron los niveles de proteína de EP300 y el efecto de la 

inhibición de éste en el resto de componentes del complejo, en 

relación a los genes control GAPDH y β-ACTINA. 

 Tal y como se aprecia en la figura 4.30, la aplicación de C646 

tuvo un efecto de disminución drástico en los niveles de la proteína 

p300 en todas las líneas celulares tratadas. Se muestra también el 

efecto de la aplicación de C646 en los niveles proteicos de todos los 

genes del complejo. Tal y como se puede observar, la inhibición de 

p300, causó una disminución de los niveles de proteína de HIPK2, 

aunque dicha disminución no fue total. No se observó apenas efecto 

en los niveles de p53 y AML1, aunque sí que se observó un efecto casi 

total de reducción de las formas fosforiladas de los genes TP53 y AML1 

del mismo modo que se observaba cuando se realizó la inhibición 
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biológica de HIPK2. Por último, se observó una disminución en los 

niveles proteicos de CBFB-β tan sólo en las líneas celulares HEL, MEG-

01 y HL-60.  

  

4.2.3.2. Estudios de proliferación/viabilidad en las líneas celulares 

con inhibición química de p300 

 Tras la inhibición química de p300, se realizaron los estudios 

funcionales en las seis líneas celulares, comenzando con los ensayos 

de proliferación/viabilidad (MTS). 

 Dichos ensayos se realizaron con tres concentraciones del 

inhibidor (12,5, 25 y 50µM) y tras los tiempos de cultivo de 12, 24 y 

48h. No obstante, se muestran sólo los resultados obtenidos tras 

utilizar las dos primeras concentraciones, debido al excesivo efecto 

causado por la concentración más alta de C646. Los experimentos se 

Figura 4.30  Expresión mediante western blot de los niveles de proteína de los 
genes del complejo, así como de las formas fosforiladas de p53 y AML1, en las 
seis líneas celulares descritas, antes y después del tratamiento durante 24h 
con 25µM de C646. 
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realizaron siempre en triplicados y partiendo de 10.000 células 

iniciales por pocillo. 

 En la figura 4.31, se muestran los resultados de proliferación 

en las seis líneas celulares tras el tratamiento con C646. La aplicación 

del inhibidor tuvo un claro efecto antiproliferativo en todas las líneas. 

Este efecto era ya acusado cuando se usaba la concentración más baja 

de las tres, produciendo reducciones en la proliferación considerables 

en todas ellas, e incluso de más del 50% en algunas líneas como MEG-

01 y HL-60. Además, en la línea celular HEL dicha inhibición fue 

suficiente para causar en el tiempo una parada total de la 

proliferación, de modo que la tasa de mortalidad era mayor que ésta 

y las células morían a un ritmo mayor que proliferaban. Se vio también 

que las líneas de LMC K-562 y KU-812 eran más resistentes a la 

inhibición de p300, especialmente KU-812. 
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 Por otra parte, la aplicación de la concentración intermedia de 

C646 (25µM) tuvo un efecto letal en el tiempo en todas las líneas 

celulares, inhibiendo totalmente la proliferación en todas ellas. 

 Estos resultados pueden observarse también en forma de 

viabilidad total (% de células vivas) de la muestra tratada respecto a la 

viabilidad de dicha muestra sin tratar. Así, en la figura 4.32 se 

Figura 4.31  Ensayos de proliferación (MTS) durante 48h en las seis líneas 
celulares. Se muestran tres condiciones en cada línea: control (sin tratar), 
tratamiento con 12,5µM de C646 y tratamiento con 25µM de C646.  
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muestran dichos resultados para las seis líneas celulares, tras 24h de 

tratamiento con C646. 

 Asimismo, se comprobó si la inhibición del complejo influía en 

el efecto de la terapia convencional utilizada para el tratamiento de 

estas NMPs. Por ello, las líneas celulares de LMC (MEG-01, K-562 y KU-

812) se trataron de modo independiente con Imatinib (un inhibidor de 

BCR-ABL empleado en práctica clínica asistencial en esta enfermedad), 

para, posteriormente, ser tratadas de manera simultánea con C646 e 

Imatinib. Las concentraciones de Imatinib utilizadas fueron 250, 500 y 

1000nM. Para el tratamiento combinado se utilizaron siempre las 

concentraciones más bajas de cada fármaco (250nM de Imatinib y 

12,5µM de C646) para evitar una excesiva muerte celular y poder 

cuantificar mejor los resultados. 

 En las líneas celulares de NMPs cromosoma Filadelfia 

negativas, se procedió de forma similar, empleando en este caso 

Hidroxiurea y Ruxolitinib, para su posterior tratamiento combinado 

con C646.  

 En las líneas celulares de LMC se observó que el Imatinib 

ejercía el efecto esperado de inhibición de la proliferación/viabilidad 

de las células, excepto en la línea celular MEG-01 (figura 4.33 A), 

Figura 4.32  Resultados de viabilidad (MTS) tras 24h de tratamiento con las 
concentraciones de 12,5 y 25µM de C646 en las seis líneas celulares de NMPs. 
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resistente al tratamiento con Imatinib pese a poseer el cromosoma 

filadelfia. En el caso de las líneas celulares K-562 y KU-812, la aplicación 

simultánea de C646 e Imatinib producía un efecto mayor que la 

combinación de ambos inhibidores de manera individual (figura 4.33 

B), confirmándose el hecho de que la terapia convencional tiene un 

mayor efecto en dichas células cuando el complejo se encuentra 

inhibido, y obteniéndose valores de significancia estadística en ambos 

casos.  

Figura 4.33  A) Resultados de viabilidad (MTS) tras 24h de tratamiento con las 
concentraciones de 250, 500 y 1000nM de Imatinib en las líneas celulares de 
LMC MEG-01, KU-812 y K-562.  B) Efecto en la viabilidad de la combinación 
durante 24h de ambos inhibidores (Imatinib + C646) en las líneas celulares 
KU-812 y K-562. 
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En la línea celular KU-812, la combinación de ambas drogas fue 

más efectiva que el tratamiento con Imatinib (pvalor = 3,68E-5) o C646 

(pvalor = 0,0031) en monoterapia. En el caso de la línea celular K-562, 

dichos valores fueron de pvalor= 1,95E-5 y pvalor= 0,002 

respectivamente. 

 En el caso de las líneas HEL y SET-2 se probaron los fármacos 

Hidroxiurea (HU), Ruxolitinib (Ruxo), y sus combinaciones con C646. 

Para HU se utilizaron concentraciones de 1000, 2000 y 3000uM y para 

Ruxo, de 500, 1000 y 1500nM. Estos experimentos se realizaron 

durante más tiempo, ya que se vio que el efecto de HU y Ruxo era de 

acción más lenta que C646, comenzándose a notar dicho efecto tras 

dos días en cultivo. Puesto que estas dos líneas celulares eran 

especialmente sensibles a C646 y puesto que el tratamiento 

combinado HU-C646 y Rx-C646 tendría que realizarse al menos tras 

48h, se decidió combinar las concentraciones más altas de HU y Ruxo 

con la concentración baja de C646 (12,5µM). Tal y como se observa en 

la figura 4.34, la aplicación de la terapia convencional conjuntamente 

con C646 tuvo normalmente un mayor efecto que por separado. Así 

pues, la aplicación de Ruxo y C646 conjuntamente en la línea celular 

HEL dio como resultado un efecto mayor que la aplicación de C646 

solamente (pvalor = 0,048) y de Ruxo exclusivamente (pvalor = 1,01E-

5). Dichos valores fueron de 0,022 y de 2,59E-6 respectivamente en el 

caso de la línea celular SET-2. Esto confirma que la combinación de 

Ruxolitinib-C646 produce un mayor efecto que los efectos causados de 

forma individual, al menos en dichas líneas celulares y con las 

concentraciones y tiempos de incubación probados en este trabajo. 

Para el caso de la Hidroxiurea, en la línea celular HEL, se vio 

que la combinación de HU-C646 tenía un mayor efecto que la 

aplicación individual de C646 (pvalor = 00028).  Sin embargo, dicha 
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combinación no mostró un mayor efecto que cuando se usó HU 

exclusivamente (pvalor = 0,71). No obstante, esta misma comparación 

sí que fue estadísticamente significativa cuando se midió el ensayo a 

las 24h en vez de a las 48h, produciéndose un mayor efecto combinado 

de HU-C646 que cuando se usó HU de manera individual (pvalor = 

0,021). 

Figura 4.34  A) Resultados de viabilidad (MTS) tras 24h de tratamiento con las 
concentraciones de 500, 1000 y 1500nM de Ruxolitinib en las líneas celulares 
HEL y SET-2. B) Resultados de viabilidad (MTS) tras 24h de tratamiento con 
Hidroxiurea (1000, 2000 y 3000µM) en las líneas celulares HEL y SET-2.  C y D) 
Efecto en la viabilidad de la combinación durante 24h de dichos fármacos 
junto con C646 en ambas líneas celulares. 
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En el caso de la línea celular SET-2, los resultados obtenidos 

fueron los contrarios. El tratamiento combinado con HU-C646 produjo 

un mayor efecto que cuando se usó HU de forma individual (pvalor = 

0,0098); sin embargo, el tratamiento individual con C646 no produjo 

un mayor efecto (significativamente estadístico) que el tratamiento 

combinado HU-C646. 

A la vista de los resultados anteriores, se confirma que el 

tratamiento combinado de la terapia convencional (Ruxolitinib o 

Hidroxiurea) junto con C646 produjo un mayor efecto que el uso de la 

terapia convencional de forma exclusiva en los cuatro casos probados, 

tal y como se vio anteriormente en el caso de las líneas celulares de 

LMC y del Imatinib. 

 Se confirma pues que la inhibición del complejo tuvo un efecto 

antiproliferativo en todas las líneas estudiadas, y que la terapia 

convencional en el contexto de la inhibición del complejo tiene un 

mayor efecto en la viabilidad/proliferación de las líneas celulares 

estudiadas que el uso exclusivo de la terapia convencional.  

 

4.2.3.3. Estudios de apoptosis mediante citometría de flujo en las 

líneas celulares con inhibición química de p300 

Se realizaron experimentos de apoptosis por citometría de 

flujo en las seis líneas celulares tras los tratamientos con la terapia 

convencional, C646, o la combinación de ambos. Los ensayos de 

apoptosis se realizaron mediante la combinación de los anticuerpos 

Anexina V/Yoduro de Propidio, y siguiendo el patrón utilizado en el 

apartado anterior. 
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 Todas las líneas celulares fueron tratadas durante 12 y 24h con 

las concentraciones 12,5 y 25µM de C646, observándose los mismos 

efectos obtenidos mediante proliferación/viabilidad: En todas las 

líneas se observó un descenso considerable en el porcentaje de células 

vivas y un aumento de la apoptosis, sobre todo en las líneas celulares 

HEL, SET-2 y HL-60, las cuales fueron especialmente sensibles al 

tratamiento. En la figura 4.35 se muestran imágenes representativas 

de los resultados de apoptosis por citometría de flujo en las seis líneas 

celulares tras la aplicación de 25µM de C646, así como la cuantificación 

de los resultados.  
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Figura 4.35  A) Gráficos de citometría de flujo de los resultados obtenidos 
mediante la técnica de apoptosis con Anexina V/Yoduro de propidio en las 
líneas celulares HEL, SET-2 y MEG-01 tras el tratamiento durante 24h con 
25µM de C646 y cuantificación de los resultados. 
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En segundo lugar, se realizaron los tratamientos combinados 

Imatinib-C646 siguiendo el mismo modo de proceder que en el 

apartado anterior: Las líneas celulares de LMC se trataron primero con 

Figura 4.35  B) Gráficos de citometría de flujo de los resultados obtenidos 
mediante la técnica de apoptosis con Anexina V/Yoduro de propidio en las 
líneas celulares KU-812, K-562 y HL-60 tras el tratamiento durante 24h con 
25µM de C646 y cuantificación de los resultados. 
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Imatinib (250 y 500nM) durante 24h y después, conjuntamente con 

Imatinib y C646. 

El tratamiento con Imatinib (figura 4.36 A), causó una notable 

apoptosis celular, tal y como se deducía de los experimentos de 

viabilidad y proliferación.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el tratamiento combinado (figura 4.36 B) se utilizaron las 

concentraciones bajas de ambos fármacos para evitar excesiva muerte 

celular y apreciar mejor el efecto combinado. obteniéndose de nuevo 

los mismos resultados observados anteriormente: El tratamiento 

Figura 4.36  A) Gráficos de citometría de flujo de los resultados obtenidos 
mediante la técnica de apoptosis (AV/PI) en las líneas celulares de LMC KU-
812, K-562 tras el tratamiento durante 24h con 500nM de Imatinib y 
cuantificación de los resultados. 
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combinado fue más efectivo que la aplicación de ambos inhibidores 

por separado. Se vio que la combinación de ambas drogas en la línea 

celular KU-812 era más efectiva que el tratamiento individual con 

Imatinib (pvalor = 0,0048); y también más efectiva que el tratamiento 

exclusivo con C646 (pvalor = 0,025 ). En el caso de la línea celular K-

562 se vio lo mismo, obteniéndose unos valores de significancia 

estadística de 0,04 y de 0,011 respectivamente. Los gráficos de 

citometría de flujo para ambos casos se muestran en el apartado III del 

capítulo de ANEXOS.  

Las líneas de NMPs Ph-neg (HEL y SET-2) se trataron también 

con la terapia convencional por separado (HU y Ruxo) y después 

conjuntamente con C646. De igual modo que en los experimentos de 

proliferación/viabilidad, los ensayos de apoptosis se realizaron a las 

48h. Se combinaron las concentraciones altas de HU y Ruxo con 

12,5µM de C646. Los resultados fueron los siguientes: Para la línea 

celular HEL, se observó que el tratamiento con 3000uM de HU causaba 

Figura 4.36  B) Resultados obtenidos mediante la técnica de apoptosis (AV/PI) 
en las líneas celulares de LMC KU-812 y K-562 tras el tratamiento durante 24h 
con 250nM de Imatinib, 12,5µM de C646 y la combinación de ambos. 
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una gran muerte celular (el porcentaje de célula vivas disminuyó un 

40,44%), en contraposición al tratamiento con 1500nM de Ruxo, cuyo 

efecto apoptótico fue muy bajo (la reducción fue del 12,6%). En el caso 

del tratamiento combinado se observó lo siguiente: En el caso de la 

combinación HU-C646 no se observó un mayor efecto que aquel 

causado por ambos tratamientos por separado, posiblemente debido 

a que la concentración de HU utilizada producía ya por si sola una 

elevada muerte celular. No obstante, en el caso de la terapia 

combinada Ruxo-C646 se observó que, mientras el tratamiento con 

Ruxolitinib en solitario tan sólo producía un descenso del 12,6% en el 

porcentaje de células vivas, y el tratamiento con C646 un 21,54%, al 

combinar ambos fármacos dicha reducción aumentaba hasta un 

43,72%, mostrando de nuevo que el tratamiento combinado a dichas 

concentraciones era más efectivo que el tratamiento de ambos 

fármacos en solitario (pvalor Ruxo-combinación = 0,0009; pvalor C646-

combinación = 0,0086). 

 En la línea SET-2, las concentraciones utilizadas de los tres 

fármacos causaron un efecto muy ligero. Sin embargo, suficiente para 

confirmar que, al menos a dichas concentraciones, ambos fármacos 

convencionales HU y Ruxo tenían un mayor efecto apoptótico cuando 

se usaban en presencia de C646, por tanto, la terapia convencional 

volvía a tener mayor efecto cuando el complejo estaba inhibido (pvalor 

Ruxo-combinación = 0,0013; pvalor HU-combinación = 0,034). 

En la figura 4.37, se pueden apreciar estos resultados en HEL 

y SET-2.  Las gráficas de citometría de flujo se pueden consultar en el 

ANEXO IV. 
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Figura 4.37  Resultados obtenidos mediante apoptosis (AV/PI) en las líneas 
celulares cromosoma Filadelfia negativas HEL y SET-2 tras el tratamiento 
durante 48h con A) 1500nM de Ruxolitinib, 12,5µM de C646 y la combinación 
de ambos. B) 3000µM de Hidroxiurea, 12,5µM de C646 y la combinación de 
ambas drogas. 
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4.2.3.4. Estudios de ciclo celular mediante citometría de flujo en las 

líneas celulares con inhibición química de p300 

 Los ensayos de ciclo celular se realizaron utilizando yoduro de 

propidio y las condiciones fueron las mismas que en el caso de los 

ensayos de apoptosis.  En primer lugar, se analizó el patrón de ciclo 

celular en las seis líneas tras el tratamiento durante 12 y 24h con 12,5 

y 25µM de C646. Solo se muestran los resultados del tratamiento a las 

24h con 25µM de C646: Tal y como se observa en la figura 4.38, la 

aplicación del inhibidor de p300 tuvo un efecto drástico en el patrón 

de ciclo celular en todas las líneas estudiadas. Dicho efecto se basaba 

en un aumento bastante acusado del porcentaje de células en fase 

G0/G1 y una disminución de las células en fase S, respecto a la muestra 

sin tratar. Además, también se observó un descenso del porcentaje 

celular en fase G2/M en cuatro de las seis líneas celulares. Todos los 

efectos comentados fueron significativamente estadísticos, siendo las 

líneas celulares HEL y KU-812 las más afectadas por C646 en cuanto a 

los cambios en el patrón de ciclo celular se refiere. Por otra parte, la 

línea celular K-562 fue la menos afectada.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.38  Resultados de ciclo celular obtenidos mediante experimentos de 
citometría de flujo con yoduro de propidio tras el tratamiento durante 24h 
con 25µM de C646 en la línea celular HEL. 
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Continuación figura 4.38  Resultados de ciclo celular tras el tratamiento en las 
líneas celulares SET-2, MEG-01 y KU-812. 
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Por otro lado, también se realizó el estudio del ciclo celular tras 

los tratamientos combinados terapia convencional-C646, del mismo 

modo que en los apartados anteriores. En el caso de las líneas celulares 

de LMC se observó lo siguiente: En la línea KU-812 (figura 4.39 A), 

ambos inhibidores producían cambios estadísticamente significativos 

en el patrón de ciclo celular que correspondían nuevamente con un 

aumento de la porción celular en fase G0/G1 y una disminución del 

porcentaje en fase S y, en menor medida, en la fase G2/M. 

Concretamente se vio que la aplicación de C646 producía cambios más 

acusados que la aplicación de Imatinib, y además, los cambios en el 

patrón de ciclo celular eran también más acusados cuando se 

Continuación figura 4.38  Resultados de ciclo celular tras el tratamiento en las 
líneas celulares K-562 y HL-60. 
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combinaban ambos inhibidores que cuando se aplicaban por 

separado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la otra línea celular de LMC, la línea K-562, los resultados 

observados tras el tratamiento con Imatinib consistían en un aumento 

de la fase G0/G1, un descenso en la fase S y un ligero descenso en la 

fase G2/M. En el caso de C646 se observó lo mismo excepto en la fase 

G2/M, que aumentó ligeramente. Se vio también que la aplicación de 

C646 producía un efecto mayor en los cambios del patrón de ciclo 

celular que la aplicación únicamente de Imatinib. No obstante, en esta 

línea no pudo observarse un mayor efecto combinado de ambos 

inhibidores respecto al observado cuando se usaron por separado, sin 

Figura 4.39  A) Resultados de ciclo celular tras el tratamiento durante 24h con 
250nM de Imatinib, 12,5µM de C646 y la combinación de ambos en la línea 
celular KU-812. 
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embargo, se puede afirmar que el tratamiento conjunto con ambos 

inhibidores causó un mayor efecto que el tratamiento con la terapia 

convencional Imatinib.  

En la figura 4.39 B se muestran los resultados para la línea celular K-

562. Las gráficas de ciclo celular se mostrarán en el ANEXO V. 

 

 

 

 

 

 

 

 

En último lugar, se observaron los cambios en el patrón de 

ciclo celular tras los tratamientos combinados terapia convencional-

C646 en las líneas celulares cromosoma Filadelfia negativas HEL y SET-

2. En ambas líneas se observaron los mismos resultados: La terapia 

durante 48h con 3000µM de Hidroxiurea producía una parada del ciclo 

en fase G0/G1 y fase S, las cuales aumentaban ligeramente, mientras 

que la fase G2/M desaparecía totalmente. Por otro lado, la terapia con 

1500nM de Ruxolitinib apenas tenía efecto sobre dichas líneas, y dicho 

ligero efecto consistía en un muy leve aumento de la proporción de 

células en fase G0/G1.  

Figura 4.39  B) Resultados de ciclo celular tras el tratamiento durante 24h con 
250nM de Imatinib, 12,5µM de C646 y la combinación de ambos en la línea 
celular K-562. 
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Cuando Hidroxiurea y Ruxolitinib se combinaron con 12,5µM 

de C646, el resultado del patrón de ciclo celular obtenido fue 

exactamente un patrón intermedio entre el causado de manera 

independiente por ambos tratamientos en solitario. Puesto que 

Ruxolitinib no causó apenas efecto mientras que C646 tenía un efecto 

considerable, la combinación de ambas drogas no causó más efecto 

que la aplicación de C646 por separado, pero si un mayor efecto que 

el tratamiento individual con Ruxolitinib.  

En el caso del tratamiento con Hidroxiurea combinado con la 

inhibición del complejo, lo que se vio es que, puesto que ambos 

tratamientos por separado producían cambios considerables en el 

patrón de ciclo celular, la combinación de ambas drogas producía un 

efecto aún mayor en el patrón de ciclo celular de las células en cultivo, 

que ambos tratamientos por separado, causando un aumento 

significativo de la proporción celular en fase G0/G1 y de la fase S, 

mientras que la fase G2/M prácticamente desaparecía.   

 A continuación, en la figura 4.40, se muestran dichos 

resultados para la línea celular SET-2. 
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4.2.2.5. Resumen de los ensayos de inhibición biológica de p300 

 La aplicación del inhibidor de p300 C646 tuvo un efecto 

drástico en la inhibición del complejo en las líneas celulares Dicho 

efecto se traducía a nivel funcional en un descenso de la proliferación 

y la viabilidad en todas las líneas celulares. Se vio también que la 

inhibición de p300 causaba un incremento en la apoptosis tras 24h de 

tratamiento con el inhibidor, y que dicho tratamiento producía 

cambios en el patrón de ciclo celular de las células tratadas, que 

consistían en un aumento de la proporción celular en fase G0/G1 y un 

descenso de la proporción de células en fase S y en fase G2/M. 

Además, se vio que la combinación de C646 (inhibición del complejo) 

junto con la terapia convencional en las diferentes líneas producía en 

la mayoría de casos (con pocas excepciones) un efecto mayor que el 

causado por ambos tratamientos de manera separada. 

 

4.2.4 Inhibición simultánea HIPK2-p300 en la línea celular MEG-01 

 Finalmente, se realizó un último estudio funcional el cual 

consistió en tratar la línea celular con knock-down de HIPK2, MEG-01-

shRNA-HIPK2 con el C646 para, de este modo, realizar una inhibición 

doble de los dos genes reguladores del complejo HIPK2 y EP300. Dicha 

línea celular fue tratada con 25µM de C646 durante 24h antes de ser 

testada en los diferentes ensayos funcionales. 

 

4.2.4.1 Análisis mediante western blot 

Tras el tratamiento con C646, se realizó un análisis por western 

blot de todos los genes del complejo. Tal y como se muestra en la 
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figura 4.41, al inhibir p300 en la línea celular MEG-01-shRNA-HIPK2, 

aparecieron cambios que no eran observados solamente con la 

inhibición de HIPK2: La proteína p300 disminuyó como es lógico, pero 

también HIPK2, que pasó de estar inhibida al 50% a prácticamente 

desaparecer en su totalidad con el knock-down doble HIPK2-p300. 

Además, se vio que efectivamente p53 no desaparecía, pero p-p53 se 

mantenía inhibido, que AML1  seguía expresándose y que p-AML1 

desaparecía casi en su totalidad, mientras que su expresión no se veía 

alterada sólo con un 50% de knock-down de HIPK2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.41  Resultados de western blot mostrando el efecto de la inhibición 
de HIPK2 en la línea celular MEG-01 (50%), y de HIPK2 + p300, sobre el resto 
de genes del complejo HIPK2/EP300/P53/AML1/CBF-β, así como sobre las 
formas fosforiladas p-p53 y p-aml1. 
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4.2.4.2. Estudios de viabilidad 

También se realizaron estudios de viabilidad en la línea celular 

MEG-01 con inhibición de HIPK2 + p300 (figura 4.42). Se comprobó 

que cuando HIPK2 estaba inhibido, la inhibición química de p300 tenía 

un efecto mucho menos drástico sobre las células que en condiciones 

normales de expresión de HIPK2. Los resultados obtenidos tras tratar 

ambas líneas celulares (MEG-01-scramble y MEG-01-shRNA-HIPK2) 

durante 24h con 12,5µM de C646 mostraron una diferencia muy ligera 

(77% de viabilidad vs 81%) entre ellas; sin embargo, cuando se 

aumentó la concentración del inhibidor hasta 25µM, la viabilidad 

disminuyó hasta un 40,59% en la línea infectada con el scramble, 

mientras que la viabilidad en la línea con inhibición de HIPK2 fue de un 

71,19%, es decir, la inhibición de p300 en el contexto de la inhibición 

de HIPK2, tenía un menor efecto en la viabilidad (hasta un 30,6% de 

Figura 4.42   Viabilidad relativa en las líneas celulares MEG-01-scramble y 
MEG-01-shRNA HIPK2 tras el tratamiento con 12,5 y 25µM de C646. 
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diferencia) en comparación a la inhibición de p300 en condiciones 

normales de expresión de HIPK2. 

 

4.2.4.3. Ensayos de apoptosis mediante citometría de flujo en la línea 

celular MEG01 con inhibición simultánea de HIPK2 y p300 

Ambas líneas celulares (scramble y shRNA-HIPK2) tratadas con 

C646 fueron expuestas a experimentos de apoptosis. Los resultados 

tras estos ensayos mostraron unos resultados muy llamativos, y es que 

la inhibición química de p300 tenía unos efectos apoptóticos severos 

en la línea celular scramble, sin embargo, estos efectos eran mucho 

menos atenuados en la línea celular con inhibición de HIPK2. En 

concreto, tal y como se observa en la figura 4.43, el uso de las 

concentraciones de 12,5 y 25µM de C646 causaba un aumento de la 

apoptosis desde un 22,2% en el control hasta un 57,65% y un 68,85% 

respectivamente en la línea celular scramble; y una disminución en el 

porcentaje de células vivas desde un 76,97% en el control hasta un 

40,65% y un 29,30% respectivamente. Por otro lado, al observar la 

línea celular MEG-01-shRNA HIPK2 los valores de aumento de la 

apoptosis variaron desde un 11,49% en el control, a un 15,11% y un 

24,64% tras usar ambas concentraciones de C646; y los valores en el 

porcentaje de células vivas disminuyeron desde un 88,3% 

correspondiente al control a un 84,60% y un 74,95% tras el 

tratamiento con ambas concentraciones del inhibidor de p300. 

Así pues, mientras que en la línea scramble hay unas 

diferencias de hasta un 46,65% en la apoptosis y de hasta un 47,67% 

en el porcentaje de células vivas cuando comparamos la línea celular 

sin tratar (control) y la muestra tratada con 25µM de C646, estos 

valores en MEG-01-shRNA HIPK2 son sólo de un 13,15% y de un 
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13,35% respectivamente, mostrando valores estadísticamente 

significativos al comparar ambas líneas celulares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.43   Gráficas de citometría de flujo que muestran los resultados de la 
técnica de apoptosis (AV/PI) en las líneas celulares MEG-01-scramble y MEG-
01-shRNA-HIPK2 tras el tratamiento durante 24h con 12,5 y 25µM de C646. 
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4.2.4.4. Estudios de ciclo celular mediante citometría de flujo en la 

línea celular MEG01 con inhibición simultánea de HIPK2 y p300 

 Se observaron también los patrones de ciclo celular en ambas 

líneas tras el efecto de C646. Estos resultados mostraron unos efectos 

acordes a lo observado en los ensayos de apoptosis, observándose 

efectos mucho más drásticos en MEG-01-scramble respecto a MEG-

01-shRNA-HIPK2. No obstante, como se puede observar en la figura 

4.44 y se vio anteriormente, las diferencias principales se vieron al 

comparar las dos muestras control, que ya eran muy diferentes entre 

sí debido a la inhibición de HIPK2. Así pues, al tratar ambas líneas 

celulares con 12,5µM, se vieron cambios muy drásticos en MEG-01-

scramble, donde la fase G0/G1 aumentó un 22,36%, la fase S 

disminuyó un 23,75%, y la fase G2/M aumentó un 1,43%. Por el 

contrario, no se observaron grandes cambios en MEG-01-shRNA-

HIPK2, donde la fase G0/G1 aumentó sólo un 7,05%, la fase S no sufrió 

ningún cambio, y la fase G2/M disminuyó un 7,17%. 

Cuando la concentración de C646 se aumentó hasta 25µM, 

dichos porcentajes se incrementaron respectivamente hasta un 

24,74% (fase G0/G1), un 32,29% (fase S) y un 6,06% (fase G2/M) en la 

línea celular scramble. Dichos porcentajes fueron respectivamente de 

un 13,85%, un 0,21% y un 13,65% en la línea celular con inhibición de 

HIPK2. 

Es llamativo que los cambios en la línea celular scramble 

consistieron en un aumento de las fases G0/G1 y G2/M y un descenso 

muy acusado de la fase S tras el tratamiento, mientras que en la línea 

con inhibición de HIPK2, lo que se observó fue un aumento de la fase 

G0/G1, un descenso de G2/M, mientras que la fase S no sufrió ninguna 

variación. 



Capítulo 4. Resultados______________________________________ 
 

249 

 

 

Figura 4.44   Gráficas de citometría de flujo que muestran los resultados de 
ciclo celular en las líneas celulares MEG-01-scramble y MEG-01-shRNA-HIPK2 
tras el tratamiento durante 24h con 12,5 y 25µM de C646. 
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4.2.4.5. Resumen de los ensayos de inhibición simultánea de HIPK2 y 

p300 en la línea celular MEG01 

 Se puede concluir que la expresión de las proteínas HIPK2, 

p300 y p-AML1 disminuyeron al tratarse las células MEG-01-shRNA-

HIPK2 con C646, respecto a la inhibición solamente del 50% de HIPK2. 

En cuanto a los resultados de los estudios funcionales, se vio que las 

células que presentaban inhibición de HIPK2 eran más resistentes a los 

efectos del tratamiento con C646, es decir, la inhibición de p300 

causaba menores efectos a nivel de viabilidad, apoptosis y ciclo celular 

en las células con inhibición de HIPK2 respecto a las células que 

expresaban dicho gen normalmente, las cuales sufrían efectos más 

acusados. 

 

 

4.3. INHIBICIÓN QUÍMICA DE P300 EN MUESTRAS DE SANGRE 

PERIFÉRICA Y MÉDULA ÓSEA DE DONANTES SIN NEOPLASIA 

HEMATOLÓGICA Y DE PACIENTES CON NEOPLASIAS 

MIELOPROLIFERATIVAS CRÓNICAS 

4.3.1. Introducción 

 En último lugar, se quiso comprobar si el efecto observado de 

la inhibición química de la acetiltransferasa p300 mediante el inhibidor 

C646 usado anteriormente en líneas celulares, producía un efecto 

similar en muestras celulares de pacientes de NMPs. Para ello se 

obtuvieron muestras frescas (recientemente extraídas), mediante 

previo consentimiento, de 17 pacientes de NMPs y de 11 donantes sin 

neoplasia hematológica que sirvieron como control. Todas las 
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muestras fueron proporcionadas por la unidad de Hematología del 

Hospital Clínico de Valencia y fueron de médula ósea y/o sangre 

periférica, según la disponibilidad, dando preferencia siempre a las 

muestras de médula sobre las de sangre. Además, debido a que las seis 

líneas celulares utilizadas en este trabajo son de origen mieloide, se 

decidió trabajar sólo con la porción mieloide de las muestras de los 

pacientes y donantes, de modo que los resultados fueran comparables 

a los resultados obtenidos previamente en líneas celulares. El 

procedimiento por el cual se separaron las células de estirpe mieloide 

del resto de la muestra está detallado en el apartado MATERIALES Y 

MÉTODOS. 

 Cabe destacar que se encontraron diferentes dificultades para 

llevar a cabo en este proceso, que se enumeran a continuación: 

a) En primer lugar, las muestras celulares de sangre 

periférica y médula ósea son muy sensibles a cualquier 

cambio y difíciles de mantener en cultivo, produciéndose 

una rápida mortalidad al poco tiempo de ser extraídas del 

cuerpo. Debido a esto, no todas las muestras pudieron ser 

analizadas mediante todas las técnicas, y muchas de las 

que sí que se pudieron analizar tuvieron que ser excluidas 

del estudio debido a la alta mortalidad celular tras el 

cultivo, que hacía imposible la evaluación del efecto del 

inhibidor C646. 

 

b) Las muestras no fueron extraídas para la realización 

exclusiva de este estudio. De este modo, las muestras 

disponibles fueron la parte restante que quedó disponible 

tras la realización de otros estudios diagnósticos, siendo a 

veces una muestra escasa que imposibilitaba la realización 
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de todos los experimentos deseados o la repetición de 

aquellos que no funcionaron correctamente en muchos 

casos. 

 

c) En muchas ocasiones, la muestra se recibió después de 

haber estado un tiempo extraída (nunca superior a 24h). 

 

d) Las muestras a estudio procedían de individuos de 

diferentes características, tratándose de personas de 

edades comprendidas entre los 9 meses y los 93 años de 

edad, de ambos sexos, pero sobre todo de diferentes 

casos clínicos y con distintas neoplasias 

mieloproliferativas. 

 

 

e) Debido a todo lo anterior, la celularidad total de cada 

muestra varió mucho de caso a caso. Del mismo modo los 

porcentajes de las diferentes subpoblaciones de la sangre 

eran muy distintos, dando todo esto aún más variabilidad 

al análisis. 

Consecuentemente, es importante recalcar la dificultad de la 

realización de estos experimentos, a la hora de decidir qué cantidades 

celulares usar, discriminar qué muestras eran válidas o no, decidir 

unos tiempos de cultivo que fueran idóneos en todas las muestras y 

usar cantidades de fármacos que pudieran tener efecto en las 

diferentes muestras, pero sin llegar a ser suficientemente nocivas 

como para causar la muerte de todas las células, ya muy debilitadas 

por el hecho de estar en cultivo. 
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Se utilizaron, por tanto, tiempos de cultivo y concentraciones 

de fármacos que fueran válidos para todas las muestras, y se realizaron 

experimentos de viabilidad celular y apoptosis, así como diferentes 

estudios poblacionales mediante citometría de flujo. Todos ellos tras 

24h de cultivo en presencia de una concentración de 12,5µM de C646 

y/o también de 250nM de Imatinib, en el caso de las muestras de 

pacientes de LMC. En aquellos casos en los que la cantidad de muestra 

era abundante, se decidió probar además una serie extra de 

condiciones, evaluando diferentes tiempos de cultivo y 

concentraciones de fármacos, llegando en algunos casos a 

experimentar con tiempos de 12h, 24h, 48 y hasta 72h de cultivo, 

como en el caso de las líneas celulares ya descrito anteriormente. Si la 

cantidad de muestra viable lo permitía, se comprobó también el efecto 

de usar diferentes concentraciones de C646 y de Imatinib, así como de 

las combinaciones de ambos, por lo que en algunos casos se probaron 

concentraciones de C646 mayores de 12,5µM, tales como 25 o 50µM, 

y concentraciones de Imatinib de 500 o 1000Nm. 

Se realizaron también experimentos de ciclo celular en todas 

las muestras. Sin embargo, estos experimentos no serán comentados 

en este trabajo. Esto se debe a que las células sanguíneas en cultivo 

rara vez proliferan, por lo que los experimentos de ciclo celular dieron 

como resultado patrones estáticos en los que las poblaciones celulares 

en cultivo se encontraban siempre en fase G0/G1 y apenas existían 

células en fase S/M o en fase G2. De este modo fue imposible distinguir 

entre unas muestras u otras antes y después de los diferentes 

tratamientos, ya que los únicos cambios que se observaban fueron en 

la fracción de células muertas, y esto es algo que puede medirse de 

una manera más adecuada mediante estudios de apoptosis. 
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Las muestras obtenidas se agruparon según el tipo de 

neoplasia en tres grupos básicos:  

1- Grupo control: compuesto por las muestras celulares obtenidas de 

11 individuos donantes (sin neoplasia mieloide). Dichas muestras 

procedían de la médula ósea del donante (6 de los casos) o de sangre 

periférica (los otros 5 casos restantes). 

2- Pacientes con leucemia mieloide crónica (LMC): En este caso se 

dispuso solamente de muestras de tres individuos con LMC de nuevo 

diagnóstico, debido a la poca incidencia de esta enfermedad. De dos 

de los individuos se obtuvo muestra medular, y del tercero, se 

pudieron obtener ambos tipos de muestra (médula y sangre 

periférica). 

3- Pacientes de NMPs cromosoma Filadelfia negativos (TE, PV y MF): 

De este grupo se obtuvo muestra de 14 pacientes, de las cuales 4 eran 

muestras de médula ósea y 10 de sangre periférica. De las 14 

muestras, 6 corresponden a pacientes de mielofibrosis (MF), 5 a 

pacientes de trombocitemia esencial (TE), una muestra es de un 

paciente con policitemia vera (PV), y los dos individuos restantes se 

trata de pacientes con síndromes mieloproliferativos cromosoma 

Filadelfia negativos con rasgos atípicos y no clasificables dentro de 

ninguno de los tres grupos anteriores (MF, TE y PV). 

 Se asignó un código numérico a los pacientes que hiciera más 

sencilla su identificación.  

En el ANEXO III, en las tablas 4.9, 4.10 y 4.11, se muestra la 

información de los 28 individuos utilizados en este estudio y se indican 

algunos datos como el tipo de neoplasia, edad, sexo, porcentajes de la 

serie mieloide y porcentaje de blastos. 
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4.3.2. Estudios de viabilidad en muestras celulares de sangre 

periférica y médula ósea de donantes del grupo control y pacientes 

con NMPs, sometidas a tratamiento con C646, Imatinib o la 

combinación de ambos 

 Del mismo modo que se realizó con las líneas celulares, 

también se realizaron ensayos de viabilidad en las muestras celulares 

de los individuos sanos y enfermos. Estos ensayos sólo pudieron ser 

analizados correctamente en 17 de las 29 muestras. No obstante, la 

información obtenida en estos 17 casos permitió realizar una primera 

aproximación al estudio del efecto del inhibidor C646 o de su 

combinación con la terapia convencional en muestras de pacientes. Se 

probaron tres concentraciones distintas de cada inhibidor, así como la 

combinación de éstas, y se usaron tiempos de incubación desde las 

12h hasta las 72h en algunos casos. Por ello, fue la única técnica que 

permitió experimentar con tiempos de exposición a los fármacos 

distintos a 24h. 

Este grupo formado por 17 individuos se componía de 5 

donantes del grupo control, dos pacientes de LMC y 10 pacientes con 

NMPs cromosoma Filadelfia negativos.  

 Los resultados de esta técnica en estos 17 pacientes recrearían 

perfectamente los que se obtendrían más adelante mediante los 

experimentos de apoptosis, de modo que la técnica de viabilidad pudo 

utilizarse también para corroborar aquellos efectos descritos 

posteriormente mediante apoptosis, a la vez que permitió probar más 

tiempos de exposición a los fármacos, como ya se ha comentado. 

A continuación, se exponen los resultados de viabilidad 

obtenidos para cada grupo de individuos. 
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4.3.2.1. Estudios de viabilidad en muestras del grupo control 

Las 5 muestras analizadas del grupo control se sometieron al 

tratamiento durante 12, 24 y 48h con al menos la concentración de 

12,5µM de C646. Además, dos de ellas pudieron ser analizadas hasta 

la 72h de cultivo en presencia del fármaco. Los resultados obtenidos 

confirmaron que ninguna de las 5 muestras sufrió descenso alguno en 

la viabilidad tras la incubación de las células con dicha cantidad de 

fármaco y en ninguno de los tiempos de cultivo observados. 

Además, 3 de las cinco muestras pudieron ser cultivadas 

también durante 12, 24 y 48h con concentraciones de 25µM, y de estas 

3, dos de ellas también se cultivaron con una concentración de 50µM 

de C646, de nuevo durante los tres tiempos de tratamiento anteriores. 

Los resultados volvieron a mostrar que ninguna muestra sufrió 

descenso en la viabilidad bajo el tratamiento con ninguna de las 

concentraciones usadas de C646 y tras ninguno de los tiempos de 

exposición testados. 

En la figura 4.45 se observan un par de casos representativos 

de resultados en los controles sanos. Así pues, no se observó ningún 

descenso significativo en la viabilidad tras 72h de exposición a una 

concentración de 12,5µM de C646 en una muestra de médula sana 

(figura 4.45 A). Este mismo ensayo se repitió con concentraciones más 

altas del inhibidor (25 y 50µM) en otra muestra medular sana que 

presentaba mayor celularidad (figura 4.45 B), no obteniéndose de 

nuevo ningún descenso apreciable en la viabilidad. En el gráfico se 

muestra solamente el tiempo de 48h para evitar redundancia, ya que, 
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si no hay efecto apreciable a las 48h de tratamiento es porque 

tampoco lo hay a las 12 ni a las 24h. 

4.3.2.2. Estudios de viabilidad en muestras de pacientes de LMC 

sometidas a tratamiento con C646 y/o Imatinib 

En las muestras de pacientes de leucemia mieloide crónica se 

procedió del mismo modo que en el caso de los donantes del grupo 

control. Las muestras se trataron también con el inhibidor C646, así 

como con el inhibidor de BCR-ABL, Imatinib, para posteriormente, ser 

tratadas con ambos fármacos de manera simultánea. De las 4 

muestras disponibles de pacientes de LMC, sólo pudieron incluirse en 

este análisis dos de ellas (dos muestras de médula ósea). De estas dos 

muestras, una de ellas fue tratada sólo con concentraciones bajas de 

C646 (12,5µM) e Imatinib (250nM), así como su combinación, pero 

pudo tratarse hasta 72h. La segunda de las muestras tenía un número 

de células suficiente como para testar las tres concentraciones de 

Figura 4.45  Efecto del tratamiento con el inhibidor químico C646 en la 
viabilidad de muestras celulares mieloides de médula ósea de donantes del 
grupo control. A) Efecto en la médula ósea del donante #55 tras 24, 48 y 72h 
de exposición a una concentración de 12,5µM de C646.  B) Efecto en la médula 
ósea del donante #92 tras 48h de exposición a diferentes concentraciones de 
C646 (12,5, 25 y 50µM). 
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C646 y las dos concentraciones de Imatinib que se usarían en 

combinación con C646, así como las combinaciones de estas dos 

drogas, pero sólo durante tres tiempos de exposición. En 

consecuencia, se trató hasta las 48h con las diferentes 

concentraciones de cada fármaco y sus combinaciones y se eliminó el 

tiempo de 72h, ya que, si existía efecto, este ya sería visible a las 24 y 

a las 48h. 

Tras realizar los experimentos de viabilidad celular con el 

inhibidor C646, se observaron unos resultados llamativos. En ambas 

muestras se vio una disminución en el número de células vivas tras el 

tratamiento con la droga, a diferencia de lo observado para el grupo 

control. Además, este efecto se incrementaba al aumentar el tiempo 

de exposición al fármaco o la concentración de éste, obteniéndose 

valores de reducción de la viabilidad estadísticamente significativos en 

ambos casos (figura 4.46). 

Cabe destacar que el efecto a las 12h era muy leve y difícil de 

apreciar, sin embargo, a las 24h éste ya era apreciable en las dos 

muestras: En el caso de la primera muestra (#92), cuando se aplicó la 

concentración baja de C646 (12,5µM) tras 24h, se obtuvo un descenso 

medio en la viabilidad relativa de un 6% (viab = 94%,) respecto a la 

muestra no tratada (viab = 100%). Estos porcentajes de reducción de 

viabilidad se veían aumentados con el tiempo, de modo que a las 48h 

este valor era de un 26,2% de reducción (viab = 73,78%), y a las 72h, 

de un 40,3% (viab = 59,7%). 

Para la segunda muestra (#735), se pudieron probar las tres 

concentraciones de inhibidor como se ha comentado. Los valores de 

reducción en el porcentaje de células vivas a las 24h fueron de un 

11,3% para la concentración baja de C646 (viab = 88,7%), del 36,37% 

con la concentración media (viab = 63,63%), y del 40,34% (viab = 
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59,65%) con la concentración alta. Esta muestra fue muy sensible al 

hecho de estar en cultivo y al tratamiento, por lo que los efectos a las 

48h no eran ya fiables (figura 4.46). 

Por otra parte, las muestras de los pacientes de LMC se 

trataron también con imatinib de manera separada, para 

posteriormente ser tratadas de manera simultánea junto con C646. Se 

utilizaron en este caso dos concentraciones de imatinib, las 

Figura 4.46  Efecto del tratamiento con el inhibidor químico C646 en la 
viabilidad de muestras celulares mieloides de pacientes de LMC. A) Efecto en 
la muestra de médula ósea del paciente #92 tras 24, 48 y 72h de exposición a 
una concentración de 12,5µM de C646.  B) Efecto en la médula ósea del 
paciente #35 tras 24h de exposición a diferentes concentraciones de C646 
(12,5, 25 y 50µM).  C) Análisis estadístico de los resultados.  
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concentraciones baja y media (250nM y 500nM respectivamente), ya 

que estas son las que serían usadas posteriormente en el tratamiento 

combinado con C646. Los efectos del tratamiento con imatinib fueron 

los ya esperados, ya que se trata de la terapia efectiva y usada en la 

práctica clínica para el manejo de los pacientes de LMC. Así, la 

reducción en la viabilidad era más acentuada conforme se 

incrementaba la concentración de fármaco y el tiempo de exposición 

a éste.  

En consecuencia, el tratamiento con ambas drogas se realizó 

sólo a las 24h para evitar una excesiva muerte celular, siendo el 

descenso medio en la viabilidad para ambas muestras cuando se usó 

la concentración más baja (250nM) de imatinib de un 15,4% (viab = 

84,60); En la muestra del paciente #735, cuando se usó la 

concentración media (500nM), éste valor fue de un 22,88% (viab = 

77,11%).  

La comparación entre el efecto causado por ambas drogas 

individualmente dependerá lógicamente de las concentraciones 

utilizadas de cada una de ellas. Con todo, observamos que a 

concentraciones bajas de ambos, el imatinib se asoció a una mayor 

reducción en la viabilidad celular que el C646. Sin embargo, estos 

resultados se invierten cuando aumentamos las dosis de ambos 

fármacos, obteniéndose valores de reducción de viabilidad mayores 

con C646 que con imatinib cuando se usaron las concentraciones 

medias de cada compuesto. 

 Por último, se realizaron experimentos de viabilidad en los que 

las muestras celulares de los pacientes de LMC fueron tratadas de 

manera simultánea con ambas drogas. Las combinaciones fueron 

siempre de la concentración más baja de un fármaco con la 

concentración más baja del otro, o del mismo modo, pero con las 
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concentraciones medias, y se observó a las 24h. Sin embargo, para los 

experimentos en los que se combinaban ambos fármacos, C646 e 

imatinib, no se usaron nunca las concentraciones más altas de estos 

(50 µM de C646 y 1000nM de imatinib). El motivo es que estas 

concentraciones, incluso de modo independiente, eran demasiado 

nocivas para las ya muy sensibles muestras celulares en cultivo, por lo 

que, si además se añadían en combinación, el resultado sería muy letal 

para las células como para poder medir el efecto de este tratamiento. 

 Los datos obtenidos para los experimentos de viabilidad con 

combinación de C646 e imatinib en las muestras celulares de los 

pacientes de LMC fueron interesantes, y es que la combinación de 

ambas drogas daba por resultado una reducción de la viabilidad mayor 

que la resultante de aplicar ambos tratamientos por separado (por lo 

que se observó en pacientes el mismo efecto observado ya 

anteriormente en líneas celulares); obteniéndose valores 

estadísticamente significativos (p valor < 0,05) en ambos casos (figura 

4.47). 

 El análisis de los datos dio como resultado que la viabilidad 

media para ambas muestras se redujo un 36,59% cuando se 

combinaron las concentraciones bajas de ambos fármacos (12,5 µM 

de C646, 250nM de imatinib) tras 24h de exposición (viab = 63,41%), 

lo que supone un 27,95% menos de viabilidad respecto al efecto medio 

causado exclusivamente por la misma concentración de C646 en 

ambas muestras, y un 22,04% menos de viabilidad cuando 

comparamos con el efecto causado únicamente por imatinib en ambas 

muestras. El efecto combinado con las concentraciones medias de 

ambos fármacos no pudo medirse adecuadamente mediante 

viabilidad. 
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B 

Figura 4.47  A) Efecto  en la viabilidad  de las muestras  celulares mieloides de 
médula ósea de los pacientes de LMC #92 y #35 tras el tratamiento durante 
24h de forma separada con el inhibidor químico C646 (12,5µM) y con Imatinib 
(250nM) respectivamente; así como efecto del tratamiento también durante 
24h con ambos fármacos de forma conjunta (en negro). B) Análisis estadístico 
de los resultados obtenidos. 
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4.3.2.3. Estudios de viabilidad en muestras celulares de sangre 

periférica y médula ósea de pacientes con NMPs cromosoma 

Filadelfia negativos 

De igual modo, todas las muestras se trataron con tres 

concentraciones de C646 y a los tiempos de 12, 24 y 48h, llegando 

hasta las 72h en algún caso. Tal y como se observó en los pacientes de 

LMC, el tiempo de exposición de 12h tiene poca relevancia en este 

estudio, ya que los resultados son poco apreciables y no comparables 

con los estudios de apoptosis. Por otra parte, a las 48h las muestras 

estaban en avanzado estado de muerte celular y era difícil cuantificar 

con exactitud el efecto del fármaco, por lo que nos centramos en el 

efecto a las 24h, que pudo ser determinado con claridad. 

En el caso de estos pacientes no se usó ningún otro fármaco 

aparte de C646, ya que las terapias convencionales empleadas en 

estos pacientes en práctica clínica (hidroxiurea y ruxolitinib) tienen 

tiempos de acción muy diferentes a C646, tal y como se describe en el 

apartado 4.3.2 de RESULTADOS. En dichos experimentos se observó 

que el efecto de dichas drogas, al menos con las concentraciones 

utilizadas, comenzaba a ser notorio a partir de las 48h, por lo que no 

sería razonable realizar dichos experimentos en muestras celulares de 

pacientes debido a la dificultad de dichas muestras de permanecer 

intactas en cultivo durante 48h. Además, el objetivo sería combinar el 

efecto con C646, especialmente dañino para las muestras de pacientes 

a las 48h de exposición. Así pues, sólo se estudió el efecto de 

exposición a C646 en las muestras celulares de los pacientes de NMPs 

Filadelfia negativos. 

De las 10 muestras que pudieron ser analizadas mediante 

experimentos de viabilidad, seis de ellas, mostraron algún efecto en el 

porcentaje de células vivas tras la exposición a la droga. Sin embargo, 
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en una de esas 6 el efecto del fármaco no pudo cuantificarse. En 

cuanto a las otras 5, la reducción media de la viabilidad fue del 13,19% 

con la concentración baja de C646 (viabilidad = 86,81%). La 

concentración media de C646 produjo una reducción media de la 

viabilidad del 25,1% (viabilidad = 74,90%); Por último, cuando se usó 

la concentración alta del fármaco, con tres de las cuatro muestras, esta 

reducción se incrementó hasta el 42,66% (viabilidad = 57,34%). Un 

ejemplo de lo descrito anteriormente puede observarse con mayor 

claridad en la figura 4.48. 

Figura 4.48  Efecto del tratamiento con el inhibidor químico C646 en la 
viabilidad de muestras celulares mieloides de pacientes con NMP cromosoma 
Filadelfia negativas. A) Efecto en la muestra medular del paciente #49 tras 24, 
48 y 72h de exposición a una concentración 12,5µM de C646.  B) Efecto en la 
médula ósea del paciente #49 tras 24h de exposición a diferentes 
concentraciones de C646 (12,5, 25 y 50µM). 

C 



Capítulo 4. Resultados______________________________________ 
 

265 

En la figura 4.49, se muestra un resumen de los resultados de 

los experimentos con C646. Así, el efecto del tratamiento con 12,5µM 

de C646 durante 24, 48 y 72h en tres muestras representativas de un 

control, un paciente con LMC y un paciente con NMP Filadelfia 

negativa respectivamente, aparece en la figura A. En la figura B se 

muestran los resultados del tratamiento durante 24h con las tres 

concentraciones del inhibidor en tres muestras representativas de 

cada uno de los grupos de individuos. 

Por último, se muestran varias tablas con los resultados de los 

experimentos de viabilidad en los tres grupos de pacientes. Los valores 

indican los porcentajes de viabilidad tras cada uno de los tratamientos 

durante 24h, respecto a la misma muestra sin tratar a las 24h (100% 

de viabilidad).  Se incluye también una pequeña tabla con los ejemplos 

comentados de pacientes tratados hasta 72h con una concentración 

12,5µM de C646. 
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4.3.3. Estudios de apoptosis por citometría de flujo en muestras 

celulares de sangre periférica y médula ósea de donantes del grupo 

control y pacientes de NMPs, sometidas a tratamiento con C646, 

imatinib o la combinación de ambos 

 Una vez confirmado el efecto de C646 sólo o en combinación 

con imatinib mediante la técnica de viabilidad, y tras observar que el 

tiempo de tratamiento más adecuado para el estudio de las muestras 

procedentes de pacientes es 24h, se procedió a realizar los estudios de 

apoptosis mediante citometría de flujo. Así pues, dichos estudios se 

realizaron siempre a las 24h de tratamiento utilizando entre 50.000 y 

100.000 células por cada condición, según la cantidad de muestra 

disponible. Todos los experimentos se realizaron en triplicado, o en 

duplicado en caso de no disponer de muestra suficiente. Se usaron los 

anticuerpos Anexina V, Yoduro de propicio, y anti-CD45, estos últimos 

para identificar bien la población de células mieloides. En algunos 

casos en los que la identificación era un poco más complicada, se 

usaron otros anticuerpos frente a CD13, CD11b y CD14 para identificar 

los neutrófilos y sus precursores, CD33 y CD13 para los monocitos, y 

CD34 para identificar los blastos. 

 

4.3.3.1. Estudios de apoptosis en muestras del grupo control 

sometidas a tratamiento con C646 

Se analizaron 11 muestras de donantes sanos, de las cuales 6 

eran de médula ósea, y 5, de sangre periférica. Todas las muestras 

pudieron ser analizadas de modo fiable mediante estudios de 

apoptosis por citometría de flujo. Además, 5 muestras ya habían sido 

analizadas anteriormente mediante viabilidad, obteniéndose 
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exactamente los mismos resultados por ambas técnicas, lo que da 

mayor validez al estudio. 

Todas las muestras fueron evaluadas a las 24h de tratamiento 

con 12,5µM de C646. Tras el análisis de los resultados obtenidos se 

pudo confirmar que ninguna de las 11 muestras mostró una reducción 

significativa en el porcentaje de células vivas ni un aumento en el 

porcentaje de células apoptóticas y/o necróticas. 

Además, debido a que en algunos casos se disponía de una 

mayor abundancia de muestra, 5 de las muestras fueron analizadas 

también tras exposiciones de 24h con 25µM de C646, y tres de ellas 

con concentraciones de 50µM del inhibidor. De nuevo, los resultados 

obtenidos mostraron que ninguna muestra de donante sano mostró 

una reducción significativa en el número de células vivas ni un 

aumento en el número de células apoptóticas y/o necróticas tras 24h 

de exposición con las concentraciones utilizadas.  

En la figura 4.50 A, se puede observar un caso representativo 

de los gráficos obtenidos tras realizar los ensayos de apoptosis por 

citometría de flujo en uno de los donantes control. Tal y como se 

detalló en el apartado 2 del bloque de RESULTADOS, los cuadrantes 

representan, por orden, de izquierda a derecha y de abajo a arriba, los 

porcentajes de células vivas, células en apoptosis temprana, apoptosis 

tardía y necrosis, respectivamente. El análisis de los resultados mostró 

claramente que no existe efecto alguno del fármaco C646 sobre las 

células de dicho donante para ninguna de las tres concentraciones 

utilizadas.  

Por otra parte, en la figura 4.50 B se observa la cuantificación 

de dichos resultados mostrados en el apartado A. 
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Control 12,5µM C646 

25µM C646 50µM C646 

A 

Figura 4.50  A) Gráficos obtenidos mediante citometría de flujo tras realizar 
estudios de apoptosis con Anexina V/Yoduro de propidio en muestras 
celulares de médula ósea de un donante sano. Los gráficos muestran, de 
izquierda a derecha y de abajo a arriba, los porcentajes de células viables, 
células en apoptosis temprana, apoptosis tardía y necrosis tras 24h de 
exposición a diferentes concentraciones de C646. 
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Se observó una muestra medular (donante #09) que mostraba 

un resultado diferente al resto de muestras de donantes control, y 

similar al observado en alguna de las muestras de pacientes, tal y como 

se verá más adelante. En dicha muestra, el análisis de la apoptosis por 

citometría de flujo mostró que a concentraciones bajas de C646 

(12,5µM), el porcentaje de células vivas era casi un 15% mayor que en 

el control; a concentraciones un poco más altas de C646 (25µM), el 

porcentaje de células vivas se reducía, aunque seguía siendo mayor 

que en el control (un 4% mayor); por último a concentraciones altas 

de C646 (50µM), el porcentaje de células vivas volvía a reducirse, 

siendo en este caso por primera vez menor que en el control, aunque 

tan solo un 2,5% menor, siendo esta diferencia con el control no 

significativa estadísticamente. Sin embargo, la reducción en el 

Continuación figura 4.50  B) Cuantificación de los porcentajes obtenidos en el 
apartado A y análisis estadístico de los resultados.  

B 
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porcentaje de células vivas al pasar de una concentración de C646 a 

otra mayor sí que fue estadísticamente significativa en cada caso.  

En este donante se observó un aumento del porcentaje de 

células vivas a concentraciones bajas y medias de C646. Sin embargo, 

conforme se aumentaba progresivamente la concentración del 

inhibidor, la viabilidad se iba reduciendo hasta llegar a ser menor que 

en el control cuando se utilizó la concentración más alta del fármaco. 

Por todo ello, aunque no se puede afirmar que en ningún momento el 

efecto de usar C646 causa una reducción en el número de células vivas 

y/o aumento de la apoptosis respecto al control, ya que esta diferencia 

no fue significativa, sí que se puede afirmar que existe un efecto al usar 

las diferentes concentraciones del inhibidor, siendo el único caso de 

un donante sano de 11 analizados en el que se producen cambios 

estadísticamente significativos al usar diferentes concentraciones de 

inhibidor tras 24h de exposición.  

En la figura 4.51 se muestran los gráficos de citometría de flujo 

en los que se observa este proceso a parte de la cuantificación de los 

porcentajes obtenidos. 
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Control 12,5µM C646 

25µM C646 50µM C646 

A 

Figura 4.51  A) Gráficos obtenidos mediante estudios de apoptosis por 
citometría de flujo con Anexina V/Yoduro de propidio en muestras celulares 
de médula del donante sano #09. Los gráficos muestran, de izquierda a 
derecha y de abajo a arriba, los porcentajes de células viables, células en 
apoptosis temprana, apoptosis tardía y necrosis tras 24h de exposición a 
diferentes concentraciones de C646 (12,5, 25 y 50µM) en relación con la 
muestra sin tratar (control).  
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Como resumen de este apartado, se puede concluir que en 

ninguno de los 11 casos se observó un descenso en el porcentaje de 

células vivas tras el tratamiento con el inhibidor C646 con ninguna de 

las concentraciones utilizadas en comparación con la muestra sin 

tratar. Del mismo modo tampoco se observó ningún aumento en la 

apoptosis tras 24h de tratamiento con C646 para ninguna de las 

concentraciones utilizadas. Además, no se observaron diferencias 

significativas en los niveles de apoptosis entre los distintos 

tratamientos, con una sola excepción, el paciente #09, descrito 

Figura 4.51  B) Cuantificación de los porcentajes obtenidos en el apartado 
anterior y análisis estadístico de los resultados. 

B 
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anteriormente. Así pues, es posible afirmar que no se produce una 

reducción en el porcentaje de células vivas tras tratamiento con C646 

en muestras de controles sin patología mieloide con las 

concentraciones de 12,5 µM, 25 µM y 50 µM y tras 24h de tratamiento. 

 

4.3.3.2. Estudios de apoptosis en muestras de pacientes de leucemia 

mieloide crónica (LMC) sometidas a tratamiento con C646 y/o 

imatinib 

Para el caso de las muestras de pacientes con LMC, se procedió 

del mismo modo que en el caso de los donantes del grupo control. Las 

cuatro muestras disponibles, correspondientes a los tres individuos 

citados anteriormente fueron analizadas mediante éste método. Para 

el individuo del que se disponían ambos tipos de muestra (medular y 

sanguínea), se realizaron todos los experimentos y análisis usándose 

ambas muestras como si se trataran de muestras independientes, de 

modo que se pudo comprobar que los resultados eran similares en 

ambas porciones celulares, aunque los efectos observados eran más 

acusados en la muestra medular que en la de sangre periférica.  

En cuanto al tratamiento con C646, las muestras se analizaron 

mediante experimentos de apoptosis por citometría de flujo tras 24h 

de exposición al fármaco y con al menos la concentración más baja de 

este (12,5 µM). En aquellos casos en los que la muestra fue abundante, 

se probaron también las concentraciones de 25 y 50 µM.  

 Por otra parte, de igual modo que para los ensayos de 

viabilidad, las muestras de sangre periférica y médula ósea de 

pacientes de LMC se trataron también con el inhibidor de BCR-ABL 

imatinib en ausencia de C646, para posteriormente, ser tratadas 
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simultáneamente con ambos fármacos. Así pues, el tratamiento con 

imatinib siguió el mismo patrón que el descrito para C646. Los 

experimentos se volvieron a realizar tras 24h de tratamiento con al 

menos la concentración baja de imatinib (250nM), y si la muestra era 

suficiente, también con las concentraciones media y alta del fármaco 

(500 y 1000nM). 

Por último, se probó a tratar las muestras celulares de los 

pacientes de LMC con la combinación de ambos fármacos. Los 

experimentos de apoptosis se realizaron de nuevo tras 24h y con al 

menos la combinación de concentraciones bajas de ambos fármacos. 

Cuando fue posible, se probó también con la combinación de las 

concentraciones medias de ambos fármacos. No se usaron las 

concentraciones altas de los fármacos para evitar la excesiva toxicidad. 

A continuación, se desglosará el análisis de los resultados en 

diferentes sub-apartados para que sea más fácil su interpretación. Tan 

sólo se comentarán los cambios en el porcentaje de células vivas, lo 

que permite la comparación de esta técnica con la técnica de la 

viabilidad celular (comentada más adelante), ya que el aumento en los 

porcentajes de células en apoptosis y necrosis va acompañado, 

lógicamente, de la disminución del porcentaje de células vivas. 

 

1- Tratamiento con C646: 

Los experimentos de apoptosis en las muestras celulares de los 

pacientes de LMC expuestas al tratamiento con C646 mostraron  unos 

resultados muy similares a los ya observados en los estudios de 

viabilidad. Concretamente, las 4 muestras sufrieron un efecto en los 

porcentajes de células vivas y apoptóticas cuando se sometieron al 
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tratamiento con la concentración más baja de C646 (12,5µM). 

Teniendo en cuenta que dos de las muestras eran del mismo individuo, 

esto significa que los 3 pacientes mostraron efecto al tratamiento con 

dicha concentración de C646 (100%). Este efecto fue ligero, lo cual es 

normal teniendo en cuenta que la concentración usada del inhibidor 

es muy baja y que las células tienen que entrar en apoptosis para que 

dicho efecto pueda ser detectado. No obstante, el efecto observado 

fue constante en cada una de las repeticiones del ensayo. 

Concretamente, la reducción media en el porcentaje de células vivas 

tras el tratamiento durante 24h con una concentración de 12,5µM de 

C646 fue del 13,88% (%células vivas = 86,12%). A continuación, se 

analizó también el efecto al usar la concentración media de la droga, 

dando como resultado un efecto apoptótico en el 100% de las 

muestras analizadas. Al tratarse de muestras de individuos distintos, 

lógicamente los efectos fueron muy dispares entre ellas, obteniéndose 

porcentajes de reducción de células vivas notablemente diferentes 

dependiendo de la muestra analizada. Con todo esto, la reducción 

media observada al usar la concentración de 25µM de C646 fue de un 

26,38% (% células vivas = 73,62%). Por último, se analizó el efecto de 

usar la concentración más alta del fármaco con las muestras celulares 

de los pacientes. Esto pudo realizarse sólo en tres de las cuatro 

muestras (dos individuos), teniendo efecto en el 100% de ellas y siendo 

este una reducción media en el porcentaje de células vivas de un 

34,67% (% células vivas = 65,33%). 

En la figura 4.52 se pueden apreciar de forma resumida estos 

resultados con el ejemplo de un paciente con LMC del que se muestran 

las gráficas de citometría de flujo (A) obtenidas tras el tratamiento 

durante 24h con C646. En verde se indican el descenso en el 

porcentaje de células vivas tras los tratamientos. Por otra parte, en la 
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figura 4.52 B, se muestra la cuantificación y el análisis estadístico de 

dichos resultados. 

 

 

Figura 4.52  A) Gráficos obtenidos mediante estudios de apoptosis por 
citometría de flujo con Anexina V/Yoduro de propidio en muestras celulares 
de sangre periférica de un individuo con LMC (#31). Los gráficos muestran, de 
izquierda a derecha y de abajo a arriba, los porcentajes de células viables, 
células en apoptosis temprana, apoptosis tardía y necrosis tras 24h de 
exposición a diferentes concentraciones de C646 (12,5, 25 y 50µM) en 
relación con la muestra sin tratar (control). 
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2- Tratamiento con imatinib: 

 En cuanto al tratamiento con imatinib, los efectos fueron de 

nuevo los esperados. Se observó un claro efecto en la apoptosis de las 

muestras celulares procedentes de los pacientes que se veía 

incrementado con el aumento en la concentración del fármaco. Un 

ejemplo de ensayo de apoptosis tras el tratamiento con Imatinib 

puede ser observado en la figura 4.53. 

Continuación figura 4.52  B) Cuantificación de los resultados mostrados en el  
apartado A y análisis estadístico. 

B 
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Figura 4.53  A) Gráficos obtenidos mediante estudios de apoptosis por 
citometría de flujo con Anexina V/Yoduro de propidio en muestras celulares de 
sangre periférica de un individuo con LMC (#31). Los gráficos muestran, de 
izquierda a derecha y de abajo a arriba, los porcentajes de células viables, 
células en apoptosis temprana, apoptosis tardía y necrosis tras 24h de 
exposición a diferentes concentraciones de Imatinib (250, 500 y 1000nM) en 
relación con la muestra sin tratar (control). 
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Así pues, las muestras de LMC fueron tratadas con imatinib 

tras 24h de exposición al fármaco y con al menos la concentración baja 

de éste (250nM). Usándose también las concentraciones media y alta 

(500nM y 1000nM) en aquellos casos en los que la muestra tenía 

abundancia suficiente. Tres de las cuatro muestras pudieron tratarse 

con la concentración baja (250nM) de Imatinib, y las tres respondieron 

con un descenso en el porcentaje de células vivas, dando como 

resultado una reducción del 14,63% en el porcentaje de células vivas 

respecto a la muestra sin tratar. Por otra parte, cuando se usó la 

concentración media de la droga (500nM), las cuatro muestras 

Continuación figura 4.53  B) Cuantificación de los resultados mostrados en el 
apartado A y análisis estadístico. 

B 
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tratadas sufrieron efecto (100% de las muestras), siendo en este caso 

el porcentaje medio de reducción de células vivas de un 23,23%. En 

último lugar, tres muestras pudieron tratarse con la concentración alta 

de la droga (1000nM), obteniéndose un efecto en el 100% de ellas y 

siendo este de un 35,86% de descenso en el porcentaje medio de 

células vivas. 

Si comparamos el efecto de ambos fármacos por separado en los 

experimentos de apoptosis, se observa que éste es muy similar, 

obteniéndose valores de reducción en el porcentaje de células vivas 

muy similares para ambas drogas.  

 

3- Tratamiento con C646 e imatinib: 

Por último, se realizaron ensayos de apoptosis en los que las 

muestras celulares de los pacientes de LMC fueron tratadas de manera 

simultánea con ambas drogas, siguiendo el modo de proceder descrito 

para los estudios de viabilidad. Como se ha comentado, el motivo de 

no usar concentraciones más altas, es que el daño celular sería muy 

alto y de ese modo la cuantificación del efecto no sería fiable. 

 Los datos obtenidos corroboraron los efectos observados 

mediante los ensayos de viabilidad, y es que la combinación de ambas 

drogas daba por resultado una reducción en el porcentaje de células 

vivas mayor que la resultante de aplicar ambos tratamientos por 

separado. Sin embargo, los resultados no mostraron un mayor efecto 

al combinar las concentraciones bajas de ambas drogas, tal vez debido 

a que estas concentraciones no son suficientes como para ver el efecto 

combinado mediante la técnica de apoptosis. Sin embargo, al 

combinar ambas drogas en sus concentraciones medias, en 2 de los 3 
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individuos analizados se detectó un efecto mayor que el efecto 

mostrado por ambas drogas de manera individual. Así pues, al 

combinar ambas drogas en sus concentraciones medias, el porcentaje 

de células vivas disminuyó en un 38,98% (%células vivas = 61,02%), 

siendo este efecto mayor que el efecto observado sólo con C646 

(26,38%) y sólo con Imatinib (23,23%). 

En la figura 4.54 se muestra un ejemplo de ensayo de 

apoptosis con combinación de ambas drogas en una de las muestras 

de médula ósea de un paciente con LMC. De acuerdo con el análisis 

estadístico para dicho paciente, si se compara el efecto combinado de 

los fármacos respecto al efecto de éstos de manera individual (figura 

4.54 B), se observa que la combinación de ambas drogas es más 

efectiva que el tratamiento individual. Sin embargo, debido a la poca 

celularidad de la muestra, el análisis no ofrece un nivel de significación 

estadística suficiente al comparar el efecto de la combinación de 

ambas drogas con el efecto causado únicamente por C646. Por otro 

lado, sí que se demuestra que la combinación de ambas drogas causa 

un efecto mayor que el tratamiento con imatinib en monoterapia (p 

valor céls. vivas = 1,58E-03; p valor céls. Apop = 5,85E-04). De este 

modo, se confirma que el uso de imatinib en combinación con un 

inhibidor de p300 causa un mayor efecto apoptótico en células 

leucémicas que el imatinib en monoterapia.   
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Figura 4.54  A) Gráficos obtenidos mediante estudios de apoptosis por 
citometría de flujo con Anexina V/Yoduro de propidio en muestras celulares 
de sangre periférica de un individuo con LMC (#31). Los gráficos muestran, de 
izquierda a derecha y de abajo a arriba, los porcentajes de células viables, 
células en apoptosis temprana, apoptosis tardía y necrosis tras 24h de 
exposición a C646 (25µM), imatinib (500nM) y la combinación de ambos 
fármacos, en relación con la muestra sin tratar (control). 
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Continuación figura 4.54  B) Cuantificación de los resultados mostrados en el  
apartado A y análisis estadístico. 

B 
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En resumen, se confirma que la inhibición química de p300 

mediante el inhibidor químico C646 tiene un efecto apoptótico en las 

muestras de los pacientes de LMC, y que dicho efecto aumentaba con 

el incremento de la concentración del fármaco, viéndose efecto en el 

100% de las muestras analizadas; a diferencia de lo ocurrido en las 

muestras celulares de los donantes del grupo control, donde no existía 

efecto alguno en cuanto a apoptosis se refiere.  

Se confirma también que el tratamiento de manera 

simultánea con C646 e imatinib, producía más apoptosis que el uso de 

dichas drogas de manera independiente. Sin embargo, el número de 

muestras analizadas fue muy limitado, observándose dicho efecto en 

las muestras de dos de los tres individuos de este grupo (66%).  

Para finalizar, puesto que existía un individuo del que se 

obtuvo muestra celular tanto de sangre periférica como de médula 

ósea, cabría preguntarse si el efecto del inhibidor es el mismo en 

ambas muestras. En este caso, se observó que el efecto del inhibidor 

era mayor en la muestra de médula que en la de sangre. Del mismo 

modo el efecto del imatinib también era mayor en las células 

obtenidas de médula ósea. Sin embargo, el efecto de la combinación 

de ambos fármacos sólo se observó en la muestra de sangre periférica.  

 

4.3.3.3. Estudios de apoptosis en muestras de pacientes con 

síndromes mieloproliferativos crónicos cromosoma Filadelfia 

negativos (NMPs Ph-) sometidas a tratamiento con C646  

Los estudios de apoptosis por citometría de flujo se realizaron 

siguiendo el mismo patrón utilizado anteriormente para las muestras 

de los otros grupos de individuos, comenzando con la concentración 
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baja de C646 y aumentando ésta si la muestra era suficientemente 

abundante y siempre tras 24h de exposición al fármaco. De nuevo no 

se experimentó la combinación de C646 con ningún otro fármaco 

debido a las razones argumentadas en el apartado anterior. De las 14 

muestras disponibles de este grupo, sólo 12 contaban con suficiente 

celularidad como para poder realizar los estudios de apoptosis.  

Tres casos presentaron unos resultados que contrastaron con 

los del resto de la serie. En primer lugar, dos de las muestras de sangre 

periférica (pacientes #29 y #42), que sólo pudieron tratarse con las 

concentraciones de 12,5 y 25µM del inhibidor. Dichas muestras no 

mostraron efecto alguno en la apoptosis al tratarse con la 

concentración baja del fármaco, sin embargo, al ser tratadas con la 

concentración media, se observó cierto efecto, aunque 

extremadamente ligero (en torno a un 7% de reducción en el 

porcentaje de células vivas) si tenemos en cuenta el efecto medio 

observado para dicha concentración. No pudieron ser testadas con la 

concentración más elevada para confirmar si esta progresión en la 

disminución del porcentaje de células viables continuaba 

aumentando. Por otra parte, hubo una muestra que mostró un efecto 

aparentemente paradójico, que será discutido más adelante de modo 

separado. Así, al exponerla al fármaco sufría un incremento en el 

porcentaje de células vivas, excepto cuando se exponía a la 

concentración más alta de la droga, la cual sí causaba apoptosis en 

dicha muestra. 

Los resultados de apoptosis obtenidos para las muestras de los 

12 individuos fueron los siguientes: 

 Siete muestras, (un 58,33%) mostraron efectos apoptóticos 

cuando se usó la concentración baja de C646, siendo la reducción 

media en el número de células vivas tras 24h de exposición a 12,5µM 
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de C646 del 11,59% (%céls. vivas = 88,41%). Cuando la concentración 

del inhibidor se incrementó hasta 25µM, y no teniendo en 

consideración las dos muestras mencionadas anteriormente, la 

reducción media en la viabilidad fue del 18,88% (%céls. Vivas = 

81,12%). Por último, la concentración más alta del inhibidor pudo 

testarse en 7 de las 10 muestras, causando una reducción del 

porcentaje de células vivas de un 26,51% (%céls. vivas = 73,49%). Un 

ejemplo de lo descrito anteriormente puede observarse con mayor 

claridad en la figura 4.55, donde se expone el efecto al tratamiento 

con C646, medido por citometría de flujo en uno de los pacientes 

descritos, así como la cuantificación de los resultados.  
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Figura 4.55  A) Gráficos obtenidos mediante estudios de apoptosis por 
citometría de flujo con Anexina V/Yoduro de propidio en muestras celulares 
de médula ósea de un individuo con trombocitemia esencial. Los gráficos 
muestran, de izquierda a derecha y de abajo a arriba, los porcentajes de 
células viables, células en apoptosis temprana, apoptosis tardía y necrosis tras 
24h de exposición a tres concentraciones distintas de C646 (12,5, 25 y 50µM) 
en relación con la muestra sin tratar (control). 
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Para finalizar este bloque, es conveniente mencionar el caso 

que mostró un efecto diferente al resto. Se trata de la muestra de 

médula ósea del paciente #73, con diagnóstico clínico de mielofibrosis. 

Mientras que por viabilidad pudimos medir el efecto de las 

concentraciones baja y media a las 24h, obteniendo una reducción en 

la viabilidad similar al resto de pacientes, la cual disminuía al aumentar 

la concentración, los resultados obtenidos por apoptosis fueron muy 

diferentes. Al usar la concentración baja del fármaco, el porcentaje de 

células vivas, en vez de disminuir, aumentó hasta un 13% de media 

respecto al control (no tratado). A continuación, al usar la 

Continuación figura 4.55  B) Cuantificación de los resultados mostrados en el  
apartado A y análisis estadístico. 

B 
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concentración media de C646, el porcentaje de células vivas disminuyó 

un poco, pero seguía siendo un 10% más alto que en el control. Por 

último, al usar la concentración más alta de la droga, el porcentaje de 

células vivas caía por primera vez por debajo del control, hasta un 

83,71%, por lo que la reducción de la viabilidad era del 16,29%. Cabe 

destacar que, ante lo anómalo de dichos resultados, esta muestra se 

analizó varias veces de diferentes formas e incluso, se pudo repetir la 

muestra control hasta en tres ocasiones, ya que no tenía mucho 

sentido que la apoptosis en el control fuera mayor que en la muestra 

tratada con 12,5 y 25 µM de C646. Sin embargo, en todos los casos el 

resultado fue el mismo. 

 En este sentido, en el apartado 4.3.2.1, se describieron los 

resultados de apoptosis en el grupo control, donde se expuso el caso 

de un individuo (#09) que mostraba un efecto similar. La diferencia 

principal fue que la concentración más alta de C646 no llegaba a causar 

una reducción significativa del porcentaje de células vivas respecto a 

la muestra no tratada, a diferencia de este nuevo caso en el cual la 

concentración alta de C646 causa un descenso del 16,29%.   

 Por todo ello, tanto el paciente #73 como el donante control 

#09 se corresponden con dos casos puntuales en los que los efectos 

observados son diferentes a los del resto de las 28 muestras de 

donantes observadas por citometría de flujo. 

 A continuación, en la figura 4.56, se observan las gráficas de 

citometría y la cuantificación de la apoptosis para dicho paciente (#73). 
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Figura 4.56  A) Gráficos obtenidos mediante estudios de apoptosis por 
citometría de flujo con Anexina V/Yoduro de propidio en muestras celulares 
de médula ósea del individuo con mielofibrosis #73. Los gráficos muestran, de 
izquierda a derecha y de abajo a arriba, los porcentajes de células viables, 
células en apoptosis temprana, apoptosis tardía y necrosis tras 24h de 
exposición a tres concentraciones distintas de C646 (12,5, 25 y 50µM) en 
relación con la muestra sin tratar (control). 
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4.3.3.4. Resumen de los estudios de apoptosis en muestras de 

donantes del grupo control y de pacientes con síndromes 

mieloproliferativos crónicos 

 Para terminar este bloque relativo a los ensayos de apoptosis 

realizados en las muestras celulares de los individuos participantes en 

este trabajo, se construyeron unos diagramas de cajas comparativos 

en los que se encuentran agrupados todos los resultados obtenidos 

Continuación figura 4.56  B) Cuantificación de los resultados mostrados 
en el apartado A y análisis estadístico. 

B 
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para cada tratamiento, en cada uno de los individuos utilizados en este 

estudio (figura 4.57). De esta manera, es posible comparar fácilmente 

los distintos grupos de pacientes y tratamientos. Para su correcta 

interpretación, los resultados se agrupan según los fármacos utilizados 

(C646, imatinib, o la combinación de ambos). La línea recta del interior 

de la caja representa la mediana estadística entre los resultados para 

cada condición. 

 Tal y como se observa, el tratamiento durante 24h con el 

inhibidor C646, produjo un efecto de reducción en el porcentaje de 

células vivas (debido a un aumento de la apoptosis) en los grupos de 

pacientes con neoplasias mieloproliferativas crónicas (tanto LMC 

como cromosoma Filadelfia negativas), el cual aumentaba cuando se 

incrementaba la concentración. Además este efecto era un poco más 

acusado en las muestras de LMC respecto a las de NMPs Filadelfia 

negativas. De forma destacable, el tratamiento con las tres 

concentraciones propuestas de C646 no causó ningún efecto medible 

mediante ésta técnica en las muestras celulares de los donantes del 

grupo control. 

 Por último, se muestra un diagrama de cajas (C) que muestra 

la comparación en las muestras de los pacientes con LMC del 

tratamiento con las dos drogas de forma individual y combinada, 

observándose un mayor efecto en el caso del tratamiento combinado. 

 A continuación de la figura 4.57, se muestran varias tablas 

resumen que recogen toda la información obtenida mediante ensayos 

de apoptosis durante 24h para los tres grupos de individuos descritos. 
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4.3.4. Resumen combinado de los resultados obtenidos mediante las 

técnicas de viabilidad y apoptosis en las muestras celulares de los 28 

individuos participantes en el presente estudio 

En primer lugar, cabe reseñar que existen muestras que sólo 

pudieron analizarse mediante estudios de apoptosis y muestras 

analizadas sólo mediante ensayos de viabilidad. Por ello, para calcular 

los porcentajes reales de muestras que se ven afectadas tras los 

distintos tratamientos, hay que tomar en consideración los resultados 

obtenidos mediante ambos procedimientos de forma conjunta. 

Por lo que hace a las 11 muestras pertenecientes al grupo 

control, todas ellas fueron analizadas mediante experimentos de 

apoptosis, viéndose que en el 100% de los casos no hubo efecto alguno 

tras el tratamiento con C646. Por otro lado, 5 de las muestras fueron 

tratadas en experimentos de viabilidad, viéndose de nuevo ausencia 

de efecto en el 100% de ellas, independientemente del tiempo de 

exposición al fármaco. De este modo, se puede concluir que el 100% 

de los sujetos del grupo control mostraron resistencia al tratamiento 

con el inhibidor al menos con los tiempos de exposición probados y las 

tres concentraciones de fármaco utilizadas en este trabajo. 

Cuando se analizaron las 4 muestras de los 3 pacientes de LMC, 

se vio que el 100% de ellas sufría efectos tras el tratamiento con C646 

observados mediante la técnica de apoptosis, y que en un 66% de los 

individuos el efecto de la combinación de ambas drogas era mayor que 

el efecto observado al usarse éstos de manera individual. Dos de las 

muestras pudieron tratarse también mediante ensayos de viabilidad, 

mostrando de nuevo efectos notorios de reducción de células viables 

al ser tratadas con C646 mediante esta técnica; y también, un efecto 

en la viabilidad mayor cuando se combinaban ambas drogas que 

cuando se utilizaban de forma individual. Además, la única muestra en 
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la que no se detectó mediante los ensayos de apoptosis este mayor 

efecto combinado de ambos fármacos, sí que dio como resultado un 

mayor efecto de combinación al medirse mediante los ensayos de 

viabilidad. En resumen y teniendo en cuenta ambos procedimientos, 

en el 100% de los pacientes con LMC se vio un efecto de reducción en 

el porcentaje de células vivas tras el tratamiento con C646, que a su 

vez fue menor que el efecto observado al combinar ambos fármacos 

en el cultivo. 

En cuanto a las 14 muestras celulares de los pacientes de 

NMPs cromosoma Filadelfia negativos, en 12 de ellas se analizó la 

apoptosis por citometría de flujo. En 10 casos se observó una 

reducción de la viabilidad con alguna de las concentraciones utilizadas. 

No obstante, como se ha comentado, dos pacientes sólo mostraron 

una muy ligera reducción del número de células vivas (en torno al 7%) 

incluso cuando se usó la concentración media de la droga (no 

pudiéndose probar la concentración alta). Si se eliminan por 

precaución estos dos pacientes, el resultado final es que en 8 de las 12 

muestras (66%) se observó algún tipo de efecto tras el tratamiento con 

C646. Por otra parte, mediante experimentos de viabilidad se 

pudieron analizar 10 de las muestras de los pacientes de este grupo, 

incluidas dos muestras extra que no mostraron respuesta al 

tratamiento. De estas 10 muestras se vio efecto con C646 en un 60% 

de ellas. Por consiguiente, teniendo en cuenta conjuntamente los 

resultados obtenidos mediante ambos procedimientos, se vio que en 

9 de las 14 muestras se dio algún tipo de descenso en el porcentaje de 

células vivas tras el tratamiento con C646. Es decir, un 64,28% de las 

muestras de los pacientes de NMPs Ph-neg respondieron de manera 

significativa al tratamiento con C646, al menos tras los tiempos de 

exposición y las concentraciones de inhibidor utilizados en este 

trabajo. 
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5. DISCUSIÓN 

 Los resultados del presente trabajo apoyan que el complejo 

transcripcional RUNX1-CBF-β/HIPK2/EP300/TP53 puede estar 

alterado en la transformación aguda de las NMPs, contribuyendo 

potencialmente a su patogénesis. A continuación, se discuten los 

resultados obtenidos en el marco de los objetivos iniciales del estudio.  

 

5.1. PRIMER OBJETIVO: CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE LOS 

GENES DEL COMPLEJO EN NMPS AGUDIZADAS. 

 Los resultados hacen patente que los genes RUNX1-CBF-

β/HIPK2/EP300/TP53 tienen una función importante en las NMPs 

agudizadas. Su caracterización molecular evidencia que se 

encontrarían activos en este tipo de patologías, siendo relevantes en 

el proceso de leucemogénesis. Por otro lado, sus diferentes niveles de 

actividad individual y los diferentes patrones de su expresión conjunta, 

indican una elevada heterogeneidad en cuanto al estado funcional de 

los elementos del complejo en las diferentes NMPs agudizadas.  

 Se ha descrito por varios autores que los genes RUNX1 y TP53 

son continuamente regulados mediante modificaciones 

postraduccionales (PTMs), así como que dichas PTMs son relevantes 

en los procesos cancerígenos incluyendo la leucemogénesis323–328, 

proceso en el que la fosforilación y acetilación de RUNX1/p53 por 

HIPK2 y p300 adquiere una especial importancia260,311,316,327–329. 

 Así, es sabido que HIPK2 controla las funciones de RUNX1 y 

p53 mediante su fosforilación en las serinas 276 y 46, 

respectivamente260,290,303. No obstante, en este trabajo se confirma por 
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primera vez en el contexto de las NMPs agudizadas que sólo existen 

dichas fosforilaciones en aquellas muestras con expresión de HIPK2. 

Eso evidencia que, en dicho contexto de transformación aguda, el 

requerimiento de los componentes del complejo no es simultáneo, 

sino secuencial, por lo que existirían diferencias en el rol que tiene 

cada uno de los miembros y el momento en el que se requiere su 

actividad durante el proceso de hematopoyesis normal/maligna.  

 La inhibición biológica de HIPK2 en muestras de NMPs 

agudizadas inhibe la fosforilación de RUNX1 y p53, constatando el rol 

regulador de HIPK2 en este proceso y mostrando que su actividad 

quinasa previa es necesaria para que el resto de componentes del 

complejo desarrolle sus funciones. La inhibición de p300 también 

incide en la correcta fosforilación de RUNX1 y p53, inhibiendo 

parcialmente la función de HIPK2. Esto demuestra el papel 

estabilizador que ejerce p300 sobre la función de HIPK2320, 

colaborando a su papel regulador del complejo. Además, la inhibición 

simultánea de HIPK2 y p300 conlleva una ausencia total de expresión 

de p-RUNX1 y p-p53, reforzando la hipótesis de que ambos genes son 

necesarios para la estabilidad y funcionalidad del complejo en estas 

patologías mediante su acción sobre el resto de 

componentes109,260,311,317,320. 

 El hecho de que la relación observada entre el grado de 

inhibición de HIPK2 y el grado de desfosforilación de p53 sea diferente 

dependiendo del tipo de neoplasia mieloproliferativa (siendo dicha 

correlación mayor en LMC), podría deberse a varios motivos; como un 

diferente requerimiento de HIPK2 que conlleve una mayor sensibilidad 

a su inhibición, según las características moleculares y patogenia de 

cada línea celular/neoplasia (BCR-ABL, JAK2V617F, etc). Otra posible 

explicación podría ser la presencia de otros mecanismos moleculares 
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involucrados que se activarían al inhibir HIPK2 y disminuirían aún más 

su función sobre p53, o afectarían directamente a la expresión de éste, 

como por ejemplo un aumento en la expresión de represores de p53 

(MDM2, CtBP, etc)293,305,307,308,319. En este sentido, existen trabajos que 

demuestran que la proteína BCR-ABL presente en LMC produce una 

sobreexpresión de MDM2 y una degradación adicional de p53195,196.  

 Nuestros resultados confirman también la existencia de una 

desregulación del complejo como unidad funcional en la progresión 

leucémica de las NMPs. Dicha desregulación se manifiesta en una gran 

cantidad de alteraciones citogenéticas observadas (incluyendo 

deleciones, amplificaciones, translocaciones o reordenamientos más 

complejos), así como importantes variaciones de expresión, en los 

genes HIPK2, EP300, RUNX1 y TP53 en las distintas muestras 

analizadas. Así pues, se confirma la información descrita acerca de la 

importancia de las alteraciones en RUNX1 y TP53 como eventos 

importantes asociados a la evolución leucémica de las 

NMPs17,173,182,184,244, añadiendo como novedad complementaria las 

alteraciones en HIPK2 y EP300 como alteraciones con elevada 

frecuencia en dichas patologías y confirmando que las aberraciones en 

el funcionamiento de RUNX1/TP53 no sólo podrían ser debidas a sus 

propias alteraciones sino también a las de los genes que los regulan. 

 Así, los resultados permiten proponer una asociación clara 

entre los patrones de expresión/actividad observados para los cinco 

genes y las alteraciones citogenéticas de cada uno de ellos. Es el caso, 

por ejemplo, de las dos líneas celulares con mayor expresión de RUNX1 

y que muestran ganancia génica con múltiples copias de este gen en 

su genoma; o la línea sin expresión de HIPK2, que presenta dicho gen 

translocado a otro cromosoma en más del 80% de sus células. 
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 La elevada frecuencia de alteraciones citogenéticas 

observadas en torno a HIPK2 concuerda con la información descrita 

acerca de la importancia de las deleciones en el cromosoma 788,185,257, 

añadiendo ahora como resultado de este trabajo las deleciones 

específicas de HIPK2 como evento importante en el contexto de las 

NMPs agudizadas. Además, el hecho de encontrar nuevas alteraciones 

citogenéticas afectando a HIPK2 (ganancia, translocación, o incluso 

ganancia de una sola región del gen), vuelve a poner de manifiesto la 

heterogeneidad en torno a la citogenética y actividad de HIPK2, lo que 

contribuye posiblemente a la desregulación del complejo y a la 

transformación leucémica de las NMPs. A raíz de estas observaciones 

es factible pensar que HIPK2 tendría un papel importante en otras 

neoplasias hematológicas mieloides, ya que RUNX1 se encuentra 

también muy frecuentemente alterado en LMA y SMD109,110,112,330,331.  

 Uno de los resultados destacables de este trabajo, sería la 

descripción de una elevada expresión de la isoforma “leucémica” de 

RUNX1 (isoforma a) en las muestras de NMPs agudizadas, 

independientemente del tipo de neoplasia. Este hecho evidencia, por 

una parte, la importancia de RUNX1 en los procesos de hematopoyesis 

y leucemogénesis109,278,332,333 y, por la otra, la importancia de la 

isoforma a en el desarrollo neoplásico, siendo éste el primer trabajo, 

en el que se identifica la presencia de dicha isoforma en NMPs, ya que 

hasta la fecha sólo había sido asociada a LMA268,269  

Además, nuestros resultados evidencian que en las NMPs 

agudizadas, HIPK2 fosforila predominantemente a la isoforma a de 

RUNX1, observándose una fosforilación elevada en dicha isoforma en 

detrimento de las isoformas funcionales (b y c), las cuales se activan 

con menor frecuencia y en menor medida en la gran mayoría de casos. 

Así, observamos muestras que expresan simultáneamente las tres 
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isoformas de RUNX1, pero sólo presentan fosforilación en la isoforma 

a, pudiendo esto deberse incluso a una función aberrante de HIPK2.  

  Todo lo anterior lleva a concluir que en estas patologías la 

función aberrante de RUNX1 yTP53 podría deberse no sólo a las 

alteraciones en su estructura, sino a las alteraciones en los genes que 

los regulan (HIPK2 y EP300)260,281,334,290,303,310,311,316,317,319,331. Como 

consecuencia, se favorecería una desregulación del proceso 

hematopoyético, el cual depende en gran medida de las correctas 

funciones de RUNX1-CBF-β109,252,259,278,332,333 y TP53190,191,193,194,203,249,335. 

 Por último, ponemos en evidencia que existe un patrón 

diferencial en cuanto a la expresión de HIPK2, RUNX1 y TP53 en las seis 

líneas leucémicas estudiadas, lo cual no permite realizar ninguna 

asociación entre el estado de expresión de los genes del complejo y la 

neoplasia mieloproliferativa concreta en cuestión. 

 Con todo ello, pese a que existen estudios anteriores que 

relacionan las funciones de algunos de estos cinco genes por separado, 

e incluso las interacciones entre algunos de ellos en los procesos de 

hematopoyesis normal y maligna109,252,315,332,260,263,264,284,297,299,311,314 o 

de respuesta al daño en el ADN y 

apoptosis249,281,320,289,290,303,304,308,310,316,317, nuestros resultados 

muestran una aproximación diferente y novedosa por varias razones. 

 En primer lugar, no existe en la literatura ningún trabajo que 

relacione conjuntamente a los cinco genes como un complejo 

funcional activo en los procesos arriba citados.  

 En segundo lugar, no existen tampoco estudios sobre las 

interacciones de estos genes y su papel en la evolución leucémica de 
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las NMPs, ya que los estudios mencionados se centran en otras 

neoplasias hematológicas, principalmente LMA y SMDs109,260,268,284.  

 En tercer lugar, no existe apenas información sobre el estado 

citogenético y molecular de estos genes en muestras de NMPs. De 

hecho, los trabajos que existen hasta la fecha se centran 

principalmente en alteraciones citogenéticas que incluyen 

cromosomas enteros o regiones cromosómicas amplias8,88,108,183–

185,187,188,336,337. Los pocos estudios que indagan específicamente acerca 

del número de copias y la citogenética de estos genes se han llevado a 

cabo en otras neoplasias hematológicas distintas a las NMPs, como son 

los estudios citogenéticos acerca del estado de RUNX1 y CBF-β en 

LMA109,252,258,330,338 o LLA339,  TP53 en LMA340 o SMDs341 o EP300 en 

LLA342. No existe tampoco, por otra parte, ningún estudio acerca de las 

variaciones en el número de copias/alteraciones citogenéticas de 

HIPK2 en ninguna neoplasia hematológica.  

 Con ello, este trabajo se convierte en el primer estudio que 

expone una caracterización molecular y citogenética de los 

componentes del complejo RUNX1-CBFβ/HIPK2/p300/p53 en el 

contexto de la fase aguda de las NMPs, demostrando además que 

existen interacciones complejas entre sus componentes. Asimismo, 

sugiere que las alteraciones de sus elementos, debidas a alteraciones 

estructurales o a posibles fallos en las funciones reguladoras de su 

actividad integrada como complejo, podrían suponer eventos 

relevantes en la transformación leucémica de las NMPs. 
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5.2. SEGUNDO OBJETIVO: EFECTOS DE LA INHIBICIÓN DE HIPK2-p300 

EN LA TRANSFORMACIÓN AGUDA DE LAS NMPS. 

 Otro de los aspectos novedosos de esta tesis doctoral es la 

manipulación biológica y química del complejo mediante la inhibición 

de HIPK2-p300 en el contexto de este grupo de enfermedades, con la 

finalidad de observar los posibles efectos funcionales de la 

desregulación del complejo en las células leucémicas. 

 Existen trabajos en los que se describe cómo los genes HIPK2 

y EP300 podrían jugar roles importantes en leucemia260,284, y cómo su 

manipulación podría ayudar en el tratamiento de ciertas neoplasias 

hematológicas315,331,343–346. No obstante, dichos estudios se han 

realizado solamente en leucemia mieloide aguda y/o síndromes 

mielodisplásicos260,284,315,347,348. Con estos antecedentes, nuestro 

trabajo se presenta como la única aproximación hasta la fecha acerca 

del efecto de la inhibición de HIPK2/p300 en las NMP agudizadas. 

 Cabe destacar tres resultados a este respecto. En primer lugar, 

tanto la inhibición de HIPK2 como la de p300 por separado reducen 

considerablemente la fosforilación de RUNX1 y p53; en segundo lugar, 

la inhibición de p300 reduce parcialmente la expresión de HIPK2; 

finalmente, la inhibición simultánea de HIPK2-p300 conlleva la 

ausencia total de p-RUNX1 (Ser276) y p-p53 (Ser46). 

 Se ha visto en neoplasias diferentes a las NMPs, cómo HIPK2 

es la quinasa encargada de fosforilar y activar a RUNX1/p53260,290,303,311 

y a p300260, y cómo éste último se encarga de acetilar a HIPK2 para 

regular su estabilidad y actividad320. Por otra parte, CBF-β, regula la 

estabilidad de RUNX1 y su afinidad por el ADN e interviene en su 

fosforilación reclutando a HIPK2252,259,260,332. También se ha descrito 

cómo una vez que RUNX1 ha sido fosforilado, CBF-β recluta a p300 (el 
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cual tiene que haber sido también fosforilado por HIPK2) para que 

regule la transcripción génica a cargo del dúo RUNX1-CBF-β260.  

 De modo similar, se sabe también que p300 y p53 han de ser 

previamente fosforilados por HIPK2 para que p300 pueda mediar la 

transcripción de los genes diana de p53, o incluso su degradación, 

regulando así su función305,316,317,319,320.  

 Asimismo, existen estudios que relacionan a CBF-β con el 

mecanismo de respuesta al daño en el ADN mediado por p53. Este 

proceso es bastante desconocido, sin embargo, se ha observado que 

CBF-β favorece un aumento de la apoptosis dependiente de p53 en 

respuesta al daño celular producido por procesos como la radiación 

ionizante (IR), las condiciones de hipoxia o el tratamiento con zinc. Del 

mismo modo, la proteína mutante CBF-β-SHMMC expresada en 

algunas LMAs como consecuencia de la inv(16) reduce la inducción de 

p53, disminuyendo la apoptosis y la interrupción del ciclo celular en 

respuesta a dichos procesos mencionados de estrés celular349,350. 

 Los estudios acerca de la participación de CBF-β en el 

mecanismo de respuesta al daño celular dependiente de p53 fueron 

realizados en 1997-98. En el mismo año, 1998, se descubría la 

existencia del gen HIPK2285, aunque sus funciones concretas no se 

elucidarían hasta años posteriores281. Hoy en día sabemos que HIPK2 

es la quinasa específica que regula la apoptosis dependiente de p53 en 

dichos procesos concretos de estrés celular en los que se ha visto que 

CBF-β interfiere279,290,294,304,306,310,351–353. Por tanto, la disminución de la 

apoptosis dependiente de p53 causada por la proteína mutante CBF-

β-SHMMC en respuesta a dichos estímulos de estrés celular, ha de ser, 

muy probablemente, producida a través de una interferencia entre 

CBF-β-SHMMC y la ruta HIPK2-p53 o bien mediante una interacción 
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CBF-β-SHMMC-HIPK2 que produzca una disminución de la actividad 

quinasa de HIPK2 sobre p53. 

 Partiendo de esa información, nuestros resultados refuerzan 

claramente el concepto de complejo génico. Los cinco genes formarían 

una red de interacciones complejas entre sí, participando en dos rutas 

clave de la hematopoyesis y la leucemogénesis como son las rutas de 

proliferación-diferenciación celular a cargo de RUNX1 y las rutas de 

apoptosis-respuesta al daño celular-quimiorresistencia a cargo de p53.  

 En dicho complejo, los genes HIPK2/EP300/CBF-β estarían 

participando en ambas rutas. CBF-β lo haría como un gen mediador en 

ambos procesos, interviniendo en ellos de una manera más indirecta 

que HIPK2-EP300. Éstos últimos, por su parte, actuarían como genes 

reguladores de ambas rutas, mediante la activación molecular de 

RUNX1-p53 y la regulación de su capacidad transcripcional260,303,311,316. 

 CBF-β actuaría sobre RUNX1 indirectamente a través de otras 

proteínas, mediando su activación a través del reclutamiento de HIPK2 

y p300. Por otra parte, CBF-β favorecería la respuesta apoptótica de 

p53 en los procesos de IR, hipoxia o aumento de zinc, pero no es capaz 

de causarla directamente, y su proteína mutante tampoco es capaz de 

inhibirla por sí sola, sino de disminuirla parcialmente, lo que hace 

pensar que es muy probable que la participación de CBF-β en esta ruta 

no ocurre mediante su acción directa sobre p53, sino sobre la 

interferencia con la ruta HIPK2-p53260,349,350. 

 En línea con lo anterior, en este estudio hemos visto cómo 

CBF-β es el único gen que no presenta variaciones de expresión ni 

ningún tipo de alteración citogenética en las muestras de NMPs 

estudiadas, lo que refuerza nuestra conjetura de que tiene una función 

mediadora sobre el resto, pero no activadora. 
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 Por el contrario, HIPK2/P300 sí que tendrían una función 

directa sobre RUNX1-p53 regulando su activación y transcripción y 

jugando un papel importante en estas neoplasias, lo que se demuestra 

por la alta frecuencia de alteraciones observadas en torno a HIPK2 y 

EP300, y por el hecho de que su inhibición simultánea conlleva la 

desaparición total de activación de RUNX1-p53 a cargo de HIPK2. 

 En este sentido, pese a que la inhibición química de p300 

producía los mismos efectos moleculares que la inhibición de HIPK2, 

se observaba que las alteraciones observadas en EP300 consistían en 

deleciones o translocaciones heterocigotas, las cuales no afectaban a 

su expresión génica/proteica, por lo que se deduce que una sola copia 

de EP300 en las células de NMPs agudizadas es suficiente para que se 

lleve a cabo la expresión del gen y, por tanto, su función. 

 Se concluye pues, que HIPK2/EP300 son necesarios para la 

activación de RUNX1 y p53 en las NMPs agudizadas, y que la 

desregulación del complejo observada se debería a las alteraciones en 

RUNX1, TP53 y HIPK2, ya que las alteraciones encontradas en EP300 

no interfieren con su expresión normal, lo que sugeriría a HIPK2 como 

gen regulador incluso en un escalón superior a p300. 

 Por otra parte, nuestros resultados demuestran cómo la 

inhibición biológica de HIPK2 (y la consiguiente desregulación 

observada de RUNX1-TP53) en muestras de NMPs agudizadas tiene 

efectos drásticos en las funciones celulares de las células leucémicas, 

los cuales se hacen patentes en los resultados de proliferación, 

viabilidad, apoptosis y ciclo celular, confirmando nuevamente el rol 

fundamental de HIPK2 como regulador bidireccional del complejo. 

 Los resultados demuestran que la disminución de la viabilidad 

provocada por la inhibición de HIPK2 se debe a una interrupción 
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drástica del ciclo celular, en contraposición a un aumento de la 

apoptosis como cabría pensar en un principio. 

 Dicho efecto en proliferación/ciclo celular es tan drástico 

debido a que HIPK2 actuaría doblemente sobre esta vía. Por un lado, 

su supresión produce una desregulación de RUNX1-CBF-β, los cuales 

regulan la transcripción de los genes diana de RUNX1 encargados de la 

proliferación mieloide109,261,268. Por otro lado, HIPK2 también regula 

diferentes vías relacionadas con la proliferación celular297,354–357, como 

la vía Wnt/β-catenina o las dependientes de HIF-1α294,300. Así, la 

inhibición de HIPK2 causaría una desregulación simultánea de diversas 

vías relacionadas con la proliferación mieloide, explicando nuestras 

observaciones acerca de la ausencia total de proliferación en los 

experimentos relativos al 95% de inhibición de HIPK2.  

 Con ello, nuestros resultados indican por primera vez cómo 

este gen tiene también un papel fundamental en la leucemogénesis 

post-NMP, regulando los procesos de proliferación y ciclo celular. 

Por otra parte, los resultados de apoptosis tras dicha inhibición 

confirman el rol descrito de HIPK2 como oncoprotector en la 

activación de la apoptosis vía p53279,281,294,301,305,306,316. Al encontrarse 

inhibido el primero, p53 no puede ser activado, de modo que las 

células leucémicas no entran en apoptosis dependiente de la ruta 

HIPK2-p300-p53, siendo además este estudio pionero en indagar dicha 

ruta en las NMPs en fase de transformación. 

En resumen, los resultados de inhibición de HIPK2 confirman 

su importante papel en la homeóstasis tumoral, siendo determinante 

en la capacidad de proliferación y metástasis, respuesta al daño en el 

ADN y apoptosis; y, aunque la relación entre HIPK2 y estos procesos 

ha sido descrita en otras enfermedades, los resultados aquí expuestos 
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muestran por primera vez dichos roles durante la fase de agudización 

de las NMPs crónicas281,288,356,358, confirmando cómo la manipulación 

de HIPK2 influye en las funciones celulares de las células leucémicas. 

 En cuanto a la inhibición química de p300, el hecho de que el 

tratamiento con C646 diera como resultado los mismos efectos 

funcionales en proliferación/viabilidad/ciclo celular que los efectos 

observados tras la inhibición de HIPK2, confirma una vez más que p300 

es también un gen regulador básico en el funcionamiento del 

complejo, siendo necesario en la activación transcripcional de RUNX1-

CBF-β. Su inhibición, al igual que la de HIPK2, produce un bloqueo en 

el ciclo celular de las células leucémicas, impidiendo la entrada en 

división y provocando un descenso proliferativo. 

 En relación a los resultados de apoptosis, no obstante, los 

efectos observados tras la supresión de p300 son opuestos a los que 

observábamos tras la inhibición de HIPK2, indicando que, aunque 

ambos genes regulan el complejo, tienen funciones distintas. 

Puesto que p300 regula la transcripción de p53 mediante su 

actividad acetil-transferasa317–319, promoviendo la apoptosis329,359,360, 

cabría esperar que su supresión inhibiese/bloquease la transcripción 

de p53 y, por tanto, produjera un descenso de los procesos 

apoptóticos, tal y como ocurría al inhibir HIPK2. Sin embargo, nuestros 

resultados demuestran que la supresión de p300 produce un aumento 

de la apoptosis, algo que ya ha sido descrito en otras patologías361, 

pero añadiendo además un descenso severo en la fosforilación de p53, 

indicando una interrupción de la actividad quinasa de HIPK2 sobre p53.  

Dichos resultados evidencian que las células leucémicas 

reaccionan al estrés celular que supone inhibir p300 e inician los 

procesos de apoptosis. Sin embargo, teniendo en cuenta que no se 
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produce activación directa HIPK2-p53 ni tampoco regulación 

transcripcional p300-p53, sólo cabe que la activación de la apoptosis 

se esté llevando a cabo mediante rutas alternativas.  

Es sabido que p53 es capaz de iniciar la apoptosis mediante 

mecanismos independientes de transcripción. Este proceso se 

denomina TIPA (transcription-independent p53-induced apoptosis) y 

se produce, entre otras causas, cuando ocurre un aumento intracelular 

de la proteína p53, que al no ser degradada, se acumula en el citosol y 

es capaz de provocar cascadas apoptóticas directamente mediante su 

unión a otras proteínas y receptores362,363. De hecho, se ha observado 

cómo la inhibición de p300 en otros contextos puede producir una 

acumulación de p53 intracelular y un aumento de apoptosis364.  

Estos mecanismos TIPA se han descrito también en algunos 

procesos hematopoyéticos365 y leucemogénicos366, sin embargo, no se 

sabe con claridad cómo se inician o regulan y, además, tampoco han 

sido estudiados en el contexto de las neoplasias mieloides. 

HIPK2 ha sido definido como “gen guardián”, capaz de 

detectar el daño celular y activar una serie de procesos de respuesta. 

Además de su función en la activación directa de p53, HIPK2 también 

puede activar la apoptosis dependiente de p53 a través de rutas que 

no implican su interacción directa, mediante la regulación de sus 

represores o de otros represores apoptóticos generales. De esta 

manera, HIPK2 puede controlar la acumulación de p53 e intervenir en 

los citados procesos TIPA. Por otro lado, HIPK2 también puede mediar 

la apoptosis directamente mediante la interacción con otros factores 

pro-apoptóticos independientes de p53281,294,367. En definitiva, HIPK2 

puede tanto inducir como reprimir la apoptosis, a través o no de p53. 
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Entre los mecanismos que favorecen la acumulación 

intracelular de p53, HIPK2 inhibe a varios represores de éste, cómo el 

citado MDM2293, o las proteínas Nox1 y MT2A294. Además, también 

puede activar la ruta de señalización JNK, estimulando la acumulación 

citosólica de p53 y la activación de la apoptosis vía mitocondrial368.  

HIPK2 puede también inhibir a los genes represores de la 

apoptosis CtBP305,368, Δp63 (represor del gen apoptótico p63294,306) o 

HIF-1α, restaurando también la apoptosis independiente de p53294,351.  

Además, HIPK2 puede activar directamente a moléculas 

proapoptóticas, como p73368 o PML (activando a través de ella la 

transcripción de los genes apoptóticos p53/p73368). 

A la vista de estos antecedentes, nuestros resultados de 

apoptosis ponen de manifiesto varios aspectos relevantes en el 

contexto de las NMPs agudizadas. En primer lugar, la inhibición de 

p300 en presencia de HIPK2 produce un aumento de la muerte celular 

que es independiente de la activación directa HIPK2-p53. Por otra 

parte, la inhibición de HIPK2 en presencia de p300 produce un 

descenso en la apoptosis el cual sí que es, al menos en gran parte, 

causado por disminuir la vía de fosforilación HIPK2-p53. Por último, la 

inhibición simultánea de HIPK2 + p300, produce los mismos resultados 

que la inhibición única de HIPK2.  

Dichas observaciones indican que, efectivamente, HIPK2 es el 

gen encargado de iniciar los mecanismos de respuesta al daño celular. 

Si el complejo está funcionando correctamente, estos mecanismos se 

inician a través de la interacción directa con p53, proceso para el cual 

p300 es requerido. Sin embargo, en el caso en que dicha interacción 

no sea posible debido a la inhibición de p300, HIPK2 es capaz de activar 

la apoptosis mediante rutas independientes de la fosforilación directa 
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de p53. Así pues, nuestros resultados demuestran el papel 

fundamental del complejo en las rutas de respuesta al daño celular, 

siendo HIPK2 el gen encargado de detectar y responder a ese daño. La 

ausencia de éste conlleva menor respuesta al daño celular, mientras 

que su presencia confiere una mayor sensibilidad.  

Finalmente, es importante resaltar el doble bucle regulatorio 

formado entre MDM2/p53 en relación con HIPK2 y p300. Mientras que 

HIPK2 inhibe a MDM2 favoreciendo la acumulación de p53293; p300 

activa a MDM2 favoreciendo en este caso la degradación de p53319. 

Este doble bucle regulatorio podría ser responsable, al menos en 

parte, de que al suprimir la expresión de p300 todo el mecanismo se 

oriente hacia la inhibición de MDM2 por parte de HIPK2, con la 

consiguiente acumulación de p53, lo cual concuerda con el aumento 

de apoptosis observado en nuestros resultados. 

Al describir el marco teórico antecedente de este trabajo se ha 

expuesto el rol fundamental de EP300 en los procesos de desarrollo y 

cómo se ha estudiado dicho rol en varios tipos de cáncer, incluidas 

algunas neoplasias hematológicas distintas a las NMPs260,347. Pese a 

que existen algunos estudios de inhibición de p300 mediante shRNA o 

pequeños inhibidores químicos (C646, celastrol, naphthoquinonas) en 

procesos leucemogénicos asociados a la LMA de novo o LMA post-

MSD315,343,344,348,369,370, nuestros resultados abren el camino al estudio 

del papel de EP300 en la agudización de las NMPs, y además, como 

parte del complejo regulador analizado. 

Existen hasta la fecha solamente dos estudios acerca del 

efecto de inhibir p300 mediante el inhibidor C646 en líneas 

leucémicas. En 2013, el grupo de Yu. L, publicaba un trabajo en el que 

varias líneas eran tratadas del mismo modo que se ha realizado en este 

estudio371, siendo también tres de esas líneas HEL, K-562 y HL-60. No 
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obstante, los efectos que observaban eran muy ligeros, con aumentos 

en el porcentaje de células apoptóticas tras el tratamiento de un 4,5% 

en el mejor caso. En cuanto al ciclo celular, sólo la línea HEL mostraba 

cambios en los porcentajes de las diferentes fases mayores al 10%, 

mientras que la línea HL-60 no mostraba efecto alguno. 

Por otra parte, en 2016, el grupo de Giotopoulos. G, publicaba 

otro trabajo en el que se inhibía p300 con C646 en la línea K-562315, la 

cual era utilizada y denominada como “línea celular resistente” a C646, 

observándose efectos extremadamente ligeros o nulos en la mayoría 

de los casos y contradiciendo así el trabajo expuesto anteriormente371.  

En contraposición a dichos trabajos, nuestros resultados 

muestran que la inhibición de p300 tiene efectos mucho más acusados 

en dichas líneas leucémicas, obteniendo incrementos mucho mayores 

en los porcentajes de apoptosis tras la inhibición (25% - 75%) y siendo 

además la línea celular HL-60 la más afectada de las seis líneas 

testadas. En cuanto al ciclo celular, nuestros resultados demuestran 

cómo las tres líneas experimentan un bloqueo celular en la fase G0/G1, 

y un descenso de la fase S. Así pues, en comparación con ambos 

estudios371, el presente trabajo demuestra un efecto drástico en la 

apoptosis y ciclo celular de las células leucémicas tras la inhibición de 

p300, el cual puede a su vez ser explicado debido al rol regulador de 

éste sobre RUNX1-CBF-β y TP53, añadiendo también su papel de 

colaborador con HIPK2 como principal regulador del complejo, al 

actuar como estabilizador de éste mediante su acetilación. 

En resumen, nuestro trabajo presenta la novedad de explorar 

el efecto de la inhibición de HIPK2 y p300 como elementos del 

complejo estudiado en el contexto de las NMPs agudizadas, abarcando 

líneas y técnicas que no hemos encontrado en otros trabajos315,371. 
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 Otro de los aspectos novedosos de este trabajo respecto al 

estudio de la actividad de p300, es el estudio ex vivo de su inhibición 

en muestras cultivadas de médula ósea y sangre periférica de 

pacientes con NMPs, ya que en los dos estudios citados anteriormente 

también se analizaron las funciones de EP300 en muestras celulares de 

pacientes en cultivo, pero en ambos casos dichas muestras procedían 

de pacientes afectados con LMA de novo315,371. 

 En este sentido, nuestros resultados confirman las 

observaciones obtenidas en líneas celulares y las amplían a muestras 

de pacientes con NMPs agudizadas, abriendo el camino a nuevos 

estudios que exploren la posibilidad de incidir sobre la función de 

EP300 en pacientes como parte de la terapéutica de estas patologías. 

 Además, nuestros resultados confirman observaciones previas 

acerca de la inmunidad de las células sanguíneas de individuos sanos 

al tratamiento con C646, al menos en las funciones aquí descritas. 

 Una posible explicación del distinto efecto observado en 

muestras de pacientes respecto a las de donantes control, podría ser 

la diferente composición celular de ambas muestras. Así, las muestras 

de pacientes con NMPs poseen un alto porcentaje de blastos, 

progenitores mieloides y otras células hematológicas en estadios 

primarios del desarrollo, las cuales presentan un bloqueo de la 

diferenciación y no poseen ninguna función aparente debido a su 

estado inmaduro permanente. Por el contrario, las muestras de los 

donantes control se componen en su mayor parte de poblaciones 

celulares diferenciadas y funcionales, siendo menor el porcentaje de 

blastos (los cuales sí que siguen el proceso de desarrollo normal), no 

habiendo a priori poblaciones celulares carentes de función.  
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 Debido a que EP300 es un gen clave en los procesos de 

desarrollo normal y maligno, especialmente en el desarrollo 

temprano, su papel en la hematopoyesis es también fundamental, 

sobre todo en la hematopoyesis temprana, mediante la regulación 

transcripcional de RUNX1-CBF-β y p53 y la regulación de la actividad 

de HIPK2. Su ausencia en los progenitores mieloides conlleva 

desarrollo leucémico y las deficiencias en p300 durante la 

hematopoyesis fetal en ratones produce letalidad, evidenciando su 

importancia en el proceso de diferenciación mieloide260,311,344,347,348,372.  

Debido a dicha importancia de p300 en la hematopoyesis 

temprana, su inhibición en muestras neoplásicas con altas 

proporciones de células mieloides en desarrollo (indiferenciadas) 

produce efectos drásticos, conduciendo a una parada de ciclo celular 

y a la entrada en apoptosis, ya que su presencia es estrictamente 

necesaria para el desarrollo final de los elementos 

hematopoyéticos260,311. En contraposición, en las células sanas y 

diferenciadas la función de p300 no es tan requerida, por lo que su 

inhibición no causaría dichos efectos, indicando que existe una menor 

dependencia de las funciones de EP300 en células hematopoyéticas no 

neoplásicas, con respecto a las poblaciones celulares leucémicas, 

donde la función de EP300 sería más crucial. 

 En definitiva, los resultados de inhibición de p300 (junto con 

los de HIPK2) confirman que la manipulación de los elementos 

reguladores del complejo puede alterar su actividad como unidad 

funcional. Nuestros resultados concuerdan con las observaciones 

realizadas en otras neoplasias hematológicas acerca del importante rol 

de EP300 en el desarrollo benigno y maligno315,371, añadiendo en este 

caso la leucemogénesis-post NMP, debido al efecto regulador de p300 

en la transcripción de RUNX1-CBF-β260,311 y de TP53316,317. 
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 La inhibición por separado de HIPK2/p300 causa efectos 

importantes en las funciones del complejo, evidenciando que ambos 

regulan su actividad. No obstante, puesto que HIPK2 regula a p300 

mediante fosforilación directa260, y éste a su vez regula la estabilidad y 

actividad de HIPK2 mediante acetilación320, cabe preguntarse cuál es 

exactamente la jerarquía reguladora del complejo, es decir, cuál es la 

jerarquía existente entre ambos genes HIPK2 y EP300.  

 La realización en este trabajo de una inhibición doble HIPK2-

p300 permitía responder a esta cuestión, confirmando que ambos 

genes son necesarios para la activación de RUNX1 y de p53 a cargo de 

HIPK2. Sin embargo, el hecho de que la supresión de p300 en el 

contexto de un 50% de inhibición de HIPK2 conlleve la disminución del 

50% restante de su expresión, significaría una función más importante 

de p300 sobre HIPK2 de la que se ha descrito al respecto hasta la fecha. 

 La expresión de HIPK2 es continuamente regulada mediante 

modificaciones post-traduccionales373, siendo una ellas la acetilación a 

cargo de p300311. Un estudio anterior demostró que la sobreexpresión 

de p300 conlleva un incremento de su actividad acetiltransferasa y un 

incremento de expresión de HIPK2, aumentando la vida media de la 

proteína, protegiéndola de la degradación por ubiquitinación, e 

incluso potenciando sus efectos en la respuesta ante el daño celular320. 

No obstante, dicho estudio explora esta relación únicamente 

mediante la sobreexpresión de p300 y no mediante su inhibición. 

 Nuestros resultados demuestran efectivamente cómo en un 

contexto de expresión normal de HIPK2, p300 favorece su expresión 

debido al aumento de su estabilidad. Por ello observamos cómo la 

ausencia de p300 inhibe parcialmente la expresión de HIPK2. Pero, 

además, nuestros resultados añaden la observación de que, en un 

contexto en el que la expresión de HIPK2 esté ya altamente mermada, 
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la presencia de p300 se vuelve crucial para mantener su estabilidad y 

actividad restante, de modo que, si en este contexto p300 es también 

inhibido, la presencia de HIPK2 desaparece por completo. 

 Por otra parte, mientras la inhibición de p300 en condiciones 

normales de expresión de HIPK2 produce efectos funcionales 

importantes en las células leucémicas, dicha inhibición en ausencia de 

HIPK2 no provoca los mismos efectos, siendo éstos mucho más 

atenuados. Ello demuestra que la desaparición de HIPK2 conlleva la 

incapacidad para mediar el mecanismo de respuesta ante el daño 

celular causado por C646, el cual depende en última instancia de la 

presencia de HIPK2.  

Se ha visto a lo largo de este trabajo que una de las funciones 

de HIPK2 en su asociación con p300 y p53 es la función 

oncoprotectora281,294, capaz de detectar el daño celular y activar los 

mecanismos de respuesta mediante la activación de la rutas de 

apoptosis dependientes de p53279,305,310,334 ó influyendo en la 

capacidad de las células para dejar de dividirse y diferenciarse 

mediante su interacción con múltiples factores de transcripción como 

RUNX1-CBF-β o Wnt/β-catenina109,260,300,311. Por todo ello, es evidente 

que si p300 es inhibido en presencia de una expresión normal de 

HIPK2, este último actuaría como “gen guardián”, capaz de detectar 

dicho estrés celular y activar los procesos en respuesta316,320. 

Nuestros resultados confirman este hecho. Así pues, en este 

trabajo proponemos a HIPK2 como un gen marcador de respuesta al 

tratamiento con C646. Su presencia causa efectos importantes tras el 

tratamiento, mientras que su ausencia confiere resistencia a éste. 
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5.3. TERCER OBJETIVO: ROL DEL COMPLEJO EN LA RESPUESTA 

FARMACOLÓGICA. 

Finalmente, otro de los aspectos novedosos de la presente 

tesis doctoral fue explorar el efecto de fármacos convencionales para 

el tratamiento de las NMPs durante el contexto de una inhibición 

parcial del complejo (inhibición única de p300). 

En primer lugar, los experimentos con líneas celulares de LMC 

permitieron comprobar cómo la terapia convencional (Imatinib) es 

siempre más efectiva durante el contexto de inhibición de p300 que 

sin dicha inhibición; y cómo ocurre lo mismo en las células cromosoma 

Filadelfia negativas en la mayoría de los casos cuando éstas se tratan 

con las terapias convencionales en presencia de la inhibición de p300. 

Estas observaciones podrían dar lugar a pensar que la 

toxicidad observada tras el tratamiento con las terapias 

convencionales durante la inhibición de p300 se debe exclusivamente 

al efecto nocivo que ya tiene por sí sola la inhibición de p300 en las 

células leucémicas. No obstante, nuestros resultados descartan este 

hecho y confirman cómo el aumento en la toxicidad observada se debe 

a la combinación de ambos procesos y no a la inhibición única de p300.  

Por otra parte, en muestras celulares de pacientes de LMC, la 

inhibición de p300 aumenta también la respuesta celular al 

tratamiento con Imatinib, en la mayoría de los casos analizados. 

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se concluye que 

la inhibición parcial del complejo (p300) aumenta los efectos 

funcionales causados por las terapias convencionales para el 

tratamiento de las NMPs, Imatinib, Ruxolitinib e Hidroxiurea. Además, 

se confirma también en muestras humanas el rol del complejo en la 
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regulación de los mecanismos de respuesta ante los efectos 

farmacológicos causados en este caso por Imatinib. Todo ello podría 

explicarse a priori debido a dos motivos diferentes.  

En primer lugar, cabe la posibilidad de que, puesto que los dos 

procedimientos por separado producen efectos funcionales 

relevantes, la suma de ambos produzca el efecto sumatorio resultante, 

sin que exista ningún otro efecto colateral diferente a dicha suma. 

En segundo lugar, debido al importante rol de HIPK2, EP300 y 

TP53 en los procesos de respuesta al estrés celular/quimiorresistencia, 

y a que la supresión de p300 afecta a la función de los tres genes, es 

posible que la desregulación de los tres componentes de la ruta 

produzca como efecto adicional, una menor capacidad en las células 

leucémicas para detectar el daño y responder a él, o lo que es lo 

mismo, una mayor sensibilidad a las terapias. La desregulación de 

dicha vía produciría, además, efectos funcionales que propiciarían un 

mayor daño de los fármacos. Las células tendrían una capacidad de 

proliferación reducida debido al bloqueo del ciclo celular impidiendo 

la división y la diferenciación. Todo ello unido al incremento de los 

procesos apoptóticos causados por la inhibición de p300 propiciaría 

que las células no tuvieran mecanismos para “evadir” las terapias. 

Hemos visto en nuestros resultados como la primera 

posibilidad, se cumple en algunos de los casos estudiados. No 

obstante, la gran mayoría de ellos (tanto líneas celulares como 

muestras de pacientes) no responden a dicho patrón sumatorio. Por 

ello, cabe insistir en la segunda posibilidad y en el hecho de que la 

desregulación de la ruta HIPK2-p300-p53 esté produciendo 

efectivamente los efectos anteriormente mencionados. 
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Se sabe que esta vía es una de las rutas de respuesta al daño 

en el ADN más importantes en las células, “usando” a HIPK2 como gen 

“detector” del daño en el ADN y a p53 como gen “ejecutor” de la 

respuesta apoptótica ante dicho estrés279,281,289,294,304,310,358. De hecho, 

muchos de los mecanismos de resistencia farmacológica en células 

cancerígenas se basan en la desregulación de esta vía, siendo p53 el 

gen más frecuentemente desregulado en cáncer253,254,293,323,324,352,357.  

El hecho de incidir en la desregulación de esta ruta, pero 

manteniendo íntegra la función del gen detector del daño (HIPK2) y 

del gen efector de la respuesta apoptótica (p53), mediante la 

supresión de la actividad de un gen regulador de ambos (p300)316,318–

320, permite en este caso aumentar los efectos potenciales de 

respuesta producidos por los fármacos utilizados en estas patologías. 

En nuestros resultados se explora la desregulación de esta vía de 

respuesta farmacológica (lo cual ya causa apoptosis por sí solo), unido 

a la utilización de terapias que causan muy probablemente la 

participación de la misma vía de actuación para causar sus efectos 

nocivos en las células. Por ello, nuestros resultados muestran un 

efecto más potente cuando dichos fármacos son aplicados en 

presencia de la desregulación de dicha ruta, pero manteniendo íntegra 

la expresión de HIPK2; demostrando además el papel de HIPK2 como 

regulador general del complejo, capaz de inducir la apoptosis 

compensando la desaparición de la vía normal HIPK2-p300-p53. 

Nuestros resultados sugieren un posible papel de la inhibición 

de p300 en el tratamiento de las NMP agudizadas y, el hecho de que 

C646 sea un inhibidor químico, facilita que pudiera usarse en futuras 

terapias combinadas. Así, los resultados obtenidos en esta tesis 

doctoral añaden nuevas posibilidades para el estudio de los 

mecanismos de respuesta farmacológica en pacientes resistentes a las 
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terapias, arrojando luz a la posibilidad de realizar nuevos estudios 

futuros sobre la importancia de la integridad reguladora del complejo 

en la fisiopatología de los pacientes afectados con NMPs crónicas. 

 Para concluir, se confirma cómo los cinco genes forman parte 

de un complejo transcripcional con elevada importancia en los 

procesos de hematopoyesis y leucemogénesis que ocurren durante la 

evolución leucémica de las NMPs. Dicho complejo, basa su actividad 

en las diversas y complejas interacciones entre sus componentes, las 

cuales determinan en última instancia sus funciones finales.  

Además, este trabajo supone la primera aproximación que 

conocemos al estudio del papel molecular y funcional de estos cinco 

genes como parte del citado complejo durante el desarrollo leucémico 

de las NMPs, explorando su función en los procesos de resistencia 

farmacológica frente a las terapias usadas en estas patologías y 

abriendo el camino a futuras investigaciones y posibilidades para el 

manejo clínico de los pacientes afectados con este tipo de neoplasias.

Figura 5.1 Rutas de interacción principales entre los componentes del 
complejo RUNX1/CBF-β/HIPK2/p300/p53.  
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6. CONCLUSIONES 

 A la vista de los resultados obtenidos a lo largo de la fase 

experimental de nuestro trabajo, se alcanzan las siguientes 

conclusiones: 

1- Los genes RUNX1-CBF-β/HIPK2/p300/p53 forman un complejo 

transcripcional con relaciones de interdependencia entre 

ellos, en el que HIPK2 regula mediante fosforilación a los 

restantes, pero requiere a su vez la función de acetilación de 

p300 sobre todos ellos. 

 

2- El complejo se encuentra expresado y desregulado en las 

diferentes NMPs agudizadas, lo cual se debe, en gran medida, 

a la elevada presencia de alteraciones citogenéticas en sus 

componentes. 

 

3- La isoforma a de RUNX1 es la isoforma mayoritaria en las 

NMPs agudizadas, siendo además ésta la diana de 

fosforilación predominante de HIPK2, en detrimento de las 

isoformas b y c. 

 

4- La ausencia de HIPK2 o p300 en el contexto de las NMPs 

agudizadas conlleva una importante disminución de la 

proliferación debido a la desregulación del ciclo celular, siendo 

mayor este efecto si ambos se suprimen simultáneamente.  

 

5- HIPK2 actúa como marcador de respuesta a la supresión de 

p300, induciendo apoptosis y reduciendo la resistencia 

farmacológica de las células leucémicas. En cambio, la 

supresión de HIPK2 en presencia o no de p300 no conlleva 
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apoptosis, revelando el papel de HIPK2 como favorecedor de 

los procesos apoptóticos. 

 

6- La inhibición de p300 en muestras hematopoyéticas sanas no 

conlleva efectos funcionales, indicando una menor 

dependencia de p300 en las células no neoplásicas. 

 

7- Cuando se reduce la expresión de HIPK2, p300 es 

imprescindible para mantener su estabilidad y actividad en las 

NMPs agudizadas. 

 

8- La desregulación del complejo RUNX1-CBF-β/HIPK2/p300/p53 

en las NMPs favorece el proceso leucemogénico, por lo que su 

supresión reduce la supervivencia de las células leucémicas, 

actuando sobre las vías de proliferación, apoptosis y 

resistencia farmacológica. 
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