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1. PLATELET FORMATION AND FUNCTION 

1.1 Megakaryopoiesis and thrombopoiesis 

Megakaryopoiesis is the process in which human stem cells [HSCs] 

differentiate and proliferate, giving rise to mature megakaryocytes [Mks].1 

According to the classical model of hematopoiesis, HSC sequentially transition 

through multipotent progenitors will give rise to immature Mks or 

megakaryoblasts, which undergo endomitosis to increase their size and DNA 

content, during the process called polyploidization, but also increasing their 

reservoir of granules and cytoskeletal proteins to develop the demarcation 

membrane system.2,3 Therefore, mature Mks start to shed their cytoplasm, a 

complex process that requires the formation of elongated structures called 

proplatelets, which lead to the platelet formation and the release intro 

bloodstream. This terminal process is known as thrombopoiesis (Figure 1A).4  

The processes of HSCs differentiation, Mk maturation and proplatelet 

formation are regulated at multiple levels by many different cytokines and 

environmental factors.5 Thrombopoietin [TPO] is the major regulator of 

megakaryopoiesis and thrombopoiesis and, in combination with other cytokines, 

such as IL-3 or IL-11, modulates all stages of Mk development (Figure 1A).6,7 

Several surface glycoproteins [GP] appeared at different stages of the 

megakaryopoiesis, and they are commonly used as lineage specific markers, 

such GPIIb/IIIa (CD41-CD61 markers) or GPIb-IX-V (CD42a-d).8 CD34 is 

express only in HSC and multipotential progenitors, being nearly absent in the 

immature Mks. CD41-CD61 are express since early megakaryopoiesis, as well 

as CD29, the β1 integrin marker, while CD42a-d or GPVI appear during late-

megakaryopoiesis (Figure 1A).9,10  

However, recent studies have begun to redefine this hierarchy, which has 

traditionally been determined by the surface markers, highlighting alternative 

routes by which HSCs are differentiated into Mks (Figure 1B).1,5 First, the 

multipotential population has been further characterized to include several 

subsets of lineage progenitors. It has also been defined that late HSCs are 

capable of unilaterally differentiating into Mks. Finally, the existence of a common 

progenitor capable of producing erythroblasts and megakaryoblast is 
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controversial, and new technologies have shown that this multipotent progenitor 

is transient and difficult to detect in native hematopoiesis.11–14 

 

Figure 1. Megakaryocyte differentiation and maturation. A. Canonical model of 

megakaryopoiesis. Expression of the most relevant surface markers and growth factors 

and cytokines involved in each stage. B. New models proposed for megakaryopoiesis, 

pointing out alternative routes by which HSCs differentiate into Mks. Adapted from:1,15  

Created with Servier Medical Art (https://smart.servier.com/). 

 

https://smart.servier.com/
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The proper development of hematopoiesis, and Mk differentiation and 

maturation is under control of crucial transcriptional factors, which bind to the 

promoters, acting either as repressors or activators depending on their 

association with other transcriptional factors. GATA1 controls the expression of 

GPIIb, while FLI1 regulates GPIbα and GPIX.1,16–18 Moreover, RUNX1 regulates 

embryonic and definitive human hematopoiesis through CBFβ dimerization,19 

and plays an essential role in the maturation and differentiation of myeloid, 

lymphoid, and megakaryocytic lineage.20,21 In fact, RUNX1 biallelic loss of 

function results in embryonic lethality due to the failure of hematopoiesis.22 
 

Cytoskeleton proteins have a crucial role in the late-megakaryopoiesis and 

proplatelet formation.23,24 During the initial stages of proplatelet formation, Mks 

remodel their cytoplasm into pseudopodia by a process based on microtubules, 

specially β1 tubulin (encoded by TUBB1 gene),25,26 and the actomyosin 

cytoskeleton.27,28 The actin cytoskeleton is critical for the demarcation membrane 

system formation, as it provides mechanical forces that drive invaginations at the 

plasma membrane, leading to the formation of proplatelets,29 while the tubulin 

cytoskeleton guides proplatelet shaft initiation and elongation.30 

The actomyosin cytoskeleton comprise multiple proteins that establish a link 

between different cytoskeleton-driven cellular responses.31 Association of 

filamentous β-actin with the demarcation membrane system is crucial before 

proplatelet emission.24,29 Actin polymerization is powered by the actin-related 

protein 2/3 (Arp2/3). The Arp2/3 complex displays low intrinsic actin nucleation 

activity and needs to be activated by proteins such as Wiskott–Aldrich syndrome 

protein (WASP) (Figure 2).32 

Several actin-binding proteins are critical regulators of the Mk function, and 

most of them are involved in the complex generation of the proplatelets.33 α-

Actinin is a member of the actin-crosslinking protein superfamily that contributes 

to this process by crosslinking actin filaments into bundles.34 Tropomyosin-4, 

encoded by TPM4, is a coiled-coil dimer protein that lies end-to-end in the actin 

groove, and provides structural stability to actin filaments and regulates the 

access of other proteins that bind to actin.35 Tropomyosins are implicated in the 

regulation of cell morphology, adhesion, migration, granule trafficking, cell 

division, and apoptosis.27 Meanwhile, filamin-A is a multidomain cytoskeletal 
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protein that stabilizes the membranes subjected to shear stress and promotes 

the cellular adhesion by linking membrane glycoproteins, mainly the GPIb-V-IX 

receptor, to the actin cytoskeleton (Figure 2).36 

Mk migration depends on the interaction of nonmuscle myosin II with the actin 

cytoskeleton. Two types are expressed in Mks: nonmuscle myosin heavy chain 

II-A (NMHC-IIA, MYH9) and nonmuscle myosin heavy chain II-B (NMHC-IIB, 

MYH10).37 NMHC-IIA is required for maintaining cell shape and organizing cell 

cytoplasm, linking to the filamentous actin to help actin turnover during proplatelet 

formation (Figure 2).24,38 On the other hand, NMHC-IIB is expressed in immature 

Mks, where it accumulates on the contractile ring in endomitosis transition. 

NMHC-IIB expression is downregulated by RUNX1 through MHY10 gene 

silencing during Mk polyploidization. This process is essential for switching from 

mitosis to endomitosis to increase the ploidy level during Mk differentiation.39,40 

In fact, RUNX1 has also been described as a direct regulator of MYL9, which 

codifies for the myosin light chain, playing a crucial role in the regulation of the 

NMHC-IIA activity by reversible phosphorylation of specific amino acids.41 

 

 

Figure 2. Proteins involved in the megakaryocyte actomyosin cytoskeleton. 

Filamentous β-actin is organized in a branched network. The ARP2/3 complex, 

controlled by the WASP, among other proteins, initiates branching of actin filaments. 

Tropomyosin-4, α1-actinin 4 and myosin II filaments bind along F-actin, controlling the 

tension generated by the actomyosin network and the structural organization. Filamin-A 

links membrane glycoproteins to the actin cytoskeleton. Created with Servier Medical Art 

(https://smart.servier.com/).  

 

https://smart.servier.com/
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1.2 Glycosylation and platelet clearance 

Protein glycosylation, and the linked sialylation, are common and complex 

post-translational modifications, with a critical role in different biological 

processes such as protein clearance.42 The conjugation of carbohydrate moieties 

onto specific molecules and receptors is critical for normal hematopoiesis, since 

it favor proliferation and clearance of hematopoietic precursors. Through this 

mechanism, circulating platelet counts are under control by the dual balance of 

platelet production rate by Mks and the removal kinetics.43,44  

Platelets have a half-life in blood ranging from 8 to 11 days, after which they 

lose the final sialic acid, and they turned apoptotic and subsequent phagocyted 

by macrophages.45 Those platelet without sialic acid are recognized by receptors 

in the liver, thus acting as a signal to increase TPO levels, which induce 

megakaryopoiesis to produce new platelets.46 In fact, it has been described that 

mice with genetic deficiencies in sialylation presented low platelet counts in 

bloodstream,47,48 demonstrating that platelets without sialic acid are prone to 

clearance.49  

Several enzymes are responsible for the proper glycosylation and sialylation. 

GALE gene encodes the uridine diphosphate [UDP]-galactose-4-epimerase, 

which catalyzes the bidirectional interconversion of UDP-glucose to UDP-

galactose, and UDP-N-acetyl-glucosamine to UDP-N-acetyl-galactosamine 

(Figure 3). In this way, GALE balances, through reversible epimerization, the 

pools of the four sugars essential during the biosynthesis of glycoproteins and 

glycolipids.50,51 Conversely, GNE gene codifies for the UDP-N-acetylglucosamine 

2-epimerase, involved in the sialic acid biosynthesis. This bifunctional enzyme 

regulates the total levels of N-acetylneuraminic acid, a precursor of sialic acids, 

while SLC35A1 encodes the cytidine-5’-monophosphate [CMP]-sialic acid 

transporter that transports CMP-sialic acid from the nucleus into the Golgi 

apparatus for sialylation (Figure 3).44,52,53  
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Figure 3. Platelet O-linked and N-linked glycosylation and sialylation. GALE 

protein allows the interconversion of four molecules essential in the glycosylation 

process, by serving as substrates for other enzymes incorporating the carbohydrates of 

interest and releasing UDP. Branches of carbohydrates are produced during 

glycosylation. A final sialic acid cleavage prevents platelet for clearance. GNE and 

SLC35A1 are involved in pathway that allows the incorporation of this sialic acid into the 

platelet.  
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1.3 Platelet function 

Under physiological conditions, platelets circulate in blood in quiescence 

without interacting with the endothelium. After an injury that compromise the 

integrity of the vessel wall, platelets interact with extracellular matrix components, 

during a process called adhesion.54,55 The adhesion mainly involves integrin-like 

membrane receptor, or glycoproteins that specifically binds to matrix components 

such fibrinogen, collagen, fibronectin, laminin, and/or von Willebrand Factor 

[vWF], which activate downstream signaling pathways linked to Src kinases.56,57  

GPVI immunoglobulin and the α2β1 integrin are the two mainly receptors in 

the platelet surface that bind directly to collagen after damage.58,59 vWF, which is 

found soluble in blood in the normal circulation to prevent aggregation, changes 

its affinity, interacting thus with the GPIb-IX-V complex.60–62 Meanwhile, α5β1 and 

α6β1 integrins binds to fibronectin and laminin, respectively, which are also 

exposure after vessel damage (Figure 4).63,64 

After a platelet monolayer binding over the exposed matrices, the next step 

required for thrombus formation is the recruitment of additional platelets. 

Activated platelets secrete soluble agonists, such as thromboxane A2 [TBXA2] or 

adenosine diphosphate [ADP], into the circulation,56,65 which stimulate adjacent 

platelets, triggering their activation by specific binding of the molecules into their 

specific receptor (mainly G-protein coupled transmembrane receptors) such as 

ADP binding to P2Y1 and P2Y12 receptors, or thrombin that binds to PAR1 and 

PAR4, among others (Figure 4).66–68  

Soluble components such as ADP or vWF are mainly stored in platelet 

granules. The α-granules are rich in peptides and proteins, like PF4, P-selectin, 

vWF or fibrinogen, while δ-granules are rich in soluble molecules such as ADP, 

ATP, Ca2+, or serotonin.69–71 The final step is the activation of the GPIIb/IIIa, also 

known as αIIbβ3 integrin. The conformational change produced after the 

activation lead to the fibrinogen-binding, allowing the formation of stable bridges 

between platelets (Figure 4). The interaction of platelet-fibrinogen-platelet 

initiates the process of platelet aggregation.72–74 

The agonist-stimulation lead to the sequential activation of one or more PLC 

isoforms, activating PKC and yielding a rise in cytosolic Ca2+, which activates the 
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CalDAG-GEF1 signaling pathway, leading to the reorganization and activation of 

cytoskeletal platelet proteins, and promoting a shift in the platelet shape. 

Activation of both PKC and CalDAG-GEF1 signaling pathways lead to final 

activation of RAP1. These processes are group in the outside-in signaling 

pathway.75,76 The last step is the activation of αIIbβ3 integrin by RAP1, known as 

inside-out signaling, which trigger essential events for thrombus growth and 

stabilization, such as cytoskeletal reorganization, formation and stabilization of 

large platelet aggregates, and the final clot retraction (Figure 4).70,77 
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Figure 4. Platelet adhesion and activation mechanisms. During platelet adhesion, 

the main extracellular matrix components, such as collagen, fibronectin, laminin and vWF 

(green) bind to their corresponding platelet membrane receptors (red). During platelet 

activation, the main soluble agonists (green) bind to the relative receptors (red). 

Granule’s secretion and the crucial proteins involved in the platelet activation pathway 

are shown. Created with Servier Medical Art (https://smart.servier.com/). 

 

2. CONGENITAL PLATELET DISORDERS 

Congenital Platelet Disorders [CPDs] comprise an heterogenous group of rare 

diseases caused by molecular alterations in genes that are essential for platelet 

formation and/or function.78 The prevalence of CPDs is unknown, but it is 

estimate to affect 1 individual between 1.000-100.00, being recognized more 

frequently in the last few years.79,80 To date, the International Society on 

Thrombosis and Haemostasis [ISTH] stablished that CPDs are caused by 

molecular alterations in 66 different genes, which are classified as Tier1 genes 

(Figure 5).81,82 Genes are considered Tier1 for CDPs whether the gene-disease 

association had been reported in at least three independent pedigrees, or less 

than three pedigrees but supported by linkage analysis in large pedigrees, and 

specific functional data or a murine model. Indeed, 7 genes are consider as Tier2, 

recently discovered in small single pedigrees, and still requiring confirmation 

studies (Figure 5).81,83  

In general terms, CPDs are classified as: 

• Inherited Thrombocytopenias [ITs]: disorders related with low platelet 

counts (< 150 x 109 plt/L) in bloodstream. ITs could be associated with decreased, 

normal, or enlarged platelet size, measure as the mean platelet volume [MPV], 

which lead to microthrombocytopenia (MPV < 7.2 fL), thrombocytopenia (MPV: 

7.2-11.1 fL), or macrothrombocytopenia (MPV > 11.1 fL), respectively. ITs are 

mainly caused by alterations in genes involved in megakaryopoiesis, 

thrombopoiesis, and platelet release and clearance.84–86  

• Inherited Platelet Function Disorders [IPFDs]: disorders characterized by 

impaired platelet functionality due to defects in membrane receptors, signaling 

proteins, alpha (α) and/or dense (δ) granules, maintenance of the platelet 

https://smart.servier.com/
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ultrastructure, or other alterations in the platelet activation mechanisms after 

agonist stimulation.87,88  

Several disorders display a combination of thrombocytopenia with variable 

platelet dysfuction.85 Increased risk of bleeding is the major and common 

characteristic of these disorders, and its relevance depends on the degree of 

thrombocytopenia and the concomitant association of significant platelet 

dysfunction.89 The relevance of clinical complications is highly variable, even for 

the same disorder, ranging from almost negligible to life-threatening bleeding.90 

Moreover, it is currently well established that many CPDs evolve with the 

development of other serious congenital defects affecting different organs or 

additional diseases, including hematological malignancies, bone marrow failure, 

or non-hematological defects (Figure 5).91,92 

 

Figure 5. Genes involved in Congenital Platelet Disorders. Classification of Tier1 

and Tier2 (underlined) genes according to the gene function during megakaryopoiesis, 

thrombopoiesis, or platelets in bloodstream. Green indicates genes with predisposition 

to develop leukemias. Red indicates genes associated to syndromic manifestations. 

Adapted from:82,93 Created with Servier Medical Art (https://smart.servier.com/). 

https://smart.servier.com/
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3. MOLECULAR AND CLINICAL ASPECTS OF CONGENITAL PLATELET 

DISORDERS 

Congenital Platelet Disorders [CPDs] associates with a wide heterogeneity of 

clinical phenotypes, since patients with alterations in different genes could exhibit 

the same phenotype, while other individuals with molecular alterations in the 

same gene can displayed different phenotype.89 CPDs usually associate with 

mild to moderate mucocutaneous bleeding, such as epistaxis or menorrhagia, 

and excessive blood loss after trauma, surgery, pharmacological treatments, or 

delivery. In severe cases, significant diathesis can be diagnosed in the central 

nervous system or gastrointestinal bleeding.94–96 Although alterations in several 

genes are only associated with increased bleeding, other CDPs predispose to 

hematological malignancies, or multisystem disorders, such as sensorineural 

deafness, renal failure, or cataracts, among others (Figure 5).92,93,97 

Some CPDs of clinical relevance are next briefly described, including 

disorders with a high bleeding degree and several syndromic disorders. General 

clinical aspects associated with disorders caused by variants in all Tier1 genes 

(ISTH-SSC 2021) can be found in the supplementary material. 

 

3.1. Congenital Platelet Disorders associated to increased risk of 

bleeding 

• Glanzmann Thrombasthenia 

Glanzmann Thrombasthenia is an autosomal recessive disorder caused by 

pathogenic variants affecting ITGA2B or ITGB3 genes, abrogating the GPIIb/IIIa 

complex (αIIbβ3 integrin). The disorder is rarely associated with 

thrombocytopenia, but patients display severe to life-threatening bleeding. 

Platelet function is usually affected due to impaired αIIbβ3 integrin activation, 

leading to severely reduced fibrinogen-binding and aggregation.98,99  

Monoallelic variants in these genes caused the ITGA2B / ITGB3-related 

thrombocytopenia [RT], a disorder characterized by slight-mild thrombocytopenia 

and mild bleeding tendency. Platelet function is rarely affected.100 
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• Bernard Soulier Syndrome  

Bernard Soulier Syndrome is related with pathogenic variants affecting 

GP1BA, GP1BB or GP9, disrupting the formation of the GPIb-IX-V complex. 

General forms of the disorder are related with biallelic abrogation of the genes, 

and the phenotype is characterized by severe bleeding tendency and moderate 

thrombocytopenia with giant platelets. Platelet function is impaired after 

stimulation with vWF, as well as platelet and Mk adhesion to this matrix.101–103  

Heterozygous variants of GP1BA and GP1BB cause a mild form of the 

disease, known as Mediterranean thrombocytopenia, and it used to be 

associated with slight thrombocytopenia and nearly absent to mild bleeding 

diathesis.104,105 

• Cytoskeleton proteins alterations 

ACTN1, TUBB1, and TPM4-related thrombocytopenias are autosomal 

dominant disorders with similar phenotypes. They usually present mild 

thrombocytopenia with enlarged platelets, and moderate to nearly absent 

bleeding tendency. Platelet dysfunction is not commonly found but they used to 

be associated with alterations in the platelet cytoskeleton remodeling after 

activation with several agonists.26,34,106–109 

• Platelet signaling pathway defects 

P2RY12, TBXA2R and GP6 genetic variants associates with normal platelet 

count and morphology, and mild to moderate bleeding tendency, usually after the 

administration of anticoagulants. P2RY12 and TBXA2R variants could be 

inherited both as an autosomal dominant and recessive manner, while GP6 

deficiency had an autosomal recessive pattern. Platelet function is impaired after 

stimulation with ADP, TBXA2 and collagen, respectively.110–112 

RASGPR2 codifies for CalDAG-GEF1, involved in the RAP1-signaling 

pathway during platelet activation (Figure 4). Disease-causing variants in 

homozygosis associates with severe bleeding due to impaired activation of the 

αIIbβ3 integrin.113  
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3.2. Congenital Platelet Disorders with neoplasm predisposition 

The World Health Organization (WHO) 2016 classification incorporated the 

germline monoallelic variants in the transcriptional factors RUNX1, ETV6 and 

ANKRD26 as a new entitle subgroup: Inherited Myeloid Neoplasm associated 

with platelet disorder.114,115  

RUNX1-related disorder [RD], or familial platelet disorder with predisposition 

to acute myelogenous leukemia [FPD/AML] has been associated with slight to 

moderate bleeding disorder, variable thrombocytopenia with normal platelet size, 

impaired platelet function, and increased risk to develop leukemias: 45% of risk 

to acute myeloid leukemia [AML] or myelodysplastic syndrome [MDS], and 1-3% 

to develop T-acute lymphoblastic leukemia [ALL]. The average age is 33 years 

old (range; 6-76 years old).116,117 

Patients with ETV6-RD and ANKRD26-RD displayed a slight-mild bleeding 

diathesis, variable thrombocytopenia with normal platelet morphology, and 

usually normal platelet function. Around the 25% of patients with ETV6-

pathogenic variants develop ALL during the childhood, while 5-10% of patients 

suffer from AML, MDS, multiple myeloma, or polycythemia vera. Patients with 

ANKRD26-RD develop AML or MDS at the average age of 35 years old (range; 

6-93) in the 5-10% of the cases.118,119 Pathogenic variants in ANKRD26 are 

mostly found in the 5’UTR region.120 

 

3.3 Syndromic Congenital Platelet Disorders 

• Congenital amegakaryocytic thrombocytopenia  

The autosomal recessive disorder is caused by biallelic variants in the gene 

MPL, which codifies for the receptor of the TPO. Patients with this disorder 

displayed lifelong hypomegakaryocytic thrombocytopenia, progressing from 

cytopenia during the first years of life to medullar aplasia. Patients suffer 

frequently from severe bleeding diathesis.121,122 Currently, treatment with TPO 

analogues has been demonstrated as a promising therapy for the patients.123,124 
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• Transcriptional factors defects 

In general, syndromic Congenital Platelet Disorders associate with 

transcriptional factors with essential roles during the differentiation of HSC to 

progenitors, and genes involved in early megakaryopoiesis, such as GATA1 or 

FLI1.85  

GATA1-RD is an X-linked disease characterized by mild-moderate 

thrombocytopenia with dysplastic Mks, with variable degree of anemia, and 

frequent β-thalassemia, neutropenia, and or congenital erythropoietic porphyria. 

Bleeding diathesis is moderate, associated with impaired platelet function and 

defects in platelet granules.125,126 

FLI1-RD could have an autosomal dominant or recessive inheritance patter. 

Patients display mild to moderate thrombocytopenia and bleeding tendency, and 

facial, cardiac, and neurological malformations.127   

• Cytoskeleton proteins alterations  

MYH9 codifies for the nonmuscle myosin heavy chain II-A. MYH9-related 

disorder is the most common inherited thrombocytopenia, since more than 300 

families and up to 100 different pathogenic variants in the MYH9 gene have been 

described. MYH9-RD is inherited in an autosomal dominant manner, but 

approximately 35% of probands have a de novo pathogenic variant during 

gestation in utero.128 Clinical phenotype associates with mild to moderate 

bleeding, severe macrothrombocytopenia, and neutrophilic inclusions, known as 

Döhle bodies. Moreover, half percent of patients present neurosensorial 

deafness, and the 20-25% develop nephropathies and/or cataracts.129,130  

Wiskott-Aldrich syndrome [WAS] is caused by pathogenic variants is WAS, 

which codifies for the WASP. More than 400 different variants in WAS have been 

described in the literature, uncovering a relationship between clinical course and 

the genotype. This X-linked disorder associate with moderate 

microthrombocytopenia, mild to moderate bleeding, eczema, and recurrent 

infections. Besides, autoimmune syndromes have been observed in ~40% of the 

patients, which have an increased risk of developing tumors at any age.131,132 



Introduction 

 
21 

Alteration in FLNA, ACTB or ARPC1B proteins are less frequent disorders. 

FLNA-RD is inherited as X-linked disorder and associate with mild bleeding 

tendency, and mild to moderate macrothrombocytopenia. Syndromic 

manifestations could include nodular periventricular heterotopia, skeletal 

malformations, mental retardation, heart valve dystrophy, intestinal obstruction, 

or medullar dysplasia.133,134 ACTB-RD is an autosomal dominant disorder 

characterized by mild-moderate macrothrombocytopenia, nearly absent bleeding 

diathesis, frequent leucopenia or leukocytosis with eosinophilia, microcephalia 

with developmental delay, and mild intellectual disability.135 ARPC1B-RD is 

caused by biallelic loss of function in ARP2/3, and the clinical manifestations 

include mild-moderate bleeding and thrombocytopenia, usually with small 

platelets, and frequent eosinophilia, immune-mediated inflammatory disease, 

eczema, lymphadenopathy, and hepatosplenomegaly.136 

• Glycosylation and sialylation defects 

Until recently, defects in glycosylation were not linked to Congenital Platelet 

Disorders.44 In fact, only GNE is consider a Tier1 gene in the last revision of the 

ISTH 2021 (Figure 1).83  

GNE-related disorder is inherited in an autosomal recessive manner, and it is 

associated with severe macrothrombocytopenia and bleeding tendency. Patients 

with biallelic loss of function of the UDP-N-acetylglucosamine 2-epimerase 

present myopathy since childhood and increased platelet clearance from 

bloodstream.137,138 

Biallelic variants in the sialic transporter gene SLC35A1 have also been 

related with mild to moderate thrombocytopenia and bleeding.47 However, the 

bleeding diathesis found in these patients is less aggressive than in patients with 

GNE-RD, since the truncation of SLC35A1 is not involved in a defective 

megakaryopoiesis, and the platelet reduction in blood is only caused by increased 

clearance.139 Moreover, these patients suffer from impaired psychomotor 

development, epilepsy, ataxia, microcephaly. 

Finally, GALE-related disorder present an autosomal recessive inheritance 

pattern and it is commonly associated with galactosemia. Peripheral 
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galactosemia generally associates with non-generalized forms or even 

asymptomatic presentations,140,141 while classical galactosemia may be related 

with complications such as severe thrombocytopenia, febrile neutropenia, 

learning difficulties, developmental delay, cardiac failure, or dysmorphic 

features.142–145  

 

4. DIAGNOSIS OF CONGENITAL PLATELET DISORDERS 

The diagnosis of patients with Congenital Platelet Disorders [CPDs] is 

challenging due to the clinical and laboratory heterogeneity, the limited 

understanding about the biological role of many genes implicated in CPDs, and 

the poor reproducibility and specificity of platelet function tests.146,147 

Consequently, many CPDs remain underdiagnosed, waning the quality of life of 

patients and increasing the risk of new bleeding episodes; or misdiagnosis, 

receiving inappropriate management, even harmful and unnecessarily invasive 

treatment, such as splenectomy, among others.148,149 In addition, it trigger a great 

economic challenge, due to the use of time-consuming and costly diagnostic 

methods, and the need of re-treatment of those patients.150 

Many inherited thrombocytopenia associate with a moderate reduction of 

platelet counts, mildly platelet dysfunction and slight bleeding tendency.79 It is 

hence common for asymptomatic thrombocytopenia to be incidental found in 

adulthood, in the context of routine health examination or when undergoing 

surgery or other hemostatic challenges.95,151  

In general, the diagnosis of Congenital Platelet Disorders is based on a 

combination of: (Figure 6) 

- Clinical symptoms, based on a family history of bleeding, hematological 

malignancies, solid tumors, and/or systemic manifestations, such as renal failure, 

myopathies, among other. For the clinical evaluation of the bleeding assessment, 

the use of standardized questionnaires, such as the ISTH-BAT, is 

recommended.152 The ISTH-BAT could be useful for patients who require further 

functional studies to identify their bleeding disorder. In general, abnormal 
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bleeding diathesis is stablished when ISTH-BAT>3 in men, and >5 in women, 

and >2 points in children.152,153 

- Standard laboratory analysis, including coagulation and biochemical routine 

diagnosis, hemogram, being particularly important the platelet count and the MPV 

for the diagnosis of inherited thrombocytopenia, and finally the morphology 

evaluation using blood films with or without immunofluorescence staining.154,155 

- Platelet phenotyping. These analyses are limited and usually performed in 

highly specialized laboratories, where specific platelets studies, such as light 

transmission aggregometry and flow cytometry, are conducted.149,156 

Additionally, platelet functional screening should be performed within a limited 

time after blood collection, with standard conditions, such as reagents, methods, 

equipment, and data interpretation, which makes the diagnosis difficult.157 

- Diagnostic confirmation by molecular analysis of the affected gene. The 

inclusion criteria consisted of at least 1 clinical and 1 laboratory criteria.158 Until 

recent years, Sanger sequencing [SS] of candidate genes has been used as a 

diagnostic tool. However, the approach is, at present, costly, time-consuming, 

and not applicable to disorders whose phenotype-based diagnosis is not 

straightforward and for which there is no obvious candidate gene. The 

implementation of high throughput sequencing [HTS], either targeted pre-

specified gene sequencing, whole-exome sequencing [WES], or whole-genome 

sequencing [WGS], has revolutionized the field of genetic diagnosis, and has 

being rapidly established for clinical practice.97,159 Despite their undoubted 

importance, until recently, molecular studies of CPDs have been performed as 

the last step in the workflow of the diagnosis of these diseases.160,161 The main 

limitation of the molecular analysis is the classification of the genetic variants 

found, since most of them are novel or of uncertain significance. For that reason, 

international standard recommendations from the ACMG / AMP have been 

established to classify the pathogenicity of genetic variants found in patients.162 

Nevertheless, despite these guidelines, there is a large variability in the 

classification of variants among laboratories. The appearance of the GoldVariant 

project has enabled the data sharing of variants from different research groups 

worldwide,83 which are curated by expert panels from the Clinical Genome 
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Resource [ClinGen] to determine the gene´s role and the variant effect in a 

specific disease, enabling the development of specific recommendation.163–166  

- Functional approaches. Validation of potential novel or unknown significant 

variants should be accompanied by functional testing, when possible, in cell lines 

models, primary cells from patients’ samples, induced pluripotent stem cells 

[iPSC] and/or, ultimately, animal models.93 
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Figure 6. Workflow algorithm for the diagnosis of Congenital Platelet 

Disorders. Adapted from: 97,167 

 

4.1 Platelet phenotyping assays 

Initial testing should include a complete blood count and the evaluation of a 

peripheral blood film: these assays help to detect abnormalities in platelet number 

and structure that could guide further laboratory investigations.147,154 Normal 

platelet counts will exclude inherited thrombocytopenia [IT] as the cause of 

bleeding, suggesting a platelet function disorder. However, reduced platelet 

number does not exclude further platelet function testing because several ITs are 

associated with platelet dysfunction. MPV evaluation is also an important 

diagnostic parameter because ITs are often characterized by abnormal platelet 

size.78,88,168–170 Thrombocytopenia associated with altered MPV can guide the 

diagnosis of several ITs, specially, those associated with cytoskeleton protein 

alterations.169,171 However, it is important to point that we could observe unusual 

features, such as WAS associated to macrothrombocytopenia instead of the 

common microthrombocytopenia.172 

Examination of the peripheral blood film allows to evaluate platelet size, 

complementary to MPV values, but also platelet clumping, morphology, and 

granularity, or white and/or red cell abnormalities.147 Pale and enlarged platelets 

focus the diagnosis on the absence/ reduction of platelet granules, characteristic 

of NBEAL2 variants;173 reduced and very large granulated platelets are 

characteristic of the Bernard Soulier Syndrom;174 leukocyte inclusions (Döhle -

like bodies) suggest the MYH9-RD,175,176 large platelets with stomatocytes orients 

towards molecular alterations in ABCG5 and ABCG8,177,178 while abnormal red 

blood cell morphology focus the diagnosis on GATA1 gene.179 Besides, a recent 

approach based on the blood smear staining with fluorescent antibodies against 

specific platelet proteins has increased the diagnosis rate in an easy and fast 

way.154,155 

Conversely, the most used screening test for primary hemostasis is the 

platelet function analyzer (PFA-100®). Even its widely used in laboratories, PFA-

100® is not recommended for initial laboratory screening due to its low specificity, 
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sensitivity, and reproducibility. However, it could guide the diagnosis of an 

impaired hemostasis.180,181 

The gold standard method for the diagnosis of platelet function is the light-

transmission aggregometry [LTA].182 Upon the addition of an agonist, platelets 

aggregate, so the platelet-rich plasma loses turbidity and becomes clearer, 

increasing the light transmission detected by the photocell. The time required to 

get this shift is recorded and represented as the aggregation over time.183,184 

Common agonists for LTA diagnostic screening include ADP, collagen, 

arachidonic acid [AA], or epinephrine at standardized concentrations (Figure 4). 

α-thrombin mediated-activation is analyzed by using specific peptides, such as 

thrombin receptor activating peptides TRAP-6, PAR-4 and/or PAR-1. To evaluate 

the GPIb-IX-V complex, it is widely used the antibiotic ristocetin, which cause the 

binding of vWF to the complex. Specific agonists such as collagen-related peptide 

[CRP] convulxin or phorbol-12-myristate-13-acetate [PMA] could be optionally 

used when there is a suspected alteration in these specific pathways.183,185,186 

Platelet aggregation could be also evaluated by impedance aggregometry in 

whole blood. This method is based on the measurement of the resistance to the 

electricity between two platinum electrodes. When platelets aggregates, they 

bind to the electrodes producing changes in electrical impedance, which are then 

transformed in an aggregation tracing. However, this method is less frequently 

used nowadays since it is poorly sensitive to detect mild platelet function 

defects.187,188 

Otherwise, flow cytometry allows the evaluation of several structural and 

functional platelet parameters, like the expression of surface receptors, ligand 

binding, or secretion of granule contents, by using specific antibodies. Indeed, 

the technique requires low amounts of blood, which represents a very useful 

assay for patients with severe thrombocytopenia or pediatrics. Common routine 

assessment includes the antibodies towards GPIIb (anti-CD41), GPIIIa (anti-

CD61), GPIbα (anti-CD42b) and GPIX (anti-CD42a), and less frequently or as a 

second step, GPIa/IIa (CD31 and CD49b), GPIV (CD36), and GPVI. Flow 

cytometry also allows the evaluation of platelet function defects measuring the 

surface expression of activation markers, like CD62P (α-granules), CD63 (δ-

granules) or PAC-1 (active αIIbβ3 integrin), upon stimulation with agonists.189–191  
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4.2 Molecular diagnosis in the genomic era 

Until early 2010, DNA sequencing had been largely restricted to the analysis 

of candidate genes by Sanger Sequencing. Diagnosis based on this technique 

was limited due to the selection of the candidate genes, which required a well-

defined clinical and laboratory phenotype. For that reason, less than 40% of 

patients were diagnosed. The recent application of the high throughput 

sequencing [HTS], specially using target panels of variable number of known 

genes involved in bleeding disorders, has revolutionized the molecular diagnosis 

of Congenital Platelet Disorders, improving the diagnostic efficiency by 70%, and 

up to 90% in cases with a clear diagnostic suspicion or with a specific 

phenotype.97,158,192–195 Finally, the increasingly economical cost-reduction and 

the progression in the interpretation of whole exomes and genomes has allowed 

the discovery of new genes involved in the pathology.108,142,196,197 

4.2.1 Sanger Sequencing 

Sanger Sequencing [SS] allowed the mapped of the entirety human 

genome,198 being the gold standard method for molecular diagnosis of the 

bleeding disorders since the early 1990s.149,192 It is useful in Congenital Platelet 

Disorders with a well-defined clinical and laboratory phenotype, such as Bernard 

Soulier Syndrome or Glanzmann Thrombasthenia. Moreover, SS associated with 

other techniques such as genome-wide linkage analysis made it possible to 

identify MYH9 or RUNX1 genes, among others.97 However, its major limitation is 

the reduced diagnostic efficiency for disorders whose phenotype-genotype 

relation is uncertain and for which no obvious candidate gene can be selected. 

Indeed, the fact that many diseases are caused by many culprit genes, such as 

Hermansky-Pudlak Syndrome [HPS], or a gene with many exons, makes 

diagnostic by SS costly and time-consuming. Nowadays, SS is used when there 

is a strong phenotype-genotype evidence, for genetic confirmation of the 

diagnosis, and for familial segregation (Figure 7).97,158,192,199,200   

4.2.2 Targeted-gene Sequencing  

In the last decade, HTS has revolutionized DNA sequencing and the diagnosis 

of human diseases, allowing the simultaneous exploration of multiple genes in a 

rapid and economical way. The use of target-gene panels simplifies and speeds 
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up the overall diagnosis, allowing the sequencing of target regions of interest from 

a panel of prespecified candidate genes (Figure 7).97,201,202  

Several research groups have already introduced gene panels into the clinical 

practice for managing and diagnosis of patients with Congenital Platelet 

Disorders. First, the Genotyping and Phenotyping of Platelets Project (GAPP) 

examined up to 329 genes, characterizing novel variants in genes likes FLI1 or 

RUNX1,193,203 or the ThromboGenomics consortium, which emerged from the 

BRIDGE-BPD consortium, developing an HTS platform to sequence a panel of 

63 genes involved in inherited bleeding, thrombotic, and platelet disorders.194,204 

Otherwise, an Australian group used a Custom Amplicon panel of 27 candidate 

genes causing inherited thrombocytopenia to investigate a large cohort of 

patients with macrothrombocytopenia.175,205 

Regarding the “Grupo Español de Alteraciones Plaquetarias Congénitas”, a 

targeted panel of 72 genes was used for the clinical practice, uncovering novel 

variants in infrequent genes, such as DIAPH1, RASGRP2 or PTGS1.158,113,206  

The used of target-gene sequencing has improved the genetic diagnosis of 

patients up to 70%, by using different custom panels in different laboratories 

worldwide.158,193,204,207 However, current limitations persist, such as a substantial 

proportion of patients that cannot be diagnosed.208 It remains difficult to identify 

large structural chromosomal variants, inversions, translocations, aneuploidies, 

and copy number variations [CNVs] using this approach, in addition to the fact 

that several processes of megakaryopoiesis and platelet function are not well 

characterized, will explain that a substantial number of disorders are caused by 

genes not described so far.97,161 

4.2.3 Whole Exome Sequencing 

WES enables the sequencing of all protein-coding regions (exons), which 

represents ~1.5% of the human genome, and involves the 85% of the Mendelian 

disorders (Figure 7).209 In the last few years, the use of WES allowed the 

identification of novel genes in Congenital Platelet Disorders, such as DIAPH1, 

GNE or TPM4.108,138,197 Besides, CNV could be detected with this approach. 

However, the main limitation of the technique is the time-consuming, the vast 

amount of data generated, and the difficulties regarding the gene-interpretation.97 
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4.2.4. Whole Genome Sequencing 

WGS can provide complete genomic information, since all coding and 

noncoding sequences are analyzed (Figure 7). This method is increasing 

importance among the years, and the cost of this technology has progressively 

dropped.210 However, and similarly to WES, it provides a large amount of data, 

which requires an extensive and complex bioinformatic workflow and expert 

interpretation to identify the disease-causing variants.211 In addition, the 

interpretation of noncoding variants has proved to be extremely challenging and 

is not yet routinely performed in most research projects.212,213 

 

Figure 7. The main types of DNA-sequencing used for the diagnosis of 

Congenital Platelet Disorders.  

 

4.2.5. Variant Interpretation 

Genetic diagnosis of Congenital Platelet Disorders helps to achieve an 

accurate diagnosis, providing better clinical care, prognosis, preventive 

treatments, and enabling genetic counseling. This last step is essential for 

patients with high risk of malignancy and another predisposition to serious 

conditions.195 In this context, high-throughput sequencing [HTS] provides, in a 

rapid and increasingly economical way, a large amount of genetic information, 

facilitating the identification of genetic variants, being established as the gold 

standard for identifying the molecular pathology underlying monogenic 

diseases.97,211 However, despite the diagnostic advantages of HTS, ethical 

dilemmas persist in the use of genetic screening and the identification of variants 

of uncertain significance [VUS].208,214  
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To categorize the large amount of genetic information obtained from HTS, 

standards guidelines for the interpretation of sequence variants have been 

established by the ACMG / AMP.162 However, these rules are not universally 

applicable to different genes or disorders, which give rise to different 

interpretation of the same variant by different laboratories worldwide and, 

therefore, not reaching a definitive and uniform classification. To achieve an 

accurate diagnosis of patients, it has recently been created the GoldVariant 

project, which facilitates data sharing among different laboratories from all over 

the world, specifically, 30 expert centers in 14 countries.83 This vast amount of 

genetic information is rapidly and easily submitted to ClinVar, and these variants 

will be re-classified and evaluated by small working groups of experts, the 

ClinGen variant curation expert panels, providing gene-specific modification to 

the general ACMG / AMP variant classification rules, based on the published 

literature and databases regarding the clinical and laboratory phenotype found in 

patients with a specific disorder, cellular or animal models, or population 

databases. This approach will allow the determination of the variant role in a 

disease (disease association) and provide information on the mode of inheritance 

and mutational disease mechanism, discarding incidental variants in disease-

causing genes that are unrelated to the original rationale for testing.163–166   

 

5. FUNCTIONAL CHARACTERIZATION OF CONGENITAL PLATELET 

DISORDERS 

The final step for the curation of a variant of uncertain significance is the 

demonstration of the pathogenesis and the mechanism underlying the variant, 

especially when no evidence of disease association reviewing the bibliography is 

found.215 In fact, the increasing application of WES and WGS in the clinical 

routine practice has allowed the identification of novel genes involved in the 

pathogenesis of Congenital Platelet Disorders, which require functional studies 

to uncover its role and implication in the disease. Therefore, the final confirmation 

of a variant as disease-causing should be bound to the performance of an 

experimental model to demonstrate the causality.97,162,167 
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5.1 In vitro approaches 

Human megakaryocytic cell lines, derived from the peripheral blood or the 

bone marrow of patients with leukemia, are powerful tools to evaluate the 

proliferation, differentiation, and maturation of Mks. The availability of 

homogeneous populations of hematopoietic progenitor cells has facilitated the 

understanding of the biological and molecular mechanism of genes crucial in 

megakaryopoiesis.216–218 

To date, at least 18 human cell lines with some megakaryocytic properties 

have been reported in the literature.219 These cell lines in undifferentiated 

conditions expressed specific markers of Mks or erythrocytes (Table 1). 

Treatment with PMA or TPO stimulate megakaryocytic differentiation, allowing 

the study of the signaling pathways involved in the process. Commonly, cells are 

treated with PMA, since the induce-differentiation is accompanied by changes in 

cell morphology, cell growth arrest, endomitosis and acquisition of specific Mk 

markers, mimicking the physiological process that takes place in the bone 

marrow. Besides, PMA-treatment do not require a specific receptor, since it 

directly activates the PKC protein.218,220,221 Treatment with TPO is physiologically 

more similar to the nature megakaryopoiesis that takes places in the human bone 

marrow, however, only UT7 cell line presents MPL gene. Indeed, UT7 is the 

unique hematopoietic factor-dependent cell line, so this cell line can provide an 

important new model for the study of the TPO-induced differentiation of Mks 

(Table 1).222,223  

K562, HEL, MEG-01 and Dami are the most frequently cell lines used for in 

vitro characterization of the megakaryopoiesis, because after the treatment with 

low-dose of PMA (10-30 nM), cells increase their size and show cytoplasmic 

maturation. Therefore, polyploidy can be easily measure by flow cytometry. 

Indeed, they also increase surface expression of various megakaryocyte-platelet-

associated proteins such as GPIIb-IIIa, GPIb, vWF and PF4. In fact, GPIb 

expression in K562 and MEG-01 lines in basal conditions is absent, so the 

appearance of the expression could be considered as a direct measure of PMA-

induced maturation.219,224–227 
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Cell line Source 

GPIIb-IIIa 

(CD41-61) 

expres. 

GPIb 

(CD42b) 

expres. 

vWF 

expres. 

Differentiation 

with 

PMA / TPO 

Ref 

K562 
CML blast 

crisis 
+/- - - PMA 224 

HEL AML M6 + + - PMA 225 

MEG-01 
CML blast 

crisis 
+ +/- + PMA 226 

EST-IU 
Germ cell 

tumor 
+ N/A + PMA 228 

LAMA-

84 

CML blast 

crisis 
+ - - PMA 229 

Dami AML M7 + + + PMA 227 

KOPM-

28 

CML blast 

crisis 
+ N/A N/A PMA 230 

T-33 
CML blast 

crisis 
+ + + PMA 231 

M-07 AML M7 + + N/A N/A 232 

OCIM1/ 

OCIM2 
AML M6 +/- - - PMA 233 

KU812 
CML blast 

crisis 
+/- - N/A PMA 234 

CMK AML M7 + + - PMA 235 

CHRF-

288-11 
AML M7 + N/A + PMA 236 

UT7 AML M7 + + N/A PMA / TPO 

222,
 

223
 

MOLM-1 
CML blast 

crisis 
+ N/A N/A N/A 237 

MKPL-1 AML M7 + - - N/A 238 

ELF-153 AML M7 + + + PMA 239 

MEG-A2 
CML blast 

crisis 
+ - - PMA 240 

 

Table 1. General characteristics of the human cell lines that express 

megakaryocytic features. GPIIa, IIIa, Ib and vWF expression is referred to 
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undifferentiated conditions. + means positive expression, +/- very weak positive, - 

negative, N/A specifies not evaluated features in the cell line. Adapted from:219 

 

5.2 Ex vivo approaches 

Mk differentiation and maturation is highly dependent on the 

microenvironment and cytokines.5 Even in vitro approaches are useful for the 

characterization of signaling pathways involved in the megakaryopoiesis, they do 

not reproduce the biological processes. In the last years, the ex vivo generation 

of platelets from HSC has improved the understanding of the heterogeneity 

underlying human Mk development.241 Mks cultures’ from HSC and human 

embryonic stem cells [ESCs] or human induced pluripotent stem cells [iPSCs] 

have emerged as an effective model for the study of megakaryopoiesis in patients 

with inherited thrombocytopenia or platelet dysfunction, and it is a promising 

alternative source to meet the ever‐increasing demand for platelet therapy.241–243 

• Megakaryocytes cultured from HSC and progenitors 

Human megakaryocytes [Mks] and platelets could be generated in vitro after 

isolation of CD34+ progenitor cells derived either from peripheral blood, umbilical 

cord blood, fetal liver, or bone marrow. Cells must be culture for 14 days in the 

presence of TPO or human plasma (Figure 8). Additional supplementation with 

cytokines has been proved to increase the differentiation rates in the culture. 

Indeed, as the hematopoietic microenvironment relies on stromal cells to provide 

many of the signals for HSC self-renewal and proliferation, stromal cell-based 

cultures could be of major interest.4,244,245  

Characterization of Mk from primary cells is a technology-limiting approach, 

since the number of cells obtained at the end of the culture is quite reduced and 

no longer in time.246 

• Human embryonic stem cells and induced pluripotent stem cells  

In comparation with primary Mks, ESCs and iPSCs can be immortal cells and 

could provide a limitless number of CD34+ cells after manipulation of C-MYC, and 

one of the four Yamanaka factors used to induce pluripotency in somatic cells 

(SOX2, REX1, NANOG and OCT4) (Figure 8).247,248 
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However, those Mks are quite different from the physiological ones since they 

do not exceed a ploidy of 32n, and only around a 15% of these Mks are CD41+ 

CD42b+. In fact, the main limitation is the low number of platelets shed by 

Mks.241,247  

One of the main reasons of these differences is related with the fact that ex 

vivo generation is carried out in static culture, and therefore, not mimicking blood 

flow conditions. One emerging strategy to gain insight into the fundamental role 

of the bone marrow microenvironment in the regulation of the hematopoiesis is 

through the use of three-dimensional (3D) models of human tissues via tissue 

engineering. The most recent models are made of biocompatible materials 

supporting Mk function. Once in contact with the biomaterial, Mks extend 

proplatelets into the perfused culture medium mimicking blood shear stress. 

Promising advances have been achieved in the last 20 years on platelet 

production ex vivo, suggesting that in the near future this technique to fully 

differentiate functional Mks could be commonly used for research.4,246,249–251  

 

Figure 8. Ex vivo megakaryopoiesis approaches. In the top figure, the isolation 

and expansion of CD34+ cells into Mks are represented. In the bottom, induced 

pluripotent stem cells (iPSCs) and embryonic stem cells (ESCs) generation by the 

activation of transgenes provides a source of immortalized Mks. Created with Servier 

Medical Art (https://smart.servier.com/). 

https://smart.servier.com/
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5.3 In vivo approaches 

The development of the genetic reprogramming of iPSC or Mk 

differentiation has enabled some progress, but these in vitro systems are 

imperfect and do not faithfully reproduce all the steps leading to the formation 

of platelets. The improvement of tools to study mice genetically modified has 

allowed the generation of in vivo models mimicking the pathologies and 

enabling the assessment of the impact of genetic variants on platelet 

production and function. Even is less used, zebrafish models have also been 

demonstrated to be a potentially useful animal model reproducing human platelet 

disorders.252–254 

Targeted mutagenesis and transgenesis now offer a wide range of 

genetically modified models. Knock-out [KO] are generated by the inactivation 

of the gene in the whole organism. Given the germline condition of Congenital 

Platelet Disorders, those animal models are potentially useful. Conditional 

knock-out mice allow the inactivation of a gene in a particular tissue, or at a 

specific stage of development under the control of the promoter of interest. 

Finally, knock-in [KI] mice are generated by the point mutation or 

insertions/deletions through homologous recombination at the locus of interest. 

These models faithfully reproduce the missense variants presented in humans 

and represent the best approach to mimic the pathology.255,256 To date, mice 

models have been generated for the study of MYH9-RD, Bernard Soulier 

Syndrome, Wiskott Aldrich Syndrome, Congenital amegakaryocytic 

thrombocytopenia o RUNX1-RD, among others.22,257–260 

The recent advances in the generation of iPSC now permits the production 

of mutated HSC from fibroblasts of patients.255 Xenotransplantation of these 

stem cells into immunodeficient mice may be expected to mimic or reproduce 

the human pathology. This strategy is commonly used for hematological 

malignancies, but for now the approach in Mks and platelets to study the physio 

pathological mechanisms and to evaluate new therapeutic approaches is not 

well standardized.261–264 
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5.4 Genome-editing technologies 

In the last few years, the development of genome editing technologies has 

revolutionized the field of genetic engineering, enabling genome modification in 

a fast, specific, and straightforward way.265,266 

The genome editing systems implemented so far included Zinc Finger 

Nucleases [ZFN], Transcription Activator-Like Effector Nucleases [TALEN] and 

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats [CRISPR] / Cas9. 

The ZFN and TALENs methodologies are based on the engineering of proteins 

consisting of a recognition region of the target sequence to be edited a and 

catalytic region responsible for generating double strand breaks [DSB] in the DNA 

(Figure 9). Both methodologies have some limitations, as it is necessary to 

generate a different protein for each region of the genome to be edited and, in 

addition, both systems are difficult to introduce into cells due to their large size, 

thus reducing editing efficiencies and compromising the ability to generate 

simultaneous edits of several genomic regions in the same cell.267,268 

Nevertheless, the CRISPR/Cas9 system is able to overcome these limitations, 

allowing the editing of DNA sequences in a simpler and more efficient form.269 

To induce targeted cleavages in human cells using this system, it is necessary 

to express two essential components; the Cas9 protein, and an RNA sequence, 

consisting of 20 nucleotides complementary to the target genomic region and the 

Cas9 protein-binding region,which acts as a guide. This specific sequence is 

named single-guide RNA [sgRNA]. The only requirement to edit the genomic 

region by the CRISPR/Cas9 tool is that the 20-nucleotide sequence should be 

followed by a three-nucleotide sequence, -NGG-, called PAM. These 

components are introduced into mammalian cells via plasmids, lentiviruses, or 

ribonucleoproteins. Once the system is introduced into the cell, a double-

stranded DNA cleavage mediated by Cas9 nuclease will occur in the region 

complementary to the guide, between nucleotide 17 and 18 of the complementary 

sequence upstream of the PAM.270,271 Subsequently, endogenous double-strand 

break repair mechanisms will be activated in the cell, consisting of two main 

mechanisms. In most cases, the break is corrected through the non-homologous 

end-joining [NHEJ] mechanism, based on the joining of blunt ends by 

incorporation or deletion of random nucleotides, generating insertions or 
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deletions. These alterations can result in a frameshift, leading to a stop codon 

that can truncate the target protein, thus generating a KO.272,273 On the other 

hand, the homologous recombination [HR] mechanism uses a homologous 

sequence as a template [ssODN] for targeted repair. In this way, it is possible to 

generate or correct point mutations in a genomic region of interest by integrating 

a specific repair template together with the components of the CRISPR/Cas9 

system (Figure 9).274,275  

 

Figure 9. The nuclease genome editing technologies. The three most used types 

of nucleases include ZFNs, TALENs and CRISPR systems, which can induce double-

strand breaks [DSBs] in the target region followed by the activation of DNA repair 

mechanisms. These DSB can be repair either by NHEJ or HR. NHEJ is an error prone 

repair mechanism, which generally results in heterogeneous indels (deletions and 

insertions) whereas HR is a precise repair method in which homologous donor template 

DNA, called ssODN, is being used in repair DNA damage target site. Created with 

Servier Medical Art (https://smart.servier.com/). 

https://smart.servier.com/
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Since the application of CRISPR/Cas9 for human cell editing is relatively 

recent, there are still several limitations associated with the use of this 

methodology. One of the major weaknesses is the occurrence of "off-target" 

effects, this is, mutations in non-targeted regions of the genome mediated by the 

active Cas9 nuclease. The ongoing progress and improvement of the CRISPR 

system includes the use of the Cas9 nickase (Cas9n) instead of the Cas9, which 

has allowed the reduction of the off-targets since this nuclease produces single-

strand breaks very close to each other, mimicking a double strand break.253,276 

The use of CRISPR/Cas9 for point mutation correction in patient cells also 

presents a major challenge because most cell types preferentially repair the 

double-strand break by NHEJ rather than HR, which is required for mutation 

correction. Numerous strategies are currently being investigated to improve the 

efficiency of HR by modifying the template required for repair, transiently 

inhibiting one of the components of the NHEJ mechanism to promote HR, or 

improving transfection methods.277–279  

To date, several strategies in the field of Congenital Platelet Disorders have 

emerged. Several groups have used this genome editing technique to generate 

specific mutations to study the underlying mechanisms of pathogenesis, such as 

a KO model of PTPRJ,254 which allowed to determine its role in 

megakaryopoiesis, or a KI mouse carrying the ITGA2B c.2659C > T variant to 

stablish its effect on Glanzmann's thrombasthenia.280 Moreover, a recent 

approach of CRISPR-edited Mks has been developed for rapid screening of 

platelet gene functions, emerging as a potential tool for the study of variants 

detected in patients.281 

Finally, this potential strategy is not only being used to reproduce and 

characterize the pathophysiological mechanisms of variants detected in patients, 

but it is also already being used as a promising strategy for targeting monogenic 

diseases. Recently, the correction of endogenous pathogenic microduplication 

alleles for Hermansky-Pudlak Syndrome 1 (HPS1) to wild-type sequence in 

primary patient-derived fibroblasts has been developed,282 which provides a 

promising future for the gene therapy in the field of Congenital Platelet Disorders.
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Congenital Platelet Disorders [CPDs] comprise a wide and heterogeneous 

group of rare diseases that predispose patients to thrombocytopenia and/or 

bleeding but also, in some cases, to other complications, such as hematological 

malignancies or syndromic manifestations. Diagnosis is challenging and requires 

multiple laboratory tests as well as a final molecular confirmation. The 

introduction of High Throughput Sequencing [HTS] tools into the clinical practice 

has significantly improved and streamlined patients' diagnosis. However, despite 

the substantial improvement that HTS tools have brought, two major challenges 

still persist.  

Firstly,  the interpretation of the variants found by HTS and their classification 

according to ACMG / AMP. Thus, data sharing is extremely encouraged. For that 

reason, the ISTH SSC-GinTH developed the GoldVariant project to identify most 

of the variants reported in platelet disorders for a rapid and easy submission to 

ClinVar. Therefore, these variants will be re-classified and adequately curated by 

small working groups of experts. In that context, ClinGen Variant Curation Expert 

Panels have developed specific adapted ACMG / AMP rules for ITGA2B / ITGB3 

and RUNX1 genes. Nonetheless, for the curation of the variants, especially for 

novel or uncertain significance, it is encouraging the development of functional 

models to formally demonstrate its role in the pathogenesis and the mechanism 

underlying the disease. 

The previously described missense variant c.167T>C; p.Leu56Ser in the 

transcriptional factor RUNX1 has thrown up great controversy about whether it is 

a leukemia-predisposing allele or a benign polymorphism. This variant has been 

found in some patients with clinical and laboratory suspicion of Familial Platelet 

Disorder with predisposition to Acute Myelogenous Leukemia [FPD/AML]. 

Furthermore, this variant has been reported to be associated with impaired 

transcriptional activation of several targeted genes. However, it is also a relatively 

frequent variant in the general population, which leads to its classification as 

benign by the ClinGen. Hence, the final confirmation of the biological and 

functional role of RUNX1 p.Leu56Ser in FPD/AML requires the generation of an 

experimental model reproducing the human alteration, to unveil the potential 

mechanisms of pathogenesis. 
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The second challenge to be faced is the fact that, regardless of the success 

in the diagnosis and phenotypic characterization by an integrative approach using 

targeted sequencing panels and functional studies, there are still patients and 

families without a final diagnosis. Considering the unknown prevalence and the 

underdiagnosis of the CPDs, in addition to the fact that several physiological 

processes of the megakaryopoiesis and platelet function are not well understood, 

it is highly possible that a substantial number of disorders are caused by variants 

in genes that have not been described or characterized so far. 

Over the last few years, novel genes related to CPDs have been described 

using WES and WGS. In fact, the first description in the world of 

thrombocytopenia associated with genetic variants in TPM4 was made by using 

these technologies. TPM4 encodes the tropomyosin-4, a protein involved in the 

actin cytoskeleton, which alteration cause macrothrombocytopenia. 

Nevertheless, deepen characterization of the phenotype associated to TPM4 

variants is required, as well as further investigations to assess the role of this 

crucial protein in the megakaryocyte and platelet remodeling. 

Similarly, the first evidence of molecular alterations in GALE triggering 

hematological disorders has been described by using WGS. The UDP-

Galactose-4-Epimerase protein is involved in both galactose metabolism and 

protein glycosylation. Despite several patients carrying GALE missense variants 

have been described displaying thrombocytopenia, the mechanisms of 

pathogenicity remain unveiled. Therefore,  an in-depth study of the role of this 

enzyme in the megakaryopoiesis and thrombopoiesis processes, and the 

correlation with the glycosylation reactions triggered during both processes 

(which are essential for the correct formation and function of the platelets) will 

shed light on the molecular mechanisms underlying this phenotype. 

Therefore, the integration of genomic analysis by different High Throughput 

Sequencing methodologies, together with the in vitro, ex vivo or in vivo functional 

approaches, will be useful to characterize and curate variants of uncertain 

significance in the transcriptional factor RUNX1, and to assess its role in platelet 

disorders and leukemia progression, as well as to provide novel insights into the 

biological and physio-pathological processes triggered by variants in two novel 

genes involved in Congenital Platelet Disorders: TPM4 and GALE.
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General aims 

To characterize the clinical and platelet phenotype associated with the 

molecular alterations found by high throughput sequencing tools in genes 

involved in Congenital Platelet Disorders, and to demonstrate the pathogenicity-

related mechanism using in vitro and ex vivo megakaryocyte cultures, and in vivo 

disease models generated by the CRISPR/Cas9 technology. 

 

Specific aims 

• Functional characterization of RUNX1 p.Leu56Ser variant, previously found 

by a custom gene panel, using an in vivo approach.  

o To generate a knock-in murine model carrying the RUNX1 p.Leu43Ser 

variant (mimicking the human germline variant p.Leu56Ser) by 

CRISPR/Cas9, to settle down its implication in the platelet disorder. 

o To gain knowledge into the signaling pathways and biological 

determinants underlying the leukemia progression associated with 

RUNX1 variants.  
 

• Application of whole-exome sequencing for the identification of novel genes 

involved in Congenital Platelet Disorders, and assessment of the 

physiopathological mechanisms driving the disease through in vivo and ex 

vivo functional models. 

o To explore the clinical and laboratory phenotype of the third family 

worldwide with thrombocytopenia associated with TPM4 variants, and to 

deeply-characterized its role in the platelet cytoskeleton remodeling. 

o To assess the clinical and platelet phenotype of three patients from two 

unrelated families with syndromic macrothrombocytopenia associated to 

compound heterozygous variants in GALE. 

o To investigate the functional effect of the genetic variants identified in 

GALE during megakaryopoiesis and thrombopoiesis, and its role in 

megakaryocyte and platelet glycosylation using an in vitro 

overexpression model and ex vivo culture of patients’ megakaryocytes.  
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This section includes the experimental work performed on this thesis, 

including Material and Methods, Results and Discussion. This section has been 

divided into four chapters: 
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All of them have been developed to accomplish the general aim of this work 

and give the title to this doctoral disertation: “Characterization of novel genes 

and variants involved in Congenital Platelet Disorders: from the genomic 

data to the functional studies.” 

 

The supplementary material corresponding to each sections indicated above 

is included at the end of each chapter. 

 

In addition, a General Discussion, with additional data and which comprises 

all research, is addressed in a separate section of this thesis.  
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Supplemental Tables 

 

Oligos Sequence 

Runx1ex1F ATAATTCTTTCCCCCACCCCC 

Runx1ex1R CATTCAGAGCAAGGCACAGCC 

Runx1ex2F ACCCTCCGGTAGTAATAAAGGC 

Runx1ex2R GGATACCTCTGAGGCTGACCC 

Runx1ex3F CCACACCTGTCTCTGCATCG 

Runx1ex3R ATTCACGCATCACACACTGTGC 

Runx1ex4F ATGCACTATGCCCCACCTGG 

Runx1ex4R TCTTAACTCATCTGAGTTGGCC 

Runx1ex5F AAAAGTCCCCTCCACAACACG 

Runx1ex5R TCCTGTGGAGTTTGATACCTG 

Runx1ex6F CAGAGTCATCAAATACTTGGGC 

Runx1ex6R TCCCAAAGGGATGGACTAAGG 

Runx1ex7F ACTCTGGCAGTCTAGGAAGC 

Runx1ex7R GATTCTTCCTGGTGGCCTCC 

 

Table S1. Oligonucleotides used for amplicon-based DNA seq. F: forward; R: reverse. 
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Table S2. Top 50 dysregulated genes. 
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Congenital Platelet Disorders [CPDs] are a wide group of rare disorders 

commonly associated with thrombocytopenia and/or bleeding symptoms, but also 

predisposing to severe complications, such as hematological malignancies or 

multisystemic manifestations. Patients with CPDs represent a diagnostic 

challenge due to the high heterogeneity of the disorders, with multiple genes 

involved in the development of the disease that can give rise to diverse, but 

overlapping, clinical and laboratory phenotypes.79,85,89 However, we are currently 

undergoing a revolution in the genetic and molecular diagnosis due to the 

development of the high-throughput sequencing [HTS] methods. This technology 

provides in a rapid and economical manner a large amount of genetic information, 

facilitating the identification of genetic variants underlying diseases with 

molecular basis, and it is potentially replacing conventional sequencing 

tools.158,194,204,207 

In this context, our group in Salamanca has been pioneer in the use of HTS, 

to study patients with CPDs involved in the project “Functional and Molecular 

characterization of patients with Inherited Platelet Disorders”, on behalf of Grupo 

Español de Alteraciones Plaquetarias Congénitas (GEAPC) 

(https://www.seth.es/index.php/investigacion.html) by using a designed and 

validated panel of 72 genes,158 and later, an update version of 85 genes.283 This 

approach has provided a direct benefit in the diagnostic efficacy, which has 

increased from the 38% obtained with conventional diagnostic techniques to the 

70% derived from the use of HTS tools targeting known genes.158,194,204,207 

Because of that, this approach has been incorporated into the routine clinical 

practice.97,158 

However, the broad use of HTS in research and clinical laboratories has led 

to an increasing detection of germline variants of unknown significance in genes 

involved in hematopoiesis and lineage differentiation that contribute to myeloid 

neoplasms.163,164 Although recommendations from the ACMG / AMP have been 

established to classify the variants,162 there is an interlaboratory variability or 

alternative interpretations for many genetic variants, especially for novel variants. 

Thus, they are classified as uncertain significance or discordantly classified 

among different laboratories.208 

https://www.seth.es/index.php/investigacion.html
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The curation of gene variants associated with diseases is relevant and is 

currently underway by the Clinical Genome Resource (ClinGen) with the Variant 

Curation Expert Panels. The approach supports the classification of a genomic 

variant on a spectrum from pathogenic to benign with respect to a particular 

disease and inheritance pattern.81,83 To date, specifically adapted ACMG / AMP 

rules have been reported only for RUNX1,164,165 and ITGA2B / ITGB3 in 

autosomal recessive Glanzmann Thrombasthenia.166 Regarding this approach, 

the pathogenicity of several RUNX1 variants described in patients was 

reclassified: among the 80 variants of uncertain significance [VUS] previously 

described, 30 are now reclassified as benign or pathogenic variants.164,165 This 

improvement in the classification of the variants is essential since it can provide 

targets for early detection of the myeloid neoplasm or for future therapies.164,284 

However, controversies surrounding germline RUNX1 missense variants, 

especially outside of the runt homology domain (RHD), still persist.285 Of these 

variants, the previously described missense variant c.167T>C [p. Leu56Ser], 

located in the N-terminal region of RUNX1,286 has controversies whether it is a 

leukemia-predisposing allele or a benign polymorphism.287 This variant has been 

found in some patients with clinical and laboratory suspicion of FPD/AML, as 

reported by several groups.286,288,289 But it is also a relatively frequent variant in 

the general population (MAF: 0.0127 in GnomAD), which focus its classification 

as benign.164,165,290 Discrepant pathogenicity classification can be also found in 

several databases (COSMIC: Pathogenic; dbSNP: Likely Benign; ClinVar: 

Benign), and according to its in-silico prediction (MutationTaster: Causing 

disease; PROVEAN: Neutral; SIFT: Tolerated).  

Recently, Decker et al. published the functional characterization of nine 

previously reported VUS RUNX1 variants, using 6 known pathogenic variants 

and wild-type RUNX1 as controls. Thus, p.Leu56Ser was described to have 

normal dimerization with CBFβ and RUNX1 phosphorylation, but reduced 

transcriptional activation of genes such as rETV1 and rCSF1R.291 Furthermore, 

Koh et. al described the inability of RUNX1 p.Leu56Ser to bind MLL, suggesting 

a novel model of leukemogenesis related with the variant.288 
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To settle definitively the controversy about the pathogenicity of the RUNX1 

p.Leu56Ser variant, but also for elucidating the mechanisms of molecular 

pathogenesis, we develop by the CRISPR/Cas9 genome editing tool a knock-in 

murine model carrying p.Leu43Ser, mimicking the human alteration 253 (Results 

Section – Chapter 1: Figure 1). 

In general, platelet counts in FPD/AML patients are most often mild to 

moderately low (70-145 × 109/L), but they can be lower or within the low-normal 

range in patients.292,293 In this context, we observed that RUNX1L43S/L43S mice had 

a slightly, but significantly, lower platelet counts than RUNX1WT/L43S and 

RUNX1WT/WT mice. No thrombocytopenia was found in RUNX1WT/L43S. 

Nevertheless, both RUNX1L43S/L43S and RUNX1WT/L43S mice had longer bleeding 

times than RUNX1WT/WT, pointing out that RUNX1 p.Leu43Ser variant has an 

effect on hemostasis (Results Section – Chapter 1: Figure 2). Platelet 

functional studies showed a reduction in fibrinogen binding and platelet 

aggregation in RUNX1L43S/L43S and RUNX1WT/L43S compared with RUNX1WT/WT 

after thrombin, PMA, and ADP treatment, without differences after CRP 

stimulation. A similar platelet hyporesponsiveness of RUNX1L43S/L43S and 

RUNX1WT/L43S mice was observed when evaluating α-granules, without changes 

in δ-granules secretion (Results Section – Chapter 1: Figures 3 and 4). These 

findings are rather different from the observed in many FPD/AML patients, where 

both granules secretion dysfunction has been previously reported, as well as 

abnormal integrin αIIbβ3 activation.294–296 However, it highlights the 

heterogeneity of platelet dysfunction in RUNX1 variant carriers.  

Moreover, we observed a correlation between genotype and phenotype, since 

RUNX1L43S/L43S mice displayed a remarkable decreased function than 

RUNX1WT/L43S genotype, in accordance with previously results demonstrating the 

importance of the allele burden and RUNX1 levels in the disease presentation.297 

The phenotypic heterogeneity in families with RUNX1 germline variants 

implies that additional genomic or epigenetic alterations may be important 

modifiers to both penetrance and phenotype regarding the development of a 

hematological malignancy.298 RUNX1 could act as a late trigger event for 

inherited preleukemic states, forcing the acquisition of different cooperating 



General Discussion 

 
154 

molecular alterations.299,300 Carriers can exhibit evidences of premalignant bone 

marrow abnormalities, most commonly dysmegakaryopoiesis;40,301 or, in some 

cases, they have aberrant expression of cell surface markers, such as CD123, 

which is a well-characterized marker of leukemic stem cells.302  

To uncover the role of the variant p.Leu56Ser in the leukemic progression and 

the second hit promoting the disorder, we followed the mature and immature 

hematopoietic populations in our mice model thought life. We detected the 

presence of an aberrant myeloid Mac1+ Sca1+ ckit- population, previously 

described as leukemic cells,303 in peripheral blood from two homozygous mice: 

15.3% in Hom#1 at 15 months, and 7.3% in Hom#2 at 20 months, while only one 

heterozygous mouse (Het#1) displayed 2.4% aberrant cells at 21 months of age. 

In fact, Mac1+ Sca1+ ckit- cells were present in both bone marrow and spleen in 

all three affected mice, while no Mac1+ Sca1+ ckit-  cells were detected in any 

RUNX1WT/WT mice (Results Section – Chapter 2: Figures 1 and 2). 

The most frequent second event is the somatic RUNX1 alteration rather to 

other different chromatin remodelers and transcriptional regulators, such as 

GATA2, BCOR, PHF6, and WT1.117,293,304 Somatic variants in RUNX1 has not 

been observed in carriers prior to the development of malignancy, whereas 

premalignant somatic variants have been reported in TET2, DNMT3A, KRAS, 

and SRSF2.117,293 Alterations in these genes indicate the potential of the evolution 

of somatic gene–mutated preleukemic to leukemic states. Mechanistically, 

acquisition of secondary pathogenic somatic alterations may be the result of 

increased mutagenic processes in germline RUNX1 carriers characterized as 

early-onset clonal hematopoiesis, and potentially a result of dysregulated DNA 

repair pathways associated with RUNX1 alterations.298,299,305 

Our DNA-seq analyses in the three affected mice showed no additional 

somatic variants in Runx1. However, RNA-seq studies showed 698 genes 

significantly downregulated in the 3 Mac1+ Sca1+ ckit- mice vs. 6 healthy 

RUNX1WT/WT, RUNX1WT/L43S and RUNX1L43S/L43S mice, highlighting the 

overexpression of Rapgef1 (also known as C3G),which is a guanine nucleotide 

exchange factor that activates Rap1 GTPases with a relevant function in platelet 

hemostasis,306–308 and whose alteration has been previously linked to chronic 
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myeloid leukemia and solid tumors.308–310 (Results Section – Chapter 2: Figure 

3). In fact, we found in our affected mice that the more aggressive phenotype of 

the disease is associated with an increased expression of Rapgef1, since Hom#1 

and Hom#2 mice presented a higher overexpression of the gene than Het#1 

mice, which presented similar levels than unaffected mice. 

We previously described in the murine model the dysfunction of the PKC-α/β 

signaling pathway, with unaffected transcriptional levels, as the mechanism 

involved in the platelet disorder (Results Section – Chapter 1: Figure 5). 

Interestingly, our RNA-seq revealed the overexpression of Rapgef1 in leukemic 

mice, which function has been described to be regulated by PKC.306,307 (Results 

Section – Chapter 2: Figure 4).  

These results suggest that the murine variant p.Leu43Ser associates with 

increased bleeding due to moderate platelet dysfunction caused by reduced 

integrin αIIbβ3 activation, α-granule secretion, impaired spreading with normal 

adhesion, and decreased clot retraction, being more significant in the 

homozygous state. (Results Section – Chapter 1). Indeed, the variant in 

heterozygosis is associated with a weak predisposition and late appearance of 

aberrant cells (4%, at 21 months), correlating with the benign phenotype 

associated with RUNX1 p.Leu56Ser variant in the clinical setting,287 but a more 

aggressive phenotype in homozygous mice (8% of affected mice, 15-20 months), 

associated with higher overexpression of Rapgef1, and remarkably bone marrow 

and spleen affectation (Results Section – Chapter 2). These data suggest a 

novel mechanism of platelet dysfunction and hematological neoplasm 

progression. However, these results should be expanded and confirmed by 

studying patients and more germline variants in the RUNX1 gene, since murine 

models do not exactly reproduce the human disorder.252 

Despite the significant improvement in the diagnosis of Congenital Platelet 

Disorders based on gene panel sequencing and the functional characterization 

of variants of unknown significance to establish the genotype-phenotype causal 

linkage, as we prove in the Results Section – Chapter 1 and Chapter 2, many 

patients still do not achieve a definitive diagnosis (30% in our specific 

cohort).158,283 The main problem with target-gene panel sequencing is the limited 
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number of genes and regions of interest that can be analyzed, as it requires a 

prior design that comprises prespecified candidates.97,201,208 In addition, several 

processes of the megakaryopoiesis and platelet function are not well 

characterized, will could explain that a substantial number of disorders are 

caused by genes not described or well-characterized so far.97,161 Since 2010, 

both WES and WGS approaches have allowed the identification of up to 15 new 

genes involved in ITs.9,25 Among these genes, we found GNE, which was 

associated with IT for the first time in 2014,52 and it was established as a new 

platelet disorder in 2018, with the publication and characterization of two 

unrelated pedigrees.137,138 To date, it is the only Tier1 gene associated with 

alterations in glycosylation.81,82 Similarly, DIAPH1 was described for the first time 

in 2016 by WES in two unrelated pedigrees with IT.197 Nowadays, more than five 

pedigrees have been described, and it is included also as a Tier1 gene for platelet 

disorders.311–313 In contrast, other genes such as PTPRJ or PRKACG require 

further functional studies and the demonstration of the link between genotype-

phenotype in more pedigrees to consolidate the platelet disorder, therefore, both 

are classified as Tier2 genes.254,314 

TPM4, which codifies for the tropomyosin 4, was described for the first time in 

2017 by WES in five members of two unrelated families carrying the p.Arg69* 

variant. Those patients displayed mild bleeding tendency and an almost 

unaffected platelet phenotype.108 Until 2021, TPM4 was considered a rare gene 

involved in ITs and it was classified as a Tier2 for platelet disorders by the 

ISTH.81,82 Acknowledging the identification and the clinical, laboratory, and 

molecular characterization of a Spanish pedigree with TPM4-related 

thrombocytopenia [RT] (Results Section – Chapter 3), prompted the ISTH SSC-

GinTH include TPM4 in the Tier1 genes.315 In fact, the incorporation of these gene 

into the routine clinical practice allowed the identification of other variants in 

different pedigrees worldwide.316 

We identified by WES a novel nonsense variant (c.322C>T; p.Gln108*) in the 

coiled coil domain of TPM4 in all affected family members, which phenotype was 

characterized by mild macrothrombocytopenia and bleeding tendency (Results 

Section – Chapter 3: Figure 1).109 Carriers of the variant displayed normal 

platelet aggregation with several agonist, including low doses of TRAP-6 and 
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collagen, but a mild impairment and delay in the platelet aggregation response to 

low dose of ADP and epinephrine, with unaffected levels of major glycoproteins, 

and normal fibrinogen-binding and α and δ-granule secretion (Results Section 

– Chapter 3: Figure 2), similar to the platelet phenotype previously observed in 

carriers of the TPM4 p.Arg69* variant.108 In contrast, carriers of the missense 

variants p.Arg182Cys and p.Ala183Val have been recently described to have 

relevant bleeding, significantly impaired platelet secretion and aggregation, and 

normal or slightly reduced platelet count and TPM4 levels.316 The reasons for 

such differences in bleeding and platelet phenotype in these TPM4-RT patients 

are still unknown, and require further investigations. We may speculate that 

heterozygous TPM4 nonsense variants, such as p.Arg69* and p.Gln108*, mainly 

cause haploinsufficiency, which is suggested by a reduction in tropomyosin-4 

levels, while missense variants could present a genetic negative dominant effect 

exacerbating TPM4 dysfunction and leading to major platelet disorder. Indeed, 

proplatelet formation is TPM4 dose-dependent, which could justify that both 

nonsense variants (p.Arg69* and p.Gln108*) are associated with 

thrombocytopenia, while the missense variants are not.108,109,316 These results 

suggest that it is important not only the identification of TPM4 as the molecular 

alteration causing the disorder, but it is also important to detect the type of variant 

since it may have a link with the phenotype.  

Moreover, our study expanded the functional role of TPM4 in platelet 

cytoskeleton remodeling. We first observed a significant reduction in the 

formation of filipodia and lamellipodia, as well as severe reduction of full-

spreading structures in the propositus vs control platelets, leading to an impaired 

spreading function, In addition, we show for the first time that TPM4 in control 

platelets is homogeneously distributed throughout the cytoplasm along with actin 

filaments, while Gln108* mutant TPM4 is accumulated mainly in the center of the 

patient platelets, and the protein is reduced in filopodia/lamellipodia in spread 

platelets (Results Section – Chapter 3: Figure 3). Thus, this genetic alteration 

leads to a mild reduction in the localization of TPM4 with other proteins of the 

cytoskeleton. The moderate reduction of TPM4 in the spreading structures could 

account for the defect in cytoskeleton remodeling, giving novel insights in the 

physiological mechanism underlying the disorder.  
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Our findings support the key role of TPM4 in platelets and expand the 

phenotype and genotype spectrum of TPM4-RT, reinforcing the importance of the 

functional approaches to validate the variants found by sequencing tools. In a 

similar way, we described the clinical and laboratory features of three new adult 

patients with syndromic macrothrombocytopenia due to compound 

heterozygosity of four variants affecting GALE, found by WES, and 

demonstrating the correlation between GALE molecular alterations and impaired 

platelet and megakaryocyte glycosylation and thrombopoiesis (Results Section 

– Chapter 4). 

The first evidence linking GALE defects and hematological alterations was in 

2019, when Seo et al. reported six patients from one pedigree affected by severe 

thrombocytopenia, febrile neutropenia, and mild anemia, who were homozygous 

for the GALE p.Arg51Trp variant.142 In 2020, Febres-Aldana et al. described a 

child with bone marrow dysfunction and complex congenital heart disease 

associated with compound heterozygosity in GALE (p.Arg51Trp and 

p.Gly237Asp).143 Lastly, in 2021, Markovitz et al. have reported a patient with 

pancytopenia and immune dysregulation due to a previously reported 

homozygous GALE variant (p.Thr150Met).144 Although three pedigrees carrying 

GALE variants associated with hematological abnormalities and different 

phenotypes have been reported, there is no evidence about the mechanism 

driving the disease in patients carrying GALE variants.   

We have studied GALE variants from a functional perspective, to characterize 

the molecular mechanisms underlying the disease. First, we proved that the 

glycosylation pattern is impaired in patients’ platelets carrying the identified GALE 

variants, uncovering the absence of mature-glycosylated β1 integrin, and a 

severe reduction of the GPIb-IX-V complex. Normal levels of β3 integrin were 

found, suggesting a substantial preservation of this protein in the platelet surface. 

Also, patients’ platelets were hypoglycosylated and more apoptotic (Results 

Section – Chapter 4: Figures 2 and 3). Then, we developed an in vitro model 

based on the overexpression of GALE variants in human K652 cells, which were 

differentiated to a megakaryocyte-like phenotype. Furthermore, we conducted 

additional experiments by using in vitro differentiated Mks from the patient’s 

peripheral blood. This functional characterization allowed us to demonstrate, for 
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the first time, that the missense GALE variants do not alter Mk maturation, but 

disrupt thrombopoiesis, affecting the proplatelet formation process (Results 

Section – Chapter 4: Figure 5).  We noticed in the patient Mks normal levels of 

the total GPIbα and β1 integrin, but a significant decrease in their surface 

exposure, suggesting an impaired externalization of the integrins to the plasma 

membrane compared to healthy controls. Indeed, total and surface levels of β3 

integrin were comparable to healthy controls. Finally, immunoblot analyses of 

total Mk lysates revealed bands of lower molecular weight for β1 integrin and the 

GPIbα, suggesting their hypoglycosylation (Results Section – Chapter 4: 

Figure 7). Therefore, GALE dysfunction is associated with impaired glycosylation 

and externalization of the GPIbα and β1 integrin, being retained in the 

endoplasmic reticulum of the Mks, where GALE has its major role during late-

megakaryopoiesis (Results Section – Chapter 4: Figure 4). Abrogation of both 

proteins, together with the delocalization of vWF, in the membrane of Mks, justify 

the impaired proplatelet formation, and the production of platelets with impaired 

morphology, function, and viability.  

Our study not only expand the knowledge of the GALE-related disorder 

unraveling the essential role of GALE in glycosylation, platelet formation, 

function, and clearance, but also provides novel clues to understand the 

biological mechanisms underlying the biology and pathophysiology of the β1 

integrin and the GPIb-IX-V complex, which are key proteins in platelet production 

and function. Besides, we consider that our investigations demonstrate the 

causality between genotype-phenotype, and therefore, GALE should be included 

in sequencing panels for the routine screening of Congenital Platelet Disorders. 

In summary, the present research highlights the usefulness of high throughput 

sequencing techniques to identify the molecular basis of an ultra-rare and 

heterogeneous group of disorders, in combination with functional approaches to 

understand the biological mechanisms underlying the physiopathology. The 

combination of both approaches is proposed as an optimal strategy for the correct 

diagnosis of Congenital Platelet Disorders, not only for targeted gene panel 

sequencing to validate novel or unknown significant variants, or highly 

controversial alterations, but also for the study of novel genes with unknown 

function and significance detected by WES / WGS. Indeed, the improvement in 
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the interpretation of new genes and variants using automated techniques in the 

last few years, based on comprehensive databases integrating phenotype-

genotype of wide populations, in combination with consortiums of experts in the 

field, will facilitate the correct diagnosis of patients, providing not only an 

appropriate healthcare but also a personalized therapy. Finally, the application of 

the CRISPR/Cas9 technology not only allows us to generate experimental 

models reproducing the selected genetic variants found in patients, but also 

establishes the technical basis for their possible use as a therapeutic tool in the 

future.317 
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1. The integrative implementation of high-throughput sequencing techniques 

and functional approaches to characterize variants in ultra-rare or clinically 

relevant genes are of great usefulness and importance in Congenital Platelet 

Disorders. 

 

2. The knock-in murine model carrying RUNX1 p.Leu43Ser variant (mimicking 

the human RUNX1 p.Leu56Ser) allowed to assess its deleterious effect on 

hemostasis, based on the hypoactivation of the integrin αIIbβ3, and a 

functional alteration in the PKC-mediated signaling pathway. This is reflected 

in an aggregation, α-granule secretion, and platelet-spreading defect, 

justifying the prolonged bleeding times. The phenotype was remarkable in 

homozygosis, reinforcing the importance of the RUNX1 levels in the disease 

phenotype. 

 

3. RUNX1 p.Leu43Ser in homozygosis is related with the presence of an 

aberrant Mac1+ Sca1+ ckit- population, morphological alterations of bone 

marrow and spleen, and a noteworthy overexpression of Rapgef1, which is 

proposed as a potential novel second event in the disease progression that 

requires further studies. 

 

 

4. The novel nonsense variant in TPM4 p.Gln108* caused mild bleeding, mild 

macrothrombocytopenia, and slightly reduction of the platelet aggregation 

response to weak agonists, expanding and consolidating the clinical 

phenotype of TPM4-related thrombocytopenia. The defect on platelet 

cytoskeleton remodeling led to the delocalization of the tropomyosin-4 in the 

spreading structures, which could justify the severely impaired spreading 

function. 

 
 

5. Four variants in GALE were found in in three patients from two unrelated 

pedigrees with lifelong severe macrothrombocytopenia, moderate bleeding 

tendency, mental retardation, mitral valve prolapse, and increased bilirubin 

levels. These GALE variants severely reduced the levels and the enzymatic 

activity of the UDP-galactose-4-epimerase in platelets and megakaryocytes. 
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6. GALE variants triggered a reduction of GPIbα and β1 integrin glycosylation 

and externalization to the megakaryocyte surface, being retained in the 

endoplasmic reticulum, where the UDP-galactose-4-epimerase has its major 

role during late-megakaryopoiesis. This is reflected in an impaired platelet 

formation, and the production of platelets with impaired morphology, function, 

and viability. These new data highlight the key role of GALE in platelet 

glycosylation, production, function, and clearance. 
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1. FORMACIÓN Y FUNCIÓN DE LAS PLAQUETAS 

1.1 Megacariopoyesis y trombopoyesis 

La megacariopoyesis es un proceso en el que las células madre humanas 

[HSCs] se diferencian y proliferan, dando lugar a megacariocitos [Mk] maduros.1 

Según el modelo clásico de hematopoyesis, la maduración secuencial de las 

HSCs a progenitores multipotentes dará lugar a los Mks o megacarioblastos 

inmaduros, que experimentarán el proceso de endomitosis para aumentar su 

tamaño y su contenido de ADN, durante el proceso denominado poliploidización, 

además de aumentar su reserva de gránulos y proteínas del citoesqueleto para 

desarrollar el sistema de demarcación de membrana.2,3 A continuación, los Mks 

maduros comienzan a perder su citoplasma, un proceso complejo que requiere 

la formación de estructuras alargadas denominadas proplaquetas, que 

conducirán a la formación de plaquetas y a su liberación al torrente sanguíneo. 

Este proceso terminal se conoce como trombopoyesis (Figura 1A).4  

Los procesos de diferenciación de las HSCs, la maduración de los Mks y la 

formación de las proplaquetas están regulados a múltiples niveles por muchas 

citoquinas y factores ambientales diferentes.5 La trombopoyetina [TPO] es el 

principal regulador de la megacariopoyesis y la trombopoyesis y, en combinación 

con otras citocinas, como la IL-3 o la IL-11, regula todas las etapas del desarrollo 

de los Mk (Figura 1A).6,7 

Las glicoproteínas de superficie [GP] aparecen en diferentes etapas de la 

megacariopoyesis, y se utilizan frecuentemente como marcadores específicos 

de linaje, como la GPIIb/IIIa (marcadores CD41-CD61) o GPIb-IX-V (CD42a-d).8 

El CD34 se expresa sólo en las HSC y en los progenitores multipotenciales, 

siendo prácticamente negativo en las Mks inmaduras. Los marcadores CD41-

CD61 se expresan desde la megacariopoyesis temprana, así como el CD29 (el 

marcador de integrina β1) mientras que el CD42a-d o el GPVI aparecen durante 

la megacariopoyesis tardía (Figura 1A).9,10  

Sin embargo, estudios recientes han redefinido esta jerarquía, 

tradicionalmente establecida por los marcadores de superficie, destacando rutas 

alternativas por las que las HSCs se diferencian a Mks (Figura 1B).1,5 En primer 

lugar, el progenitor multipotencial se ha caracterizado en detalle para incluir 
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varios subpoblaciones de progenitores de linaje. También se ha definido que las 

HSCs tardías son capaces de diferenciarse unilateralmente en Mks. Por último, 

la existencia de un progenitor común capaz de producir eritroblastos y 

megacarioblastos es controvertida, y las nuevas tecnologías han demostrado 

que este progenitor multipotencial es transitorio y difícil de detectar en la 

hematopoyesis humana.11–14 

 
Figura 1. Diferenciación y maduración de los megacariocitos. A. Modelo 

canónico de la megacariopoyesis. Expresión de los marcadores de superficie más 

relevantes y factores de crecimiento y citoquinas implicados en cada etapa. B. Nuevos 

modelos propuestos para la megacariopoyesis, que señalan rutas alternativas por las 

que las HSCs se diferencian en Mks.1,15 Creado con Servier Medical Art 

(https://smart.servier.com/). 

https://smart.servier.com/
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El correcto desarrollo de la hematopoyesis y de la diferenciación y 

maduración de los Mks están bajo el control de factores transcripcionales 

esenciales, que se unen a los promotores actuando como represores o 

activadores dependiendo de su asociación con otros factores transcripcionales. 

GATA1 controla la expresión de GPIIb, mientras que FLI1 regula a GPIbα y 

GPIX.1,16–18 Además, RUNX1 regula la hematopoyesis humana embrionaria y 

definitiva a través de la dimerización de CBFβ,19 y desempeña un papel esencial 

en la maduración y diferenciación de los linajes mieloide, linfoide y 

megacariocítico.20,21 De hecho, la pérdida bialélica de función de RUNX1 

provoca la letalidad embrionaria debido al fallo en la hematopoyesis.22 
 

Las proteínas del citoesqueleto tienen un papel crucial en la 

megacariopoyesis tardía y en la formación de las proplaquetas.23,24 Durante las 

etapas iniciales de la formación de las proplaquetas, las Mks remodelan su 

citoplasma en pseudópodos mediante un proceso basado en los microtúbulos, 

especialmente la tubulina β1 (codificada por el gen TUBB1),25,26 y el 

citoesqueleto de actomiosina.27,28 El citoesqueleto de actina es fundamental para 

la formación de sistema de demarcación de membrana, ya que proporciona 

fuerzas mecánicas que impulsan las invaginaciones en la membrana plasmática, 

dando lugar a la formación de las proplaquetas,29 mientras que el citoesqueleto 

de tubulina guía la iniciación y elongación de dichas proplaquetas.30 

El citoesqueleto de actomiosina está formado por la unión de múltiples 

proteínas que actúan frente a diferentes respuestas celulares.31 La asociación 

de la β-actina filamentosa con el sistema de demarcación de membrana es 

crucial para la formación de las proplaquetas.24,29 La polimerización de la actina 

es impulsada por la proteína relacionada con la actina 2/3 (Arp2/3). El complejo 

Arp2/3 muestra una baja actividad intrínseca de nucleación de actina y necesita 

ser activado por proteínas como la proteína Wiskott-Aldrich Syndrome (WASP) 

(Figura 2).32 

Múltiples proteínas de unión a actina son reguladores críticos de la función 

de los Mks y, en su mayoría, están implicados en la compleja generación de las 

proplaquetas.33 La α-actinina es un miembro de la superfamilia de proteínas de 

enlace de actina que contribuye a este proceso mediante la unión de los 

filamentos de actina en haces.34 La tropomiosina-4, codificada por TPM4, es una 
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proteína de dimerización en espiral que se encuentra en el surco de actina de 

extremo a extremo, y proporciona estabilidad estructural a los filamentos de 

actina y regula el acceso de otras proteínas que se unen a ésta.35 Las 

tropomiosinas están implicadas en la regulación de la morfología celular, la 

adhesión, la migración, el tráfico de gránulos, la división celular y la apoptosis.27 

Por otro lado, la filamina-A es una proteína multidominio del citoesqueleto que 

estabiliza las membranas sometidas a tensión de cizallamiento y promueve la 

adhesión celular mediante la unión de glicoproteínas de membrana, 

principalmente el receptor GPIb-V-IX, al citoesqueleto de actina (Figura 2).36 

La migración de los Mks depende de la interacción de la miosina II no 

muscular con el citoesqueleto de actina. En los Mk se expresan dos tipos: la 

cadena pesada de miosina no muscular II-A (NMHC-IIA, MYH9) y la cadena 

pesada de miosina no muscular II-B (NMHC-IIB, MYH10).37 La NMHC-IIA es 

necesaria para mantener la forma de la célula y organizar el citoplasma celular, 

uniéndose a la actina filamentosa para ayudar al recambio de actina durante la 

formación de las proplaquetas (Figura 2).24,38 Por otro lado, la NMHC-IIB se 

expresa en megacariocitos inmaduros, donde se acumula en el anillo contráctil 

durante la endomitosis. La expresión de NMHC-IIB está regulada por RUNX1 a 

través del silenciamiento del gen MHY10 durante la poliploidización de los Mks. 

Este proceso es esencial para pasar de la mitosis a la endomitosis para aumentar 

el nivel de ploidía durante la diferenciación de los megacariocitos.39,40 De hecho, 

RUNX1 también se ha descrito como un regulador directo de MYL9, que codifica 

para la cadena ligera de miosina, y desempeña un papel crucial regulando la 

actividad de la NMHC-IIA mediante la fosforilación reversible de aminoácidos 

específicos.41 
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Figura 2. Proteínas implicadas en el citoesqueleto de actomiosina de los 

megacariocitos. La β-actina filamentosa se organiza en una red ramificada. El complejo 

ARP2/3, controlado por la WASP, entre otras proteínas, inicia la ramificación de los 

filamentos de actina. Los filamentos de tropomiosina-4, α1-actinina 4 y miosina II se 

unen a lo largo de la F-actina, controlando la tensión generada por la red de actomiosina 

y la organización estructural. La filamina-A une las glicoproteínas de membrana al 

citoesqueleto de actina. Creado con Servier Medical Art (https://smart.servier.com/). 

 

1.2 Glicosilación y aclaramiento plaquetario 

La glicosilación y la sialilación de las proteínas son modificaciones 

postraduccionales comunes y complejas, con un papel crítico en diferentes 

procesos biológicos como el aclaramiento de las proteínas.42 La conjugación de 

carbohidratos en las moléculas y receptores específicos es crítica para la 

hematopoyesis normal, ya que favorece la proliferación y el aclaramiento de los 

precursores hematopoyéticos. A través de este mecanismo, el recuento de 

plaquetas circulantes está controlado por el doble equilibrio entre la tasa de 

producción de plaquetas por parte de los Mks y la cinética de eliminación.43,44  

Las plaquetas tienen una vida media en la sangre que oscila entre los 8 y los 

11 días, tras lo cual pierden el ácido siálico final, y se vuelven apoptóticas y 

posteriormente fagocitadas por los macrófagos.45 Aquellas plaquetas sin ácido 

siálico son reconocidas por receptores en el hígado, actuando así como señal 

para aumentar los niveles de TPO, que inducen la megacariopoyesis para 

producir de nuevas plaquetas.46 De hecho, se ha descrito que los ratones con 

deficiencias genéticas en la sialilación presentaban recuento plaquetario 

reducido en sangre,47,48 lo que demuestra que las plaquetas sin ácido siálico son 

propensas al aclaramiento.49  

Varias enzimas son responsables de la adecuada glicosilación y sialilación. 

GALE codifica la uridina difosfato [UDP]-galactosa-4-epimerasa, que cataliza la 

interconversión bidireccional de UDP-glucosa a UDP-galactosa, y de UDP-N-

acetil-glucosamina a UDP-N-acetil-galactosamina (Figura 3). De este modo, 

GALE equilibra, mediante la epimerización reversible, las reservas de los cuatro 

azúcares esenciales en la biosíntesis de las glicoproteínas y los glicolípidos.50,51 

https://smart.servier.com/
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Por otro lado, GNE codifica la UDP-N-acetilglucosamina 2-epimerasa, implicada 

en la biosíntesis del ácido siálico. Esta enzima bifuncional regula los niveles 

totales de ácido N-acetilneuramínico, un precursor de los ácidos siálicos, 

mientras que SLC35A1 codifica el transportador de la citidina-5'-monofosfato 

[CMP]-ácido siálico, que transporta el CMP- ácido siálico desde el núcleo al 

aparato de Golgi, donde tiene lugar la sialilación (Figura 3).44,52,53  
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Figura 3. O-glicosilación, N-glicosilación y sialilación de las plaquetas. La 

proteína GALE permite la interconversión de cuatro moléculas esenciales en el proceso 

de glicosilación, al servir de sustrato para otras enzimas que incorporan los 

carbohidratos de interés y liberan UDP. Durante la glicosilación se producen 

ramificaciones de los hidratos de carbono. La unión del ácido siálico final previene del 

aclaramiento plaquetario. GNE y SLC35A1 participan en la vía que permite la 

incorporación de este ácido siálico en la plaqueta. 

 

1.3 Función plaquetaria 

En condiciones fisiológicas, las plaquetas circulan en la sangre en estado de 

quiescencia sin interactuar con el endotelio. Después de una lesión que 

compromete la integridad de la pared del vaso, las plaquetas interaccionan con 

los componentes de la matriz extracelular, durante el proceso denominado 

adhesión.54,55 La adhesión implica principalmente al receptor de membrana tipo 

integrina, o a las glicoproteínas que se unen específicamente a componentes de 

la matriz extracelular, como el fibrinógeno, el colágeno, la fibronectina, la 

laminina y/o el factor von Willebrand [vWF], que activan las vías de señalización 

vinculadas a las quinasas Src.56,57  

La inmunoglobulina GPVI y la integrina α2β1 son los dos principales 

receptores de la superficie plaquetaria que se unen al colágeno tras el daño 

vascular.58,59 El vWF, que se encuentra en condiciones fisiológicas de forma 

soluble en la sangre para evitar la agregación, cambia su afinidad, interactuando 

así con el complejo GPIb-IX-V.60–62 Por otro lado, las integrinas α5β1 y α6β1 se 

unen a la fibronectina y a la laminina, respectivamente, que también se exponen 

tras el daño vascular (Figura 4).63,64 

Tras la adhesión de plaquetas en monocapa sobre las matrices expuestas, el 

siguiente paso necesario para la formación del trombo es el reclutamiento de 

plaquetas adicionales. Las plaquetas activadas secretan agonistas solubles, 

como el tromboxano A2 [TBXA2] o el difosfato de adenosina [ADP], en la 

circulación,56,65 que estimulan a las plaquetas adyacentes, desencadenando su 

activación mediante la unión específica de las moléculas a su receptor 

específico, principalmente receptores transmembrana acoplados a proteínas G, 
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como la unión del ADP a los receptores P2Y1 y P2Y12, o la trombina que se une 

a los receptores PAR1 y PAR4, entre otros (Figura 4).66–68  

Los componentes solubles, como el ADP o el vWF, se almacenan 

principalmente en los gránulos de las plaquetas. Los gránulos α son ricos en 

péptidos y proteínas, como el PF4, la P-selectina, el FvW o el fibrinógeno, 

mientras que los gránulos δ son ricos en moléculas solubles como el ADP, el 

ATP, el Ca2+ o la serotonina.69–71 El último paso es la activación de la GPIIb/IIIa, 

también conocida como integrina αIIbβ3. El cambio conformacional producido 

tras la activación permite la unión del fibrinógeno, que da lugar a la formación de 

puentes estables entre las plaquetas (Figura 4). La interacción plaqueta-

fibrinógeno-plaqueta inicia el proceso de agregación plaquetaria.72–74 

La estimulación con agonistas provoca la activación secuencial de una o más 

isoformas de PLC, activando a PKC y produciendo un aumento del Ca2+ 

citosólico, que activa la vía de señalización de CalDAG-GEF1, lo que conduce a 

la reorganización y activación de las proteínas del citoesqueleto plaquetario, y 

promueve un cambio en la forma de la plaqueta. La activación de las vías de 

señalización PKC y CalDAG-GEF1 permiten la activación final de RAP1. Estos 

procesos se agrupan en la vía de señalización conocida como outside-in.75,76 El 

último paso es la activación de la integrina αIIbβ3 por parte de RAP1, conocida 

como señalización inside-out, que desencadena procesos esenciales para el 

crecimiento y la estabilización del trombo, como la reorganización del 

citoesqueleto, la formación y estabilización de grandes agregados plaquetarios 

y la retracción final del coágulo (Figura 4).70,77 
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Figura 4. Mecanismos de adhesión y activación de las plaquetas. Durante la 

adhesión plaquetaria, las principales matrices extracelulares, como el colágeno, la 

fibronectina, la laminina y el FvW (verde) se unen a sus correspondientes receptores de 

membrana plaquetaria (rojo). Durante la activación plaquetaria, los principales agonistas 

solubles (verde) se unen a los receptores correspondientes (rojo). Se muestra la 

secreción de los gránulos y las principales proteínas implicadas en la vía de activación 

de las plaquetas. Creado con Servier Medical Art (https://smart.servier.com/). 

https://smart.servier.com/
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2. TRASTORNOS PLAQUETARIOS CONGÉNITOS 

Los Trastornos Plaquetarios Congénitos [CPDs] comprenden un grupo 

heterogéneo de enfermedades raras causadas por alteraciones moleculares en 

genes que son esenciales para la formación y/o función de las plaquetas.78 La 

prevalencia de los CPDs es desconocida, pero se estima que afectan a un 

individuo entre 1.000-100.00, siendo reconocidas como más frecuentes en los 

últimos años.79,80 Hasta la fecha, la Sociedad Internacional de Trombosis y 

Hemostasia [ISTH] ha establecido que los CPDs están causados por 

alteraciones moleculares en 66 genes diferentes, que se clasifican como genes 

Tier1 (Figura 5).81,82 Los genes se consideran Tier1 si la asociación gen-

enfermedad se ha notificado en al menos tres pedigríes independientes, o en 

menos de tres pedigríes pero con una gran asociación de segregación familiar 

en pedigríes grandes, y datos funcionales específicos o un modelo murino. De 

hecho, 7 genes se consideran Tier2, descubiertos recientemente en pequeños 

pedigríes individuales, y que aún requieren estudios de confirmación (Figura 

5).81,83  

En términos generales, los CPDs se clasifican en: 

• Trombocitopenias Hereditarias [ITs]: trastornos relacionados con un bajo 

recuento de plaquetas (< 150 x 109 plt/L) en sangre. Las ITs pueden asociarse a 

un tamaño de plaquetas disminuido, normal o aumentado, medido como 

volumen medio plaquetario [VPM], que da lugar a microtrombocitopenia (VPM < 

7,2 fL), trombocitopenia (VPM: 7,2-11,1 fL) o macrotrombocitopenia (VPM > 11,1 

fL), respectivamente. Las ITs están causadas principalmente por alteraciones en 

los genes que intervienen en la megacariopoyesis, la trombopoyesis y la 

liberación y aclaramiento de las plaquetas.84–86  

• Trastornos Hereditarios en la Función de las Plaquetas [IPFDs]: trastornos 

caracterizados por la alteración de la funcionalidad de las plaquetas debido a 

defectos en los receptores de membrana, en las proteínas de señalización, en 

los gránulos alfa (α) y/o densos (δ), en el mantenimiento de la ultraestructura 

plaquetaria o en otras alteraciones implicadas en los mecanismos de activación 

de las plaquetas tras la estimulación con los agonistas.87,88  



  Resumen - Introducción 
 

 
181 

Múltiples trastornos se asocian a trombocitopenia con disfunción plaquetaria 

variable.85 El aumento del riesgo de hemorragia es la característica principal y 

común de estos trastornos, y su relevancia depende del grado de 

trombocitopenia y de la asociación concomitante de una disfunción plaquetaria 

significativa.89 La relevancia de las complicaciones clínicas es muy variable, 

incluso para el mismo trastorno, pudiendo causar desde una hemorragia casi 

insignificante hasta una que pone en peligro la vida.90 Además, se sabe que 

muchos CPDs causan defectos congénitos graves que afectan a diferentes 

órganos o enfermedades adicionales, como las neoplasias hematológicas, la 

insuficiencia de la médula ósea o los defectos no hematológicos (Figura 5).91,92 

 

Figura 5. Genes implicados en los Trastornos Plaquetarios Congénitos. 

Clasificación de los genes Tier1 y Tier2 (subrayados) según la función del gen durante 

la megacariopoyesis, la trombopoyesis o las plaquetas en el torrente sanguíneo. El 

verde indica los genes con predisposición a desarrollar leucemias. El rojo indica genes 

asociados a manifestaciones sindrómicas. Adaptado de: 82,93 Creado con Servier 

Medical Art (https://smart.servier.com/). 

 

 

https://smart.servier.com/
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3. ASPECTOS MOLECULARES Y CLÍNICOS DE LOS TRASTORNOS 

PLAQUETARIOS CONGÉNITOS 

Los Trastornos Plaquetarios Congénitos [CPDs] se asocian a una amplia 

heterogeneidad de fenotipos clínicos, ya que los pacientes con alteraciones en 

diferentes genes pueden presentar el mismo fenotipo, mientras que otros 

individuos con alteraciones moleculares en el mismo gen pueden mostrar un 

fenotipo diferente. 89 Los CPDs suelen asociarse a hemorragias mucocutáneas 

leves o moderadas, como la epistaxis o la menorragia, y a la pérdida excesiva 

de sangre tras un traumatismo, una intervención quirúrgica, tratamientos 

farmacológicos o el parto. En los casos graves, se pueden diagnosticar diátesis 

importantes en el sistema nervioso central o hemorragias gastrointestinales.94–96 

Aunque las alteraciones en varios genes sólo se asocian clínicamente a un 

aumento del sangrado, otros CDPs predisponen a neoplasias hematológicas, o 

a trastornos multisistémicos, como la sordera neurosensorial, la insuficiencia 

renal o las cataratas, entre otros (Figura 5).92,93,97 

A continuación, se describen brevemente algunos CPDs de relevancia 

clínica, entre los que se encuentran los trastornos con un alto grado de riesgo 

hemorrágico y trastornos sindrómicos. 

 

3.1. Trastornos Plaquetarios Congénitos asociados a un incremento del 

riesgo de sangrado. 

• Trombastenia de Glanzmann 

La Trombastenia de Glanzmann es un trastorno autosómico recesivo 

causado por variantes patogénicas que afectan a los genes ITGA2B o ITGB3, 

que impiden la formación del complejo GPIIb/IIIa (integrina αIIbβ3). Este 

trastorno rara vez se asocia con trombocitopenia, pero los pacientes presentan 

hemorragias graves o potencialmente mortales. La función plaquetaria suele 

verse afectada debido a una activación deficiente de la integrina αIIbβ3, lo que 

provoca una reducción grave de la unión al fibrinógeno y de la agregación.98,99  

Las variantes monoalélicas en estos genes causan la trombocitopenia 

relacionada [RT] con ITGA2B / ITGB3, un trastorno caracterizado por una 
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trombocitopenia y una tendencia a las hemorragias leves. La función plaquetaria 

rara vez se ve afectada.100 

• Síndrome de Bernard Soulier  

El síndrome de Bernard Soulier es causado por variantes patogénicas en 

GP1BA, GP1BB o GP9, interrumpiendo la formación del complejo GPIb-IX-V. 

Las formas generales del trastorno están relacionadas con la alteración bialélica 

de los genes, y el fenotipo se caracteriza por una tendencia grave a la 

hemorragia y una trombocitopenia moderada con plaquetas gigantes. La función 

plaquetaria está alterada tras la estimulación con FvW, así como la adhesión de 

las plaquetas y de los megacariocitos a esta matriz.101–103  

Las variantes heterocigotas de los genes GP1BA y GP1BB causan una forma 

leve de la enfermedad, conocida como trombocitopenia mediterránea, y suele 

asociarse con una trombocitopenia leve y una diátesis hemorrágica casi ausente 

o leve.104,105 

• Alteraciones en las proteínas del citoesqueleto 

La trombocitopenia relacionada con ACTN1, TUBB1 y TPM4 son trastornos 

autosómicos dominantes con fenotipos similares. Suelen presentar una 

trombocitopenia leve con plaquetas grandes y una tendencia a la hemorragia 

que oscila entre moderada a casi nula. La disfunción plaquetaria no es frecuente, 

pero se asocian a alteraciones en la remodelación del citoesqueleto plaquetario 

tras la activación con varios agonistas.26,34,106–109 

• Defectos en las vías de señalización plaquetarias 

Las variantes de P2RY12, TBXA2R y GP6 se asocian a un recuento y una 

morfología plaquetaria normales, y a una tendencia a la hemorragia leve o 

moderada, generalmente tras la administración de anticoagulantes. Las 

alteraciones de P2RY12 y TBXA2R pueden heredarse tanto de forma 

autosómica dominante como recesiva, mientras que la de GP6 tiene un patrón 

autosómico recesivo. La función plaquetaria se ve alterada tras la estimulación 

con ADP, TBXA2 y colágeno, respectivamente.110–112 
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RASGPR2 codifica para CalDAG-GEF1, que participa en la vía de 

señalización de RAP1 durante la activación de las plaquetas (Figura 4). Las 

variantes patogénicas en homocigosis se asocian con hemorragias graves 

debido a una activación deficiente de la integrina αIIbβ3.113  

 

3.2. Trastornos Plaquetarios Congénitos con predisposición a 

neoplasias 

La clasificación de la Organización Mundial de la Salud (WHO) de 2016 

incorporó las variantes germinales monoalélicas en los factores transcripcionales 

RUNX1, ETV6 y ANKRD26 como un nuevo subgrupo: Neoplasia mieloide 

hereditaria asociada a trastorno plaquetario.114,115  

El trastorno relacionado [RD] con RUNX1, o trastorno plaquetario hereditario 

con predisposición a la leucemia mieloide aguda [FPD/AML] se asocia con una 

hemorragia de carácter leve a moderado, trombocitopenia variable con tamaño 

normal de las plaquetas, alteración de la función plaquetaria y mayor riesgo de 

desarrollar leucemias: 45% de riesgo a leucemia mieloide aguda [LMA] o 

síndrome mielodisplásico [SMD], y 1-3% a desarrollar leucemia linfoblástica 

aguda T [LLA]. La edad media es de 33 años (rango; 6-76 años).116,117 

Los pacientes con ETV6-RD y ANKRD26-RD presentan una diátesis 

hemorrágica leve, trombocitopenia variable con morfología plaquetaria normal y, 

por lo general, una función plaquetaria normal. Alrededor del 25% de los 

pacientes con variantes patogénicas de ETV6 desarrollan LLA durante la 

infancia, mientras que el 5-10% de los pacientes padecen LMA, SMD, mieloma 

múltiple o policitemia vera. Los pacientes con ANKRD26-RD desarrollan LMA o 

SMD a la edad media de 35 años (rango; 6-93) en el 5-10% de los casos.118,119 

Las variantes patogénicas en ANKRD26 se encuentran principalmente en la 

región 5'UTR.120 
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3.3 Trastornos Plaquetarios Congénitos Sindrómicos 

• Trombocitopenia amegacariocítica congénita  

Este trastorno autosómico recesivo está causado por variantes bialélicas en 

el gen MPL, que codifica para el receptor de la TPO. Los pacientes con 

trombocitopenia amegacariocítica congénita presentan una trombocitopenia 

hipomegacariocítica de por vida, que progresa desde la citopenia durante los 

primeros años de vida hasta la aplasia medular. Los pacientes sufren con 

frecuencia diátesis hemorrágica grave.121,122 En la actualidad, el tratamiento con 

análogos de la TPO se ha demostrado como una terapia prometedora para los 

pacientes.123,124 

• Defectos en factores transcripcionales 

En general, los trastornos plaquetarios congénitos sindrómicos se asocian a 

factores transcripcionales con funciones esenciales durante la diferenciación de 

las HSC a progenitores, y genes implicados en la megacariopoyesis temprana, 

como GATA1 o FLI1.85  

GATA1-RD es una enfermedad ligada al cromosoma X que se caracteriza 

por una trombocitopenia leve-moderada con megacariocitos displásicos, con 

grado variable de anemia, y frecuente β-talasemia, neutropenia y/o porfiria 

eritropoyética congénita. La diátesis hemorrágica suele ser moderada, asociada 

a un alteración funcional plaquetaria y defectos en los gránulos.125,126 

FLI1-RD puede presentar un patrón de herencia autosómico dominante o 

recesivo. Los pacientes muestran trombocitopenia y tendencia a la hemorragia 

leves o moderadas, y malformaciones faciales, cardíacas y neurológicas.127   

• Alteraciones en las proteínas del citoesqueleto  

MYH9 codifica la cadena pesada de miosina II-A no muscular. La 

trombocitopenia hereditaria causada por alteraciones en MYH9 es la más 

común, ya que se han descrito más de 300 familias y hasta 100 variantes 

patogénicas diferentes en dicho gen. MYH9-RD se hereda de forma autosómica 

dominante, pero aproximadamente el 35% de los pacientes presentan una 

variante patogénica de novo durante la gestación en el utero.128 El fenotipo 
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clínico se asocia con hemorragias leves o moderadas, macrotrombocitopenia 

grave e inclusiones neutrofílicas, conocidas como cuerpos de Döhle. Además, la 

mitad de los pacientes presentan sordera neurosensorial, y el 20-25% 

desarrollan nefropatías y/o cataratas.129,130  

El síndrome de Wiskott-Aldrich [WAS] está causado por variantes 

patogénicas es WAS, que codifica para el WASP. Actualmente se han descrito 

más de 400 variantes diferentes en WAS, descubriendo una relación entre el 

curso clínico y el genotipo. Este trastorno ligado al cromosoma X se asocia con 

microtrombocitopenia moderada, hemorragias leves o moderadas, eczema e 

infecciones recurrentes. Además, se han observado síndromes autoinmunes en 

~40% de los pacientes, que tienen un mayor riesgo de desarrollar tumores a 

cualquier edad.131,132 

Las alteraciones de las proteínas FLNA, ACTB o ARPC1B son trastornos 

menos frecuentes. FLNA-RD se hereda como un trastorno ligado al cromosoma 

X y se asocia con una leve tendencia a las hemorragias y una 

macrotrombocitopenia de leve a moderada. Las manifestaciones sindrómicas 

pueden incluir heterotopía nodular periventricular, malformaciones esqueléticas, 

retraso mental, distrofia de las válvulas cardíacas, obstrucción intestinal o 

displasia medular.133,134 La ACTB-RD es un trastorno autosómico dominante 

caracterizado por una macrotrombocitopenia leve-moderada, diátesis 

hemorrágica casi ausente, leucopenia o leucocitosis frecuentes con eosinofilia, 

microcefalia con retraso en el desarrollo y discapacidad intelectual leve.135 

ARPC1B-RD está causada por la pérdida bialélica de la función en ARP2/3, y las 

manifestaciones clínicas incluyen hemorragias leves-moderadas y 

trombocitopenia, normalmente con plaquetas pequeñas, y eosinofilia frecuente, 

enfermedad inflamatoria inmunomediada, eczema, linfadenopatía y 

hepatoesplenomegalia.136 

• Defectos en glicosilación y sialilación 

Hasta hace pocos años, los defectos de glicosilación no se relacionaban con 

los Trastornos Plaquetarios Congénitos.44 De hecho, sólo GNE se considera un 

gen Tier1 en la última revisión del ISTH 2021 (Figura 1).83  
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El trastorno relacionado con GNE se hereda de forma autosómica recesiva y 

se asocia a una macrotrombocitopenia y una tendencia hemorrágica graves. Los 

pacientes con pérdida biálica de la función de la UDP-N-acetilglucosamina 2-

epimerasa presentan miopatía desde la infancia y un aumento del aclaramiento 

de plaquetas del torrente sanguíneo.137,138 

Las variantes bialélicas en el gen del transportador siálico SLC35A1 también 

se han relacionado con trombocitopenia y hemorragias de leves a moderadas.47 

Sin embargo, la diátesis hemorrágica encontrada en estos pacientes es menos 

agresiva que en los pacientes con GNE-RD, ya que el truncamiento del SLC35A1 

no está implicado en una megacariopoyesis alterada, y la reducción de plaquetas 

en sangre sólo se debe a un aumento del aclaramiento.139 Además, estos 

pacientes padecen un desarrollo psicomotor alterado, epilepsia, ataxia, 

microcefalia.47 

Por último, el trastorno relacionado con variantes en GALE presenta un 

patrón de herencia autosómico recesivo y suele asociarse a la galactosemia. La 

galactosemia periférica se asocia generalmente a formas no generalizadas o 

incluso a presentaciones asintomáticas,140,141 mientras que la galactosemia 

clásica puede estar relacionada con complicaciones como trombocitopenia 

grave, neutropenia febril, dificultades de aprendizaje, retraso en el desarrollo, 

insuficiencia cardíaca o rasgos dismórficos.142–145  

 

4. DIAGNÓSTICO DE TRASTORNOS PLAQUETARIOS CONGÉNITOS 

El diagnóstico de los pacientes con Trastornos Plaquetarios Congénitos 

[CPDs] es un reto debido a la gran heterogeneidad clínica y de laboratorio, al 

escaso conocimiento del papel biológico de muchos genes implicados en los 

CPDs, y a la escasa reproducibilidad y especificidad de los ensayos de función 

plaquetaria.146,147 En consecuencia, muchos CPDs son infradiagnosticados, lo 

que disminuye la calidad de vida de los pacientes y aumenta el riesgo de nuevos 

episodios hemorrágicos; o bien se diagnostican erróneamente, recibiendo un 

tratamiento inadecuado, incluso perjudicial e innecesariamente invasivo, como 

la esplenectomía, entre otros.148,149 Además, suponen un gran reto económico, 
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debido al uso de métodos de diagnóstico lentos y costosos, y a la necesidad de 

volver a tratar de forma específica a aquellos pacientes.150 

Muchas trombocitopenias hereditarias se asocian a una reducción moderada 

del recuento de plaquetas, a una disfunción plaquetaria leve y a una ligera 

tendencia a la hemorragia.79 Por ello, es frecuente que las trombocitopenias 

asintomáticas se detecte de forma incidental en la edad adulta, en el contexto de 

un examen médico rutinario o al someterse a una intervención quirúrgica u otras 

alteraciones hemostáticas.95,151  

En general, el diagnóstico de los Trastornos Plaquetarios Congénitos se basa 

en la combinación de: (Figura 6) 

- Síntomas clínicos, basados en antecedentes familiares de hemorragias, 

neoplasias hematológicas, tumores sólidos, y/o manifestaciones sistémicas, 

como insuficiencia renal, miopatías, entre otras. Para la evaluación clínica del 

sangrado se recomienda el uso de cuestionarios estandarizados, como el ISTH-

BAT.152 En general, se establece una diátesis hemorrágica alterada cuando el 

ISTH-BAT>3 en hombres, y >5 en mujeres, y >2 puntos en niños.152,153 

- Pruebas de rutina de laboratorio, incluyendo la coagulación y las pruebas 

bioquímicas de rutina, el hemograma, siendo particularmente importante el 

recuento de plaquetas y el MPV para el diagnóstico de la trombocitopenia 

hereditaria, y finalmente la evaluación de la morfología utilizando frotis de sangre 

con o sin tinción de inmunofluorescencia.154,155 

- Fenotipo plaquetario. Estas pruebas son limitadas y suelen realizarse en 

laboratorios muy especializados, donde se realizan estudios específicos de las 

plaquetas, como la agregometría por transmisión de luz [LTA] y la citometría de 

flujo.149,156 Además, el estudio funcional de las plaquetas debe realizarse en un 

tiempo limitado tras la extracción de sangre, con condiciones estándar, como 

reactivos, métodos, equipos e interpretación de datos, lo que dificulta el 

diagnóstico.157 

- Confirmación del diagnóstico mediante el análisis molecular del gen afecto. 

Los criterios de inclusión se basan en al menos 1 criterio de fenotipo clínico y 

1 de pruebas de laboratorio.158 Hasta hace pocos años, la secuenciación 
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Sanger [SS] de genes candidatos se utilizaba como herramienta de diagnóstico. 

Sin embargo, este enfoque es, en la actualidad, costoso, requiere mucho tiempo 

y no es aplicable a los trastornos cuyo diagnóstico basado en el fenotipo no es 

sencillo y para los que no existe un gen candidato claro. La implementación de 

la secuenciación de alto rendimiento [HTS], ya sea la secuenciación de genes 

específicos, la secuenciación del exoma completo [WES] o la secuenciación del 

genoma completo [WGS], ha revolucionado el campo del diagnóstico genético y 

se ha establecido rápidamente como una herramienta para la práctica 

clínica.97,159 A pesar de su evidente importancia, hasta hace poco, los estudios 

moleculares de los CPDs se han realizado como último paso en el flujo de trabajo 

del diagnóstico de estas enfermedades.160,161 La principal limitación del análisis 

molecular es la clasificación de las variantes genéticas encontradas, ya que la 

mayoría de ellas son nuevas o de significado incierto. Por ello, la ACMG / AMP 

estableció recomendaciones internacionales estándares para clasificar la 

patogenicidad de las variantes genéticas encontradas en los pacientes.162 Sin 

embargo, a pesar de estas guías, todavía existe una gran variabilidad en la 

clasificación de las variantes entre los laboratorios. La aparición del proyecto 

GoldVariant ha permitido compartir datos de variantes procedentes de diferentes 

grupos de investigación de todo el mundo,83 que son curadas por paneles de 

expertos del Clinical Genome Resource [ClinGen] para determinar el papel del 

gen y el efecto de la variante detectada en una enfermedad concreta, lo que ha 

permitido elaborar recomendaciones específicas.163–166  

- Caracterización funcional. La validación de posibles variantes nuevas o de 

significado incierto debe ir acompañada de pruebas funcionales, cuando sea 

posible, en modelos de líneas celulares, células primarias de muestras de 

pacientes, células madre pluripotentes inducidas [iPSC] y/o, en última instancia, 

modelos animales.93 
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Figura 6. Algoritmo del flujo de trabajo para el diagnóstico de los Trastornos 

Plaquetarios Congénitos. Adaptado de: 97,167 
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4.1 Estudios de fenotipado plaquetario 

Las pruebas iniciales deben incluir un recuento sanguíneo completo y la 

evaluación de un frotis de sangre periférica: estos ensayos ayudan a detectar 

anomalías en el número y la estructura de las plaquetas que podrían guiar los 

estudios de laboratorio adicionales.147,154 Los recuentos de plaquetas normales 

excluirán la trombocitopenia hereditaria [IT] como causa de la hemorragia, lo que 

sugiere un trastorno de la función plaquetaria. Sin embargo, un número reducido 

de plaquetas no excluye la realización de pruebas de función plaquetaria, ya que 

varias ITs están asociados a la disfunción plaquetaria. La evaluación del MPV es 

también un parámetro importante para el diagnóstico, pues las ITs se asocian 

frecuentemente a un tamaño anormal de las plaquetas.78,88,168–170 Una 

trombocitopenia con alteración del MPV puede orientar el diagnóstico de varias 

ITs, especialmente, las asociadas a alteraciones de las proteínas del 

citoesqueleto.169,171 Sin embargo, es importante señalar que se pueden observar 

características inusuales, como WAS asociado a la macrotrombocitopenia en 

lugar de las frecuentes microtrombocitopenias.172 

La evaluación de frotis de sangre periférica permite evaluar el tamaño de las 

plaquetas, complementario a los valores de MPV, pero también la aglutinación, 

la morfología y la granularidad de las plaquetas, o las anomalías de los glóbulos 

blancos y/o rojos.147 Las plaquetas grises y grandes centran el diagnóstico en la 

ausencia/reducción de gránulos plaquetarios, característico de las variantes en 

NBEAL2;173 un reducido número de plaquetas de gran tamaño son 

características del Síndrome de Bernard Soulier;174 las inclusiones leucocitarias 

(cuerpos de Döhle) sugieren el MYH9-RD,175,176 las plaquetas grandes con 

estomatocitos orientan hacia alteraciones moleculares en ABCG5 o 

ABCG8,177,178 mientras que la morfología anormal de los glóbulos rojos centra el 

diagnóstico en el gen GATA1.179 Además, un estudio reciente basado en la 

tinción del frotis sanguíneo con anticuerpos fluorescentes contra proteínas 

plaquetarias específicas ha aumentado la tasa de diagnóstico de forma fácil y 

rápida.154,155 

Por otro lado, la prueba de cribado más utilizada para la hemostasia primaria 

es el analizador de la función plaquetaria (PFA-100®). A pesar de su amplio uso 
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en los laboratorios, el PFA-100® no se recomienda para el cribado inicial de 

laboratorio debido a su baja especificidad, sensibilidad y reproducibilidad. Sin 

embargo, podría orientar el diagnóstico de una hemostasia alterada.180,181 

El método de referencia para el diagnóstico de la función plaquetaria es la 

agregometría por transmisión de luz [LTA].182 Al añadir un agonista, las plaquetas 

se agregan, por lo que el plasma rico en plaquetas pierde turbidez y se vuelve 

más claro, aumentando la transmisión de luz detectada por la fotocélula. El 

tiempo necesario para conseguir este cambio se registra y se representa como 

la agregación en el tiempo.183,184 Los agonistas habituales para el diagnóstico 

mediante LTA incluyen el ADP, el colágeno, el ácido araquidónico [AA] o la 

epinefrina en concentraciones estandarizadas (Figura 4). La activación mediada 

por la α-trombina se analiza utilizando péptidos específicos, como los péptidos 

activadores del receptor de trombina TRAP-6, PAR-4 y/o PAR-1. Para evaluar el 

complejo GPIb-IX-V, se utiliza frecuentemente el antibiótico ristocetina, que 

provoca la unión del vWF al complejo. Los agonistas específicos, como el péptido 

relacionado con el colágeno [CRP], la convulxina o el forbol-12-miristato-13-

acetato [PMA], pueden utilizarse opcionalmente cuando se sospeche una 

alteración de estas vías específicas.183,185,186 

La agregación plaquetaria también puede evaluarse mediante la 

agregometría de impedancia en sangre total. Este método se basa en la 

medición de la resistencia a la electricidad entre dos electrodos de platino. 

Cuando las plaquetas agregan, se unen a los electrodos produciendo cambios 

en la impedancia eléctrica que luego se transforman en un registro de la 

agregación. Sin embargo, este método se utiliza con menos frecuencia en la 

actualidad, ya que es poco sensible para detectar defectos leves de la función 

plaquetaria.187,188 

Por otra parte, la citometría de flujo permite evaluar varios parámetros 

estructurales y funcionales de las plaquetas, como la expresión de los receptores 

de superficie, la unión de ligandos o la secreción del contenido de los gránulos, 

mediante el uso de anticuerpos específicos. Además, la técnica requiere bajas 

cantidades de sangre, siendo un ensayo muy útil para pacientes con 

trombocitopenia grave o pediátricos. La evaluación habitual incluye los 
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anticuerpos contra la GPIIb (anti-CD41), la GPIIIa (anti-CD61), la GPIbα (anti-

CD42b) y la GPIX (anti-CD42a), y con menor frecuencia o como segundo paso, 

la GPIa/IIa (CD31 y CD49b), la GPIV (CD36) y la GPVI. La citometría de flujo 

también permite evaluar los defectos de la función plaquetaria midiendo la 

expresión superficial de marcadores de activación, como CD62P (α-granulos), 

CD63 (δ-granulos) o PAC-1 (integrina αIIbβ3 activa), tras la estimulación con 

agonistas.189–191  

 

4.2 Molecular diagnosis in the genomic era 

Hasta principios de 2010, la secuenciación del ADN se había limitado en gran 

medida al análisis de genes candidatos mediante la secuenciación Sanger. El 

diagnóstico basado en esta técnica era limitado debido a la selección de los 

genes candidatos, que requería un fenotipo clínico y de laboratorio bien definido. 

Por ello, se diagnosticaba a menos del 40% de los pacientes. La reciente 

aplicación de la secuenciación de alto rendimiento [HTS], especialmente 

utilizando paneles de un número variable de genes conocidos implicados en los 

trastornos hemorrágicos, ha revolucionado el diagnóstico molecular de los 

Trastornos Plaquetarios Congénitos, mejorando la eficacia diagnóstica en un 

70%, y hasta en un 90% en los casos con una clara sospecha diagnóstica o con 

un fenotipo específico.97,158,192–195 Por último, los costes cada vez más 

económicos y la progresión en la interpretación de exomas y genomas completos 

ha permitido el descubrimiento de nuevos genes implicados en la 

patología.108,142,196,197 

4.2.1 Secuenciación de Sanger 

La secuenciación de Sanger [SS] permitió mapear la totalidad del genoma 

humano,198 siendo el método de referencia para el diagnóstico molecular de los 

trastornos hemorrágicos desde principios de los años 90.149,192 Es útil para los 

Trastornos Plaquetarios Congénitos con un fenotipo clínico y de laboratorio bien 

definido, como el Síndrome de Bernard Soulier o la Trombastenia Glanzmann. 

Además, la SS asociado a otras técnicas como los estudios de asociación de 

todo el genoma permitió identificar los genes MYH9 o RUNX1, entre otros.97 Sin 

embargo, su principal limitación es la reducida eficacia diagnóstica para los 
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trastornos cuya relación fenotipo-genotipo es incierta y para los que no se puede 

seleccionar un gen candidato claro. De hecho, el hecho de que muchas 

enfermedades estén causadas por muchos genes, como el síndrome de 

Hermansky-Pudlak [HPS], o por genes con muchos exones, hace que el 

diagnóstico por SS sea costoso y requiera mucho tiempo. En la actualidad, la SS 

se utiliza cuando existe una fuerte evidencia fenotipo-genotipo, para la 

confirmación genética del diagnóstico y para la segregación familiar (Figura 

7).97,158,192,199,200   

4.2.2 Secuenciación dirigida de genes candidatos  

En la última década, la HTS ha revolucionado la secuenciación del ADN y el 

diagnóstico de las enfermedades humanas, permitiendo la exploración 

simultánea de múltiples genes de forma rápida y económica. El uso de paneles 

de genes diana simplifica y acelera el diagnóstico global, permitiendo la 

secuenciación de regiones diana de interés a partir de un panel de genes 

candidatos preseleccionados (Figura 7).97,201,202  

Varios grupos de investigación han introducido ya paneles de genes en la 

práctica clínica para el manejo y el diagnóstico de pacientes con Trastornos 

Plaquetarios Congénitos. El grupo Genotyping and Phenotyping of Platelets 

Project (GAPP) examinó hasta 329 genes, caracterizando nuevas variantes en 

genes como FLI1 o RUNX1,193,203 o el consorcio ThromboGenomics, surgido del 

consorcio BRIDGE-BPD, que desarrolló una plataforma HTS para secuenciar un 

panel de 63 genes implicados en trastornos hemorrágicos, trombóticos y 

plaquetarios hereditarios.194,204 Por otra parte, un grupo australiano utilizó un 

panel de amplicones personalizados de 27 genes candidatos causantes de 

trombocitopenia hereditaria para investigar una gran cohorte de pacientes con 

macrotrombocitopenia.175,205 

En cuanto al "Grupo Español de Alteraciones Plaquetarias Congénitas", se 

utilizó un panel dirigido de 72 genes para la práctica clínica, descubriendo nuevas 

variantes en genes poco frecuentes, como DIAPH1, RASGRP2 o 

PTGS1.113,158,206  

El uso de la secuenciación de genes diana ha mejorado el diagnóstico 

genético de los pacientes hasta en un 70%, mediante el uso de diferentes 
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paneles personalizados en distintos laboratorios de todo el mundo.158,193,204,207 

Sin embargo, todavía existen limitaciones, como una proporción considerable de 

pacientes que no son diagnosticados.208 Sigue siendo difícil identificar grandes 

variaciones estructurales y cromosómicas, las inversiones, las translocaciones, 

las aneuploidías y las variaciones en el número de copias [CNVs] mediante esta 

técnica, además del hecho de que varios procesos de la megacariopoyesis y la 

función plaquetaria no están bien caracterizados, lo que explicará que un número 

considerable de trastornos esté causado por genes no descritos hasta la 

fecha.97,161 

4.2.3 Secuenciación de exoma completo 

WES permite secuenciar todas las regiones codificantes de las proteínas 

(exones), lo que representa aproximadamente el 1,5% del genoma humano, y 

justifica el 85% de los trastornos mendelianos (Figura 7).209 En los últimos años, 

el uso de WES ha permitido identificar nuevos genes en los Trastornos 

Plaquetarios Congénitos, como DIAPH1, GNE o TPM4.108,138,197 Además, los 

CNVs pueden identificarse con este enfoque. Sin embargo, la principal limitación 

de la técnica es el tiempo que requiere, la gran cantidad de datos generados y 

las dificultades en la interpretación de los genes.97 

4.2.4. Secuenciación de genoma completo 

WGS puede proporcionar información genómica completa, ya que se 

analizan todas las secuencias codificantes y no codificantes (Figura 7). Este 

método tiene cada vez más importancia, y el coste de esta tecnología ha 

descendido progresivamente.210 Sin embargo, y de forma similar a WES, 

proporciona una gran cantidad de datos, lo que requiere un extenso y complejo 

flujo de trabajo bioinformático y la interpretación por parte de expertos para 

identificar las variantes causantes de la enfermedad.211 Además, la 

interpretación de las variantes no codificantes ha demostrado ser 

extremadamente difícil y todavía no se realiza de forma rutinaria en la mayoría 

de los proyectos de investigación.212,213 
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Figure 7. Los principales tipos de secuenciación del ADN utilizados para el 

diagnóstico de los Trastornos Plaquetarios Congénitos. 

 

4.2.5. Interpretación de variantes 

El diagnóstico genético de los Trastornos Plaquetarios Congénitos ayuda a 

conseguir un diagnóstico preciso, lo que permite mejorar la atención clínica, el 

pronóstico y los tratamientos preventivos, y posibilita el asesoramiento genético. 

Este último paso es esencial para los pacientes con riesgo de neoplasias y otras 

predisposiciones a patologías graves.195 En este contexto, la secuenciación de 

alto rendimiento [HTS] proporciona, de forma rápida y cada vez más económica, 

una gran cantidad de información genética, facilitando la identificación de 

variantes genéticas, estableciéndose como el gold standard para identificar la 

patología molecular subyacente a las enfermedades monogénicas.97,211 Sin 

embargo, a pesar de las ventajas diagnósticas de la HTS, persisten los dilemas 

éticos en el uso del cribado genético y la identificación de variantes de significado 

incierto.208,214  

Para categorizar la gran cantidad de información genética obtenida a partir 

de la HTS, se han establecido unas normas para la interpretación de las 

variantes secuenciadas por parte del ACMG/AMP.162 Sin embargo, estas normas 

no se aplican de forma universal en los diferentes genes o trastornos, lo que da 

lugar a diferentes interpretaciones de una misma variante por parte de diferentes 

laboratorios de todo el mundo y, por tanto, no se llega a una clasificación 

definitiva y uniforme. Para lograr un diagnóstico preciso de los pacientes, se ha 

creado recientemente el proyecto GoldVariant, que facilita el intercambio de 

datos entre diferentes laboratorios de todo el mundo, concretamente, 30 centros 
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expertos de 14 países.83 Esta gran cantidad de información genética se envía 

rápida y fácilmente a ClinVar, y estas variantes serán reclasificadas y evaluadas 

por pequeños grupos de trabajo de expertos, los paneles de expertos en curación 

de variantes de ClinGen, proporcionando una modificación específica de las 

reglas generales de clasificación de variantes de la ACMG / AMP, basándose en 

la literatura publicada y en las bases de datos relativas al fenotipo clínico y de 

laboratorio encontrado en pacientes con un trastorno específico, modelos 

celulares o animales, o bases de datos poblacionales. Este enfoque permitirá 

determinar el papel de la variante en una enfermedad (asociación de la 

enfermedad) y proporcionar información sobre el modo de herencia y el 

mecanismo mutacional de la enfermedad, descartando las variantes incidentales 

en los genes causantes de la enfermedad que no están relacionadas con el 

motivo original de la prueba.163–166   

 

5. CARACTERIZACIÓN FUNCIONAL DE LOS TRASTORNOS 

PLAQUETARIOS CONGÉNITOS  

El paso final para la curación de una variante de significado incierto es la 

demostración de la patogénesis y el mecanismo subyacente a la variante, 

especialmente cuando no se encuentra ninguna evidencia de asociación con la 

enfermedad revisando la bibliografía.215 De hecho, la creciente aplicación de 

WES y WGS en la práctica clínica rutinaria ha permitido la identificación de 

nuevos genes implicados en la patogénesis de los Trastornos Plaquetarios 

Congénitos, que requieren estudios funcionales para descubrir su papel e 

implicación en la enfermedad. Por lo tanto, la confirmación final de una variante 

como causante de la enfermedad debe estar ligada a la realización de un modelo 

experimental que demuestre la causalidad.97,162,167 

 

5.1 Estudios in vitro  

Las líneas celulares megacariocíticas humanas, derivadas de la sangre 

periférica o de la médula ósea de pacientes con leucemia, son una potente 

herramienta para evaluar la proliferación, diferenciación y maduración de los 
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megacariocitos. La disponibilidad de poblaciones homogéneas de células 

progenitoras hematopoyéticas ha facilitado la comprensión del mecanismo 

biológico y molecular de genes cruciales en la megacariopoyesis.216–218 

Hasta la fecha, se han descrito en la literatura al menos 18 líneas celulares 

humanas con algunas propiedades megacariocíticas.219 Estas líneas celulares 

en condiciones indiferenciadas expresan marcadores específicos de 

megacariocitos o eritrocitos (Tabla 1). El tratamiento con PMA o TPO estimula la 

diferenciación megacariocítica, permitiendo el estudio de las vías de señalización 

implicadas en el proceso. Comúnmente, las células son tratadas con PMA, ya 

que la inducción-diferenciación se acompaña de cambios en la morfología 

celular, detención del crecimiento celular, endomitosis y adquisición de 

marcadores megacariocíticos específicos, imitando el proceso fisiológico que 

tiene lugar en la médula ósea. Además, el tratamiento con PMA no requiere un 

receptor específico, ya que activa directamente la proteína PKC.218,220,221 El 

tratamiento con TPO es fisiológicamente más similar a la megacariopoyesis que 

tiene lugar en la médula ósea humana, sin embargo, sólo la línea celular UT7 

presenta el gen MPL. De hecho, UT7 es la única línea celular dependiente de 

factores hematopoyéticos, por lo que esta línea celular puede proporcionar un 

nuevo e importante modelo para el estudio de la diferenciación de 

megacariocitos inducida por TPO (Tabla 1).222,223  

K562, HEL, MEG-01 y Dami son las líneas celulares más frecuentemente 

utilizadas para la caracterización in vitro de la megacariopoyesis, ya que tras el 

tratamiento con dosis bajas de PMA (10-30 nM), las células aumentan su tamaño 

y muestran maduración citoplasmática. Por lo tanto, la poliploidía puede medirse 

fácilmente por citometría de flujo. Además, también aumentan la expresión 

superficial de varias proteínas asociadas a los megacariocitos y a las plaquetas, 

como GPIIb-IIIa, GPIb, vWF y PF4. De hecho, la expresión de GPIb en las líneas 

K562 y MEG-01 en condiciones basales está ausente, por lo que la aparición de 

la expresión podría considerarse como una medida directa de la maduración 

inducida por PMA.219,224–227 
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Línea 

celular 
Origen 

GPIIb-IIIa 

(CD41-61) 

expres. 

GPIb 

(CD42b) 

expres. 

vWF 

expres. 

Diferenciación 

con 

PMA / TPO 

Ref 

K562 
CML crisis 

blástica 
+/- - - PMA 224 

HEL AML M6 + + - PMA 225 

MEG-01 
CML crisis 

blástica 
+ +/- + PMA 226 

EST-IU 

Tumor de 

centro 

germinal 

+ N/A + PMA 228 

LAMA-

84 

CML crisis 

blástica 
+ - - PMA 229 

Dami AML M7 + + + PMA 227 

KOPM-

28 

CML crisis 

blástica 
+ N/A N/A PMA 230 

T-33 
CML crisis 

blástica 
+ + + PMA 231 

M-07 AML M7 + + N/A N/A 232 

OCIM1/ 

OCIM2 
AML M6 +/- - - PMA 233 

KU812 
CML crisis 

blástica 
+/- - N/A PMA 234 

CMK AML M7 + + - PMA 235 

CHRF-

288-11 
AML M7 + N/A + PMA 236 

UT7 AML M7 + + N/A PMA / TPO 

222,
 

223
 

MOLM-1 
CML crisis 

blástica 
+ N/A N/A N/A 237 

MKPL-1 AML M7 + - - N/A 238 

ELF-153 AML M7 + + + PMA 239 

MEG-A2 
CML crisis 

blástica 
+ - - PMA 240 

 

Tabla 1. Características generales de las líneas celulares humanas que 

expresan propiedades megacariocíticas. La expresión de GPIIa, IIIa, Ib y vWF se 
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refiere a condiciones indiferenciadas. + significa expresión positiva, +/- muy débilmente 

positiva, - negativa, N/A indica características no evaluadas en la línea celular. Adaptado 

de: 219. 

 

5.2 Estudios ex vivo  

La diferenciación y maduración de las Mk depende en gran medida del 

microambiente y de las citocinas.5 Aunque las aproximaciones in vitro son útiles 

para la caracterización de las vías de señalización implicadas en la 

megacariopoyesis, no reproducen los procesos biológicos. En los últimos años, 

la generación ex vivo de plaquetas a partir de HSC ha mejorado la comprensión 

de la heterogeneidad que subyace al desarrollo de los Mks humanos.241 Los Mks 

cultivados a partir de HSC y de células madre embrionarias humanas [ESC] o de 

células madre pluripotentes inducidas humanas [iPSC] han surgido como un 

modelo eficaz para el estudio de la megacariopoyesis en pacientes con 

trombocitopenia hereditaria o con disfunción plaquetaria, y es una fuente 

alternativa prometedora para satisfacer la demanda cada vez mayor de terapia 

plaquetaria.241–243 

• Megacariocitos cultivados a partir de HSC y progenitores 

Los megacariocitos [Mks] y las plaquetas humanas pueden generarse in vitro 

tras el aislamiento de células progenitoras CD34+ derivadas de la sangre 

periférica, la sangre del cordón umbilical, el hígado fetal o la médula ósea. Las 

células deben cultivarse durante 14 días en presencia de TPO o plasma humano 

(Figura 8). Se ha demostrado que la suplementación adicional con citoquinas 

aumenta las tasas de diferenciación en el cultivo. De hecho, como el 

microambiente hematopoyético depende de las células estromales para 

proporcionar muchas de las señales para la autorrenovación y proliferación de 

las HSC, los cultivos basados en células estromales podrían ser de gran 

interés.4,244,245 

La caracterización de Mk a partir de células primarias es un procedimiento 

limitado, ya que el número de células que se obtiene al final del cultivo es 

bastante reducido y poco prolongado en el tiempo.246 
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• Células madre embrionarias humanas y células madre pluripotentes 

inducidas  

En comparación con los Mks primarias, las ESC y las iPSC pueden ser 

células inmortalizadas y podrían proporcionar un número ilimitado de células 

CD34+ tras la manipulación de C-MYC, y uno de los cuatro factores de 

Yamanaka utilizados para inducir la pluripotencia en las células somáticas 

(SOX2, REX1, NANOG y OCT4) (Figura 8).247,248 

Sin embargo, estos Mks son bastante diferentes de los fisiológicos, ya que 

no superan una ploidía de 32n y sólo alrededor de un 15% de estos Mks son 

CD41+ CD42b+. De hecho, la principal limitación es el bajo número de plaquetas 

que producen los Mks.241,247  

Una de las principales razones de estas diferencias se debe al hecho de que 

la generación ex vivo se lleva a cabo en un cultivo estático y, por tanto, no imita 

las condiciones de flujo sanguíneo. Una estrategia emergente para conocer el 

papel fundamental del microambiente de la médula ósea en la regulación de la 

hematopoyesis es el uso de modelos tridimensionales (3D) de tejidos humanos 

mediante ingeniería de tejidos. Los modelos más recientes están fabricados con 

materiales biocompatibles que favorecen la función de los Mks. Una vez en 

contacto con el biomaterial, los Mk producen las proplaquetas en el medio de 

cultivo perfundido imitando las fuerzas de cizallamiento de la sangre. En los 

últimos 20 años se han logrado avances prometedores en la producción de 

plaquetas ex vivo, lo que sugiere que en un futuro próximo esta técnica podría 

utilizarse comúnmente para la investigación para diferenciar completamente a 

los Mks funcionales.4,246,249–251  
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Figura 8. Estrategias de megacariopoyesis ex vivo. En la figura superior se 

representa el aislamiento y la expansión de células CD34+ a Mks. En la figura inferior, 

la generación de células madre pluripotentes inducidas (iPSCs) y células madre 

embrionarias (ESCs) mediante la activación de transgenes, que proporciona una fuente 

de Mks inmortalizados. Creadas con Servier Medical Art (https://smart.servier.com/). 

 

5.3 Estudios in vivo  

El desarrollo de la reprogramación genética de iPSC o de la diferenciación 

de megacariocitos ha permitido algunos avances, pero estos sistemas in vitro 

son imperfectos y no reproducen fielmente todos los pasos que conducen a la 

formación de las plaquetas. La mejora en las herramientas de estudio de los 

ratones modificados genéticamente ha permitido generar modelos in vivo que 

imitan las patologías y permiten evaluar el impacto de las variantes genéticas 

en la producción y la función de las plaquetas. Aunque son menos utilizados, 

los modelos de pez cebra también han demostrado ser un modelo animal 

potencialmente útil que reproduce los trastornos plaquetarios humanos.252–254 

La mutagénesis dirigida y la transgénesis ofrecen una amplia posibilidad 

de modelos modificados genéticamente. Los knock-out [KO] se generan 

mediante la inactivación del gen en todo el organismo. Dada la condición de 

línea germinal de los Trastornos Plaquetarios Congénitos, estos modelos 

https://smart.servier.com/
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animales son potencialmente útiles. Los ratones knock-out condicionales 

permiten la inactivación de un gen en un tejido concreto, o en una etapa 

específica del desarrollo bajo el control del promotor de interés. Por último, los 

ratones knock-in [KI] se generan mediante la mutación puntual o las 

inserciones/deleciones por recombinación homóloga en el locus de interés. 

Estos modelos reproducen fielmente las variantes missense presentes en 

humanos y representan la mejor aproximación para imitar la patología.255,256  

Hasta la fecha, se han generado modelos de ratón para el estudio de MYH9-

RD, el Síndrome de Bernard Soulier, Síndrome de Wiskott Aldrich, 

trombocitopenia amegacariocítica congénita o RUNX1-RD, entre otros.22,257–260 

 

5.4 Tecnologías de edición genética 

En los últimos años, el desarrollo de las tecnologías de edición genómica ha 

revolucionado el campo de la ingeniería genética, permitiendo la modificación 

del genoma de forma rápida, específica y sencilla.265,266 

Los sistemas de edición del genoma implementados hasta ahora incluyen las 

nucleasas de dedos de zinc [ZFN], las nucleasas efectoras similares al activador 

de la transcripción [TALEN] y las repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y 

regularmente espaciadas [CRISPR] / Cas9. Las metodologías ZFN y TALENs se 

basan en la ingeniería de proteínas que constan de una región de reconocimiento 

de la secuencia objetivo a editar y una región catalítica responsable de generar 

roturas de doble cadena [DSB] en el ADN (Figura 9). Ambas metodologías tienen 

algunas limitaciones, ya que es necesario generar una proteína diferente para 

cada región del genoma a editar y, además, ambos sistemas son difíciles de 

introducir en las células debido a su gran tamaño, lo que reduce la eficiencia de 

la edición y compromete la capacidad de generar ediciones simultáneas de 

varias regiones genómicas en la misma célula.267,268 Sin embargo, el sistema 

CRISPR/Cas9 es capaz de superar estas limitaciones, permitiendo la edición de 

secuencias de ADN de una forma más sencilla y eficiente.269 

Para inducir cortes dirigidos en células humanas mediante este sistema, es 

necesario expresar dos componentes esenciales: la proteína Cas9 y una 

secuencia de ARN, que consta de 20 nucleótidos complementarios a la región 
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genómica diana y a la región de unión de la proteína Cas9, y que actúa como 

guía. Esta secuencia específica se denomina ARN de guía única [sgRNA]. El 

único requisito para editar la región genómica mediante la herramienta 

CRISPR/Cas9 es que la secuencia de 20 nucleótidos vaya seguida de una 

secuencia de tres nucleótidos, -NGG-, denominada PAM. Estos componentes se 

introducen en las células de mamíferos mediante plásmidos, lentivirus o 

ribonucleoproteínas. Una vez introducido el sistema en la célula, se producirá un 

corte de ADN de doble cadena mediado por la nucleasa Cas9 en la región 

complementaria a la guía, entre los nucleótidos 17 y 18 de la secuencia 

complementaria aguas arriba de la PAM.270,271 Posteriormente, se activarán en 

la célula los mecanismos endógenos de reparación de la rotura de la doble 

cadena, que consisten en dos mecanismos principales. En la mayoría de los 

casos, la rotura se corrige mediante el mecanismo de unión de extremos no 

homólogos [NHEJ], basado en la unión de extremos romos mediante la 

incorporación o eliminación de nucleótidos al azar, generando inserciones o 

deleciones. Estas alteraciones pueden dar lugar a una alteración del marco de 

lectura, dando lugar a un codón de parada que puede truncar la proteína diana, 

generando así un KO.272,273 Por otro lado, el mecanismo de recombinación 

homóloga [HR] utiliza una secuencia homóloga como plantilla [ssODN] para la 

reparación dirigida. De este modo, es posible generar o corregir mutaciones 

puntuales en una región genómica de interés, integrando un molde de reparación 

específico junto con los componentes del sistema CRISPR/Cas9 (Figura 9).274,275  

Dado que la aplicación de CRISPR/Cas9 para la edición de células humanas 

es relativamente reciente, todavía existen varias limitaciones asociadas al uso 

de esta metodología. Uno de los principales puntos débiles es la aparición de 

efectos "off-target", es decir, mutaciones en regiones del genoma no 

seleccionadas por la nucleasa Cas9. El progreso y la mejora continuos del 

sistema CRISPR incluyen el uso de la Cas9 nicasa (Cas9n) en lugar de la Cas9, 

lo que ha permitido reducir los efectos "off-target", ya que esta nucleasa produce 

roturas de una sola hebra muy próximas entre sí, imitando una rotura de doble 

hebra.253,276 
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Figura 9. Tecnologías de edición del genoma con nucleasas. Los tres tipos de 

nucleasas más utilizados son los sistemas ZFN, TALEN y CRISPR, que pueden inducir 

roturas de doble cadena [DSB] en regiones diana, seguidas de la activación de los 

mecanismos de reparación del ADN. Estos DSB en las regiones diana pueden ser 

reparados por NHEJ o HR. NHEJ es un mecanismo de reparación propenso a errores, 

que generalmente da lugar a indels heterogéneos (deleciones e inserciones), mientras 

que HR es un método de reparación preciso en el que se utiliza una plantilla de ADN 

homóloga, llamada ssODN, para reparar el sitio diana de daño en el ADN. Creado con 

Servier Medical Art (https://smart.servier.com/). 

 

El uso de CRISPR/Cas9 para la corrección de mutaciones puntuales en 

células de pacientes también presenta un reto importante porque la mayoría de 

los tipos celulares reparan preferentemente la rotura de la doble cadena por 

NHEJ en lugar de por HR, que es lo que se requiere para la corrección de la 

mutación. Actualmente se están investigando numerosas estrategias para 

https://smart.servier.com/
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mejorar la eficacia de la HR modificando el molde necesario para la reparación, 

inhibiendo transitoriamente uno de los componentes del mecanismo NHEJ para 

promover la HR o mejorando los métodos de transfección.277–279  

Hasta la fecha, han surgido varias estrategias en el campo de los Trastornos 

Plaquetarios Congénitos. Varios grupos han utilizado esta técnica de edición del 

genoma para generar mutaciones específicas con el fin de estudiar los 

mecanismos subyacentes de la patogénesis, como un modelo KO de PTPRJ,254 

que permitió determinar su papel en la megacariopoyesis, o un ratón KI portador 

de la variante ITGA2B c.2659C > T para establecer su efecto en la Trombastenia 

de Glanzmann.280 Además, se ha desarrollado recientemente un sistema de 

megacariocitos editados con CRISPR para el cribado rápido de las funciones de 

los genes plaquetarios, surgiendo como una herramienta potencial para el 

estudio de variantes detectadas en pacientes.281 

Por último, esta estrategia potencial no sólo se está utilizando para reproducir 

y caracterizar los mecanismos fisiopatológicos de las variantes detectadas en los 

pacientes, sino que también se está utilizando ya como una estrategia 

prometedora para abordar las enfermedades monogénicas. Recientemente, se 

ha desarrollado la corrección de alelos patogénicos de microduplicación para el 

Síndrome de Hermansky-Pudlak 1 (HPS1) a la secuencia de tipo salvaje en 

fibroblastos primarios derivados de pacientes,282 lo que proporciona un futuro 

prometedor para la terapia génica en el campo de los Trastornos Plaquetarios 

Congénitos. 
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Los Trastornos Plaquetarios Congénitos [TPC] comprenden un grupo amplio 

y heterogéneo de enfermedades raras que predisponen a los pacientes a la 

trombocitopenia y/o a las hemorragias, pero también, en algunos casos, a otras 

complicaciones, como las neoplasias hematológicas o las manifestaciones 

sindrómicas. El diagnóstico es difícil y requiere múltiples pruebas de laboratorio, 

así como una confirmación molecular final. La introducción de las herramientas 

de secuenciación de alto rendimiento [HTS] en la práctica clínica ha mejorado y 

simplificado significativamente el diagnóstico de los pacientes. Sin embargo, a 

pesar de la mejora sustancial que han aportado las herramientas de HTS, aún 

persisten dos grandes retos.  

En primer lugar, la interpretación de las variantes encontradas por HTS y su 

clasificación según la ACMG / AMP. Por lo tanto, se recomienda 

encarecidamente que se compartan los datos. Por esta razón, el SSC-GinTH del 

ISTH desarrolló el proyecto GoldVariant para identificar la mayoría de las 

variantes reportadas en los trastornos plaquetarios para un envío rápido y fácil a 

ClinVar. Por lo tanto, estas variantes serán reclasificadas y curadas 

adecuadamente por pequeños grupos de trabajo de expertos. En ese contexto, 

los paneles de expertos de curación de variantes de ClinGen han desarrollado 

reglas específicas y adaptadas de la ACMG / AMP para los genes ITGA2B / 

ITGB3 y RUNX1. No obstante, para la curación de las variantes, especialmente 

para las novedosas o de significado incierto, se recomienda el desarrollo de 

modelos funcionales para demostrar formalmente su papel en la patogénesis y 

el mecanismo subyacente a la enfermedad. 

La variante missense c.167T>C; p.Leu56Ser previamente descrita en el 

factor transcripcional RUNX1 ha suscitado una gran controversia sobre si se trata 

de una alteración que predispone a la leucemia o de un polimorfismo benigno. 

Esta variante se ha encontrado en algunos pacientes con sospecha clínica y de 

laboratorio de trastorno plaquetario familiar con predisposición a la leucemia 

mielógena aguda [FPD/AML]. Además, se ha descrito que esta variante está 

asociada a una activación transcripcional alterada de varios genes diana. Sin 

embargo, también es una variante relativamente frecuente en la población 

general, lo que lleva a su clasificación como benigna por ClinGen. Por lo tanto, 

la confirmación final del papel biológico y funcional de RUNX1 p.Leu56Ser en 
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FPD/AML requiere la generación de un modelo experimental que reproduzca la 

alteración humana, para desvelar los potenciales mecanismos de patogénesis. 

El segundo reto que debemos afrontar es el hecho de que, a pesar del éxito 

en el diagnóstico y la caracterización fenotípica mediante un enfoque integrativo 

de los paneles de secuenciación dirigidos y los estudios funcionales, sigue 

habiendo pacientes y familias sin un diagnóstico final. Teniendo en cuenta la 

prevalencia desconocida y que los CPDs están infradiagnosticados, además del 

hecho de que varios procesos fisiológicos de la megacariopoyesis y de la función 

plaquetaria no están bien esclarecidos, es muy posible que un número 

importante de trastornos estén causados por variantes en genes que no han sido 

descritos o caracterizados hasta ahora. 

En los últimos años, se han descrito nuevos genes relacionados con los CPD 

gracias al uso de WES y WGS. De hecho, la primera descripción en el mundo de 

una trombocitopenia asociada a variantes genéticas en TPM4 se realizó 

utilizando estas tecnologías. TPM4 codifica la tropomiosina-4, una proteína 

implicada en el citoesqueleto de actina, cuya alteración provoca 

macrotrombocitopenia. No obstante, es necesario profundizar en la 

caracterización del fenotipo asociado a las variantes de TPM4, así como realizar 

más investigaciones para evaluar el papel de esta proteína crucial en el 

remodelado del citoesqueleto de los megacariocitos y las plaquetas. 

Asimismo, se describió la primera evidencia de alteraciones moleculares en 

GALE asociadas a trastornos hematológicos mediante el uso de WGS. La 

proteína UDP-Galactosa-4-Epimerasa está implicada tanto en el metabolismo de 

la galactosa como en la glicosilación de proteínas. A pesar de que se han 

descrito varios pacientes portadores de variantes patogénicas en GALE que 

presentan trombocitopenia, los mecanismos de patogenicidad siguen sin 

conocerse. Por lo tanto, un estudio en profundidad del papel de esta enzima en 

los procesos de megacariopoyesis y trombopoyesis, y la correlación con las 

reacciones de glicosilación que tienen lugar durante ambos procesos (que son 

esenciales para la correcta formación y función de las plaquetas) permitirá 

esclarecer los mecanismos moleculares subyacentes a este fenotipo. 
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Por lo tanto, la integración del análisis genómico mediante diferentes 

metodologías de secuenciación de alto rendimiento, junto con aproximaciones 

funcionales in vitro, ex vivo o in vivo, será útil para caracterizar y curar variantes 

de significado incierto en el factor transcripcional RUNX1, y para evaluar su papel 

en los trastornos plaquetarios y la progresión de la leucemia, así como para 

proporcionar nuevos descubrimientos sobre los procesos biológicos y 

fisiopatológicos desencadenados por variantes en dos nuevos genes implicados 

en los Trastornos Plaquetarios Congénitos: TPM4 y GALE.
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Objetivo General  

Caracterizar el fenotipo clínico y plaquetario asociado a las alteraciones 

moleculares encontradas por secuenciación de alto rendimiento en genes 

implicados en los Trastornos Plaquetarios Congénitos, y demostrar el 

mecanismo relacionado con la patogenicidad utilizando cultivos de 

megacariocitos in vitro y ex vivo, y modelos de enfermedad in vivo generados 

por la tecnología CRISPR/Cas9. 

 

Objetivos Específicos 

• Caracterización funcional de la variante RUNX1 p.Leu56Ser, encontrada 

previamente por un panel de genes de diseño propio, utilizando una 

aproximación in vivo. 

o Generar un modelo murino knock-in portador de la variante RUNX1 

p.Leu43Ser (que imita a la variante en línea germinal humana 

p.Leu56Ser) mediante CRISPR/Cas9, para establecer su implicación en 

el trastorno plaquetario. 

o Conocer las vías de señalización y los determinantes biológicos que 

subyacen a la progresión leucémica asociada a las variantes de 

RUNX1. 
 

• Aplicación de la secuenciación del exoma completo para la identificación de 

nuevos genes implicados en los Trastornos Plaquetarios Congénitos, y 

evaluación de los mecanismos fisiopatológicos que originan la enfermedad 

mediante modelos funcionales in vivo y ex vivo. 

o Analizar el fenotipo clínico y de laboratorio de la tercera familia en el 

mundo con trombocitopenia asociada a variantes en TPM4, y 

caracterizar en profundidad su papel en la remodelación del 

citoesqueleto plaquetario. 

o Evaluar el fenotipo clínico y plaquetario de tres pacientes de dos familias 

no relacionadas con macrotrombocitopenia sindrómica asociada a 

variantes en heterocigosis compuesta en GALE. 

o Investigar el efecto funcional de las variantes genéticas identificadas en 

GALE durante la megacariopoyesis y la trombopoyesis, y su papel en la 
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glicosilación de los megacariocitos y las plaquetas utilizando un modelo 

de sobreexpresión in vitro y un cultivo ex vivo de megacariocitos de 

pacientes.   



 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  RESULTADOS 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Esta sección incluye el trabajo experimental realizado en esta tesis, incluyendo 

Material y Métodos, Resultados y Discusión. Esta sección se ha dividido en 

cuatro capítulos: 

 

Capítulo 1. Marín-Quílez A, García-Tuñón I, Fernández-Infante C, 

Hernández-Cano L, Palma-Barqueros V, Vuelta E, Sánchez-Martín M, González-

Porras JR, Guerrero C, Benito R, Rivera J, Hernández-Rivas JM, Bastida JM. 

Characterization of the Platelet Phenotype Caused by a Germline RUNX1 

Variant in a CRISPR/Cas9-Generated Murine Model. Thrombosis and 

Haemostasis. 2021;121(9):1193-1205. doi: 10.1055/s-0041-1723987. PMID: 

33626581.  

 

Capítulo 2. Marin-Quilez A, Sanz D, del Rey M, Ordoñez JL, Diaz-Ajenjo L, 

González-Porras JR, Guerrero C, Pérez-Losada J, Rivera J, Hernández-Rivas 

JM, Benito R, García-Tuñón I, Bastida JM. Expanding the role of germline 

RUNX1 variants in leukemogenesis in a murine model generated by 

CRISPR/Cas9. Manuscript in preparation. 

 

Capítulo 3. Marín-Quílez A, Vuelta E, Díaz-Ajenjo L, Fernández-Infante C, 

García-Tuñón I, Benito R, Palma-Barqueros V, Hernández-Rivas JM, González-

Porras JR, Rivera J, Bastida JM. A novel nonsense variant in TPM4 caused 

dominant macrothrombocytopenia, mild bleeding tendency and disrupted 

cytoskeleton remodeling. Journal of Thrombosis and Haemostasis. 

2022;20(5):1248-1255. doi: 10.1111/jth.15672. PMID: 35170221 

 

Capítulo 4. Marín-Quílez A, Di Buduo CA, Díaz-Ajenjo L, Abbonante V, 

Vuelta E, Soprano P, Miguel-García C, Santos-Mínguez S, Serramito-Gómez I, 

Ruiz-Sala P, Peñarrubia MJ, Pardal E, Hernández-Rivas JM, González-Porras 

JR, García-Tuñón I, Benito R, Rivera J, Balduini A, Bastida JM. Novel variants 

in GALE cause syndromic macrothrombocytopenia by disrupting 

glycosylation and thrombopoiesis. Blood. Second revision. 

 

 

 



   

 

Todos ellos se han desarrollado para cumplir el objetivo general de este 

trabajo y dan título a la tesis doctoral: "Caracterización de nuevos genes y 

variantes implicados en los Trastornos Plaquetarios Congénitos: de los 

datos genómicos a los estudios funcionales". 

 

Al final de cada capítulo se incluye el material suplementario correspondiente 

a cada uno de los apartados indicados. 

 

Además, una Discusión General, con datos adicionales y que comprende 

toda la investigación, se aborda en una sección separada de esta tesis. 
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Caracterización del fenotipo plaquetario causado por una 

variante germinal en RUNX1 en un modelo murino generado por 

CRISPR/Cas9. 

 

Introducción 

El trastorno plaquetario congénito con predisposición a leucemia mieloide 

aguda (FPD/AML) está causado por variantes germinales en RUNX1. Posee 

herencia autosómica dominante y suele cursar con trombocitopenia 

leve/moderada con volumen plaquetario normal y/o aumento de la clínica 

hemorrágica por disfunción plaquetaria, si bien los mecanismos de patogenicidad 

son muy heterogéneos. Además, los pacientes tienen riesgo de desarrollar 

hemopatía maligna. Dado que no hay un método diagnóstico definitivo, se 

emplea la secuenciación masiva para su diagnóstico genético. Sin embargo, es 

necesario definir la patogenicidad de las variantes encontradas y, para ello, se 

siguen las recomendaciones del Colegio Americano de Genética Molecular. No 

obstante, para demostrar la relación final de causalidad y los mecanismos 

subyacentes etiopatogénicos, los modelos celulares y/o animales pueden ser de 

gran utilidad. 

Objetivo 

Generación de un modelo murino portador de la variante germinal 

p.Leu43Ser en RUNX1 (p.Leu56Ser en humanos) mediante la tecnología de 

edición genómica CRISPR/Cas9. Caracterización fenotípica y funcional del 

trastorno plaquetario, e identificación de los mecanismos de patogenicidad. 

Metodología 

La generación del modelo murino knock-in se realizó mediante la tecnología 

de edición genómica CRISPR/Cas9 en su variante Cas9 doble-nickasa. Se 

diseñaron dos guías dirigidas frente al exón 2 de RUNX1 flanqueando el sitio 

diana a mutar. Las guías, el RNA codificante para la nucleasa y el DNA molde 

con la mutación p.Leu43Ser fueron microinyectados en zigotos de la cepa 

C57BL/6J e implantados en hembras CD1 pseudopreñadas. Los ratones nacidos 

se secuenciaron para seleccionar los portadores de la variante. La función 
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plaquetaria se evaluó en un total de 75 ratones; 25 de cada genotipo 

(RUNX1WT/WT, RUNX1WT/L43S, RUNX1L43S/L43S). El tiempo de sangrado se evaluó 

mediante cortes de cola. La caracterización fenotípica y funcional se realizó por 

citometría de flujo, y se determinó el recuento de plaquetas CD41+, la secreción 

de gránulos α y δ (CD62P, CD63); la activación de la integrina αIIbβ3 (JON/A, 

fibrinógeno); y agregación plaquetaria (CD9). Se empleó microscopía confocal 

para evaluar la adhesión, capacidad de spreading, y niveles de fosforilación de 

PKC. Los agonistas utilizados fueron: trombina (0,1-1U/mL), PMA (3µM) y ADP 

(30µM).  

Resultados 

En general, los ratones RUNX1L43S/L43S y RUNX1WT/L43S mostraron un tiempo 

de sangrado de la cola significativamente mayor que los ratones RUNX1WT/WT, lo 

que indica que la variante juega un papel importante en la hemostasia. Sin 

embargo, sólo los ratones homocigotos mostraron una leve trombocitopenia. Los 

ratones RUNX1L43S/L43S y RUNX1WT/L43S presentaron una menor secreción de los 

gránulos α, sin diferencias en la liberación de los gránulos δ. Los niveles de 

activación de la integrina αIIbβ3, la unión del fibrinógeno y la agregación 

plaquetaria fueron significativamente más bajos en las plaquetas de 

RUNX1L43S/L43S y RUNX1WT/L43S que en RUNX1WT/WT, tras la estimulación con los 

agonistas PMA, ADP y altas dosis de trombina. Sin embargo, no se encontraron 

diferencias en la agregación empleando bajas dosis de trombina y CaCl2 2mM. 

Estos resultados sugieren una alteración en la segunda ola de activación por 

trombina, dependiente de PKC, sin afectación de la primera ola de activación 

plaquetaria por trombina dependiente de calcio. Los niveles disminuidos de 

fosfo-PKC tras la activación con trombina 1U/mL y, principalmente, con PMA, en 

RUNX1L43S/L43S y RUNX1WT/L43S vs. RUNX1WT/WT confirmaron la alteración 

funcional en PKC. Por último, no se detectaron diferencias en la capacidad de 

adhesión plaquetaria entre ratones de los tres genotipos. Sin embargo, las 

plaquetas de los ratones RUNX1L43S/L43S y RUNX1WT/L43S presentaron una 

disminución de la capacidad de spreading tras 15 y 30 minutos de estímulo con 

trombina respecto a plaquetas control, demostrando una alteración de la vía de 

señalización plaquetaria inside-out, que justifica el retraso en la retracción del 

coágulo observada en los ratones RUNX1L43S/L43S. 
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Conclusiones 

Se ha realizado con éxito la edición genómica mediante CRISPR/Cas9 en 

línea germinal, generando el un modelo murino portador de la variante 

p.Leu43Ser en RUNX1, demostramos la viabilidad y utilidad de generar un 

modelo animal para evaluar la patogenicidad de variantes germinales en RUNX1 

identificadas en humanos. La disfunción plaquetaria causada por la variante 

p.Leu43Ser en RUNX1 se relaciona con hipo-activación de la integrina αIIbβ3, y 

una alteración funcional en la vía de señalización mediada por PKC. Ellos se 

refleja en un defecto de agregación, secreción de gránulos α y spreading 

plaquetario. 
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Expandiendo el papel de las variantes germinales de RUNX1 en 

la leucemogénesis en un modelo murino generado por 

CRISPR/Cas9. 

 

Introducción 

Las variantes germinales en RUNX1 provocan el Trastorno Plaquetario 

Congénito con Predisposición a Leucemia Mieloide (FPD/AML). Se estima que 

en el 40% de los casos desarrollan una hemopatía maligna al adquirir un 

segundo evento somático, aunque los mecanismos de leucemogénesis no están 

bien esclarecidos. Los modelos celulares y/o animales nos pueden ayudar para 

determinar la patogenicidad de las variantes en RUNX1, y su potencial 

mecanismo leucemogénico. 

Objetivos 

Caracterización de la leucemogénesis en un modelo murino knock-in 

generado por CRISPR/Cas9 portador de la variante germinal p.Leu43Ser en 

RUNX1, e identificación de segundos eventos y genes transcripcionalmente 

desregulados. 

Metodología 

Se estudiaron 75 ratones; 25 de cada genotipo (RUNX1WT/WT, RUNX1WT/L43S, 

RUNX1L43S/L43S). Se analizaron las poblaciones maduras e inmaduras por 

citometría de flujo (CF) (Gr1*FITC, Mac1*PE, CD45*PerCPCy5.5, ckit*PECy7, 

CD3*APC, B220*APCH7, Sca1*PB) en sangre periférica (SP) cada 3 meses, en 

médula ósea (MO) y bazo. Los estudios de morfología/anatomía patológica se 

realizaron de muestras de MO y bazo al sacrificar los ratones (punto final: 22 

meses, o por síntomas de enfermedad). Para detectar segundo eventos, se 

secuenciaron todos los exones de RUNX1 y se analizaron genes desregulados 

en MO de 3 ratones / genotipo mediante RNA-seq. El análisis de la expresión 

diferencial entre los grupos experimentales se realizó con DESeq2 y goseq. 

 

 



Resumen - Resultados   

 

230 

Resultados 

Hemos detectado la presencia de células aberrantes mieloides Mac1+ Sca1+ 

ckit- en SP de dos ratones RUNX1L43S/L43S: en Hom1 un 15,3% a los 15 meses 

y; Hom2 un 7,3% a los 20 meses, mientras que se detectaron un 2,4% de células 

aberrantes en sólo un ratón RUNX1WT/L43S (Het1) a los 21 meses de edad. Las 

células Mac1+ Sca1+ ckit- estaban presentes tanto en MO como en bazo en los 

tres ratones afectos. Además, la MO mostraba distribuciones anómalas de las 

diferentes series hematopoyéticas e hipercelularidad, mientras que el bazo de 

los ratones Hom1 y Hom2 mostró una desestructuración de la pulpa blanca/roja 

del bazo, con presencia de células apoptóticas, y esplenomegalia. No se 

detectaron células Mac1+ Sca1+ ckit- en ningún ratón RUNX1WT/WT. Los análisis 

de DNA-seq no mostraron mutaciones somáticas adicionales en RUNX1 en los 

tres ratones enfermos. Sin embargo, los estudios de RNA-seq mostraron 698 

genes significativamente desregulados en los 3 ratones enfermos vs. 6 ratones 

RUNX1WT/WT, RUNX1WT/L43S y RUNX1L43S/L43S sanos, destacando la 

sobrexpresión de Rapgef1, cuya alteración se ha relacionado previamente con 

leucemia mieloide crónica y tumores sólidos.   

Conclusión 

Hemos identificado células aberrantes en 2 ratones con la variante 

RUNX1 p.Leu43Ser en homocigosis y en un ratón heterocigoto. No se han 

identificado mutaciones somáticas en RUNX1 adicionales. Estos ratones 

presentan una sobreexpresión de Rapgef1, lo que podría sugerir un nuevo 

mecanismo de progresión leucémica que requiere estudios adicionales. 
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Una nueva variante de codón de parada en TPM4 causa 

macrotrombocitopenia dominante, una leve tendencia a la 

hemorragia y una alteración de la remodelación del 

citoesqueleto. 

 

Introducción 

Las macrotrombocitopenias congénitas (MCTP) son trastornos raros y 

heterogéneos causados por alteraciones en genes implicados en las diferentes 

fases de la megacariopoyesis, la trombopoyesis y/o la liberación de plaquetas. 

Su diagnóstico supone un reto debido a la escasa especificidad de los ensayos 

funcionales de caracterización plaquetaria, el gran número de genes 

involucrados en la enfermedad y la difícil evaluación de la patogenicidad de las 

nuevas variantes detectadas mediante el estudio molecular por secuenciación 

masiva. 

Objetivo 

Caracterización del fenotipo clínico y de laboratorio, e identificación de la 

alteración molecular subyacente, en un pedigrí con trombocitopenia de etiología 

incierta. 

Metodología 

Se estudió mediante secuenciación del exoma completo (WES) una familia con 

5 miembros afectos de macrotrombocitopenia autosómica dominante y sangrado 

variable, dentro del Proyecto Español de Caracterización de Trastornos 

Plaquetarios Congénitos. El fenotipo hemorrágico (BS) se evaluó usando la 

escala ISTH-BAT. La caracterización funcional incluyó: hemograma y frotis de 

sangre periférica, agregometría (LTA), citometría de flujo (CMF) y Western-Blot 

(WB). Las proteínas del citoesqueleto y el spreading plaquetario se analizaron 

por inmunofluorescencia (IF) sobre fibrinógeno. Los niveles de mRNA de las 

tropomiosinas 1-3 se evaluaron mediante qPCR. 
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Resultados 

Las características de los pacientes se muestran en la Tabla 1. La propositus era 

una mujer de 40 años con macrotrombocitopenia leve crónica y sangrado 

moderado (II-2). Mediante WES identificamos una nueva variante nonsense 

(c.322C>T; p.Gln108*) en TPM4 (NM_003290.3). La LTA mostró una moderada 

hipo-respuesta a bajas dosis de epinefrina y ADP. La CMF mostró una expresión 

normal de las glicoproteínas de superficie (GPIX, GPIb, GPVI, αIIbβ3) y de la 

secreción de gránulos α/δ. Mediante inmunoblotting detectamos niveles de 

TPM4 significativamente reducidos respecto a plaquetas control. Los niveles de 

mRNA de TPM2 y TPM3 en la enferma fueron 8 y 14 veces (respectivamente) 

más altos que en los controles, sugiriendo un posible mecanismo compensatorio. 

El spreading plaquetario de los afectos (II.2, II.4) estaba alterado respecto a 

controles y familiar no portador (II.3), con disminución en la formación de 

filipodios y lamelipodios tras la estimulación con TRAP-6 y CRP. La localización 

celular de TPM4 en las plaquetas activadas del paciente fue anómala, sin 

alteración de la de otras proteínas del citoesqueleto (actina, actinina-1, β-tubulina 

y miosina-9). 

Conclusión 

Hemos identificado y caracterizado una nueva variante patogénica de tipo 

nonsense (p.Gln108*) en TPM4 asociada a macrotrombocitopenia familiar con 

efecto deletéreo en la agregación y en el spreading plaquetario. Ello refuerza el 

papel funcional de TPM4 en la correcta remodelación del citoesqueleto. Nuestro 

estudio expande y consolida la patología TPM4-RT y apoya la inclusión de TPM4 

como gen Tier1 (criterios ISTH), relacionado con MCTP congénitas.  

 

Tabla 1: Caracteristicas clínicas de los miembros de la familia. 

Paciente Edad 
Plaquetas 
(x109/L) 

MPV 
(fL) 

BS 
Variante en TPM4 

(p.Gln108*) 

I-1 60 145 12.7 2 Heterocigoto 

I-2 64 121 13.5 2 Heterocigoto 

II-1 34 140 11.8 4 Heterocigoto 

II-2 40 111 14.7 6 Heterocigoto 

II-3 36 180 10.9 2 WT 

II-4 33 124 13.4 0 Heterocigoto 
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Nuevas variantes en GALE causan macrotrombocitopenia 

sindrómica alterando la glicosilación y la trombopoyesis. 

 

Introducción 

La glicosilación es un proceso clave para la correcta megacariopoyesis y la 

formación de las plaquetas. La enzima UDP-galactosa-4-epimerasa, codificada 

por GALE, está implicada en el metabolismo de la galactosa y en la glicosilación 

de glucoproteínas (GP). Se desconocen los mecanismos biológicos implicados 

en la trombocitopenia de pacientes con alteraciones genéticas en GALE. 

Objetivo 

Evaluar el fenotipo clínico y plaquetario en tres pacientes con 

macrotrombocitopenia sindrómica asociada a variantes en GALE, e investigar el 

papel de GALE en la glicosilación y la trombopoyesis. 

Metodología 

Secuenciamos el exoma completo (WES) en 3 pacientes con 

macrotrombocitopenia sindrómica grave, diátesis hemorrágica moderada, 

retraso mental, prolapso de válvula e insuficiencia mitrales, cataratas, ictericia y 

hepatomegalia, reclutados en el proyecto multicéntrico del Grupo Español de 

Alteraciones Plaquetarias Congénitas (GEAPC). La caracterización fenotípica 

plaquetaria incluyó recuento sanguíneo completo, frotis de sangre periférica, 

agregometría, análisis de citometría de flujo de las principales glucoproteínas de 

superficie y secreción de gránulos inducida por agonistas. La actividad 

enzimática de la UDP-galactosa-4-epimerasa se midió por HPLC/MS/MS. La 

megacariopoyesis se evaluó mediante el cultivo de megacariocitos (Mk) a partir 

de CD34+ purificados de sangre de pacientes, de un control sano, y de CD34+ 

de sangre de cordón umbilical. Los niveles de GALE, N-acetil-lactosamina 

(LacNac), Caspasa 8, GPIbα, integrina β1, integrina β3 y factor von Willebrand 

(FvW) se evaluaron por Western-blotting (WB) en lisados de plaquetas y Mks, 

y/o por inmunofluorescencia (IF). 
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Resultados 

Identificamos en las familias 2 heterocigosis compuestas en GALE:  Pedigrí 

A: p.Lys78ValfsX32 y p.Thr150Met; Pedigrí B: p.Val128Met y p.Leu223Pro. El 

estudio plaquetario de los tres pacientes mostró plaquetas gigantes y/o grises, 

alteración de la agregación plaquetaria con varios agonistas, reducción severa 

de la secreción de gránulos alfa (P-selectina) y densos (CD63), y una función 

normal de la integrina αIIbβ3. La actividad enzimática de GALE y sus niveles 

proteicos en plaquetas y Mks estaban reducidas significativamente en todos los 

pacientes. Además, los ensayos en Mks de cordón umbilical mostraron 

expresión de GALE en la fase tardía de la megacariopoyesis a nivel del retículo 

endoplasmático (RE).  

El cultivo de Mks del paciente del pedigree B (B.II.2) mostró ploidía y 

maduración normal, así como niveles totales de integrina β3, GPIbα e integrina 

β1 similares a los Mk control. Sin embargo, la expresión en superficie de GPIbα 

y de β1 estaba reducida, sugiriendo una alteración en su externalización. Los 

WB revelaron bandas de GPIbα e integrina β1 de menor peso molecular en los 

Mk de B.II.2 vs. los del control sano, compatible con su hipoglicosilación. Los 

estudios de IF demostraron que ambas proteínas quedan retenidas en el RE. 

Además, observamos deslocalización del FvW en la membrana de los Mks. 

Estos hallazgos se relacionan con el defecto de formación de proplaquetas y la 

expresión reducida de GPIbα-IX-V y la integrina β1 en la superficie plaquetaria 

observada tanto por WB como por CMF. Finalmente, las plaquetas de los 

enfermos mostraron una disminución significativa de LacNAc, acorde con una 

hipoglicosilación plaquetaria, y niveles elevados de caspasa 8 activa, sugiriendo 

una apoptosis incrementada.  

Conclusiones 

Nuestro estudio confirma que GALE tiene un papel crítico en trombopoyesis. 

Por primera vez, demostramos que la trombocitopenia sindrómica asociada a 

GALE se debe a una glicosilación alterada de la integrina β1 y del complejo GPIb-

IX-V, que impide su externalización y su participación crítica en la formación de 

proplaquetas. También se desvela el papel de un mayor aclaramiento 

plaquetario en esta enfermedad, debido a la hipoglicosilación de las plaquetas. 
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Por último, demostramos por primera vez el papel de las variantes en GALE con 

una alteración de la función plaquetaria, asociado a una severa reducción de la 

liberación de los gránulos α/δ, agregación alterada con múltiples agonistas, sin 

afectación de la función de la integrina. Estos nuevos hallazgos pueden tener 

implicaciones en el tratamiento de estos pacientes. 
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Los Trastornos Plaquetarios Congénitos [CPDs] son un amplio grupo de 

enfermedades raras asociados frecuentemente a trombocitopenia y/o 

hemorragias, pero que también predisponen a complicaciones severas, tales 

como neoplasias hematológicas o manifestaciones multisistémicas. Los 

pacientes con CPDs representan un reto diagnóstico debido a la gran 

heterogeneidad de los trastornos, con múltiples genes implicados en el 

desarrollo de la enfermedad que pueden dar lugar a fenotipos clínicos y de 

laboratorio diversos, pero a la vez coincidentes.79,85,89 Sin embargo, actualmente 

nos encontramos ante una revolución en el diagnóstico genético y molecular 

debido al desarrollo de los métodos de secuenciación de alto rendimiento [HTS]. 

Esta tecnología proporciona de forma rápida y económica una gran cantidad de 

información genómica, facilitando la identificación de variantes genéticas 

subyacentes a enfermedades con base molecular, y que está sustituyendo 

potencialmente a las herramientas de secuenciación convencionales.158,194,204,207 

En este contexto, nuestro grupo en Salamanca ha sido pionero en el uso de 

HTS para el estudio de pacientes con CPDs involucrados en el proyecto 

"Caracterización funcional y molecular de pacientes con Trastornos Plaquetarios 

Hereditarios", por parte del Grupo Español de Alteraciones Plaquetarias 

Congénitas (GEAPC) (https://www.seth.es/index.php/investigacion.html) 

mediante el uso de un panel diseñado y validado de 72 genes,158 y 

posteriormente, una versión actualizada de 85 genes.283 Este enfoque se ha visto 

reflejado en un beneficio directo en la eficacia diagnóstica, que ha pasado del 

38% obtenido con las técnicas diagnósticas convencionales al 70% derivado del 

uso de herramientas HTS dirigidas a genes previamente descritos.158,194,204,207 

Por ello, este enfoque se ha incorporado a la práctica clínica habitual.97,158 

Sin embargo, el amplio uso de la HTS en los laboratorios clínicos y de 

investigación ha llevado a un aumento de la detección de variantes en línea 

germinal de significado desconocido en genes implicados en hematopoyesis y 

diferenciación de linaje que contribuyen a las neoplasias mieloides.163,164 Aunque 

se han establecido recomendaciones de la ACMG / AMP para clasificar las 

variantes,162 existe una variabilidad interlaboratorio o interpretaciones 

alternativas para muchas variantes genéticas, especialmente para las variantes 

https://www.seth.es/index.php/investigacion.html
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nuevas. Por lo tanto, se clasifican como significado incierto o de forma 

discordante entre diferentes laboratorios.208 

La curación de variantes genéticas asociadas a estas enfermedades es 

relevante, y se está llevando a cabo actualmente por el Clinical Genome 

Resource (ClinGen) mediante paneles de expertos en curación de variantes. 

Este enfoque permite clasificar una variante genómica en un espectro que va 

desde patogénico a benigno, en lo relativo a una enfermedad concreta y a un 

patrón de herencia.81,83 Hasta la fecha, sólo se han reportado reglas 

específicamente adaptadas de la ACMG / AMP para RUNX1,164,165 y para 

ITGA2B / ITGB3 en la trombastenia de Glanzmann autosómica recesiva.166 

Gracias a este abordaje, se reclasificó la patogenicidad de varias variantes en 

RUNX1 descritas en pacientes: entre las 80 variantes de significado incierto 

[VUS] descritas anteriormente, 30 se reclasifican ahora como variantes benignas 

o patogénicas.164,165 Esta mejora en la clasificación de las variantes es esencial, 

ya que puede proporcionar dianas específicas para la detección temprana de la 

neoplasia mieloide o para futuras terapias.164,284 

Sin embargo, siguen existiendo controversias en torno a las variantes 

missense germinales en RUNX1, especialmente fuera del runt homology domain 

(RHD).285 De estas variantes, la variante c.167T>C [p. Leu56Ser], localizada en 

la región N-terminal de RUNX1,286 suscita controversia sobre si se trata de un 

alelo que predispone a la leucemia o de un polimorfismo benigno.287 Esta 

variante se ha encontrado en algunos pacientes con sospecha clínica y de 

laboratorio de FPD/AML, según han descrito varios grupos.286,288,289 Pero 

también es una variante relativamente frecuente en la población general (MAF: 

0,0127 en GnomAD), lo que centra su clasificación como benigna.164,165,290 

También se puede encontrar una clasificación de patogenicidad discrepante en 

varias bases de datos (COSMIC: Patogénica; dbSNP: Probablemente Benigna; 

ClinVar: Benigna), y según su predicción in-silico (MutationTaster: Causante de 

enfermedad; PROVEAN: Neutral; SIFT: Tolerada).  

Recientemente, Decker et al. publicaron la caracterización funcional de nueve 

variantes VUS en RUNX1 previamente reportadas, utilizando 6 variantes 

patogénicas conocidas y RUNX1 normal como controles. Así, se describió que 
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p.Leu56Ser tiene una dimerización normal con CBFβ y una correcta fosforilación 

de RUNX1, pero una activación transcripcional reducida de genes como rETV1 

y rCSF1R.291 Además, Koh et. al describieron la inhabilidad de RUNX1 

p.Leu56Ser para unirse a MLL, lo que sugiere un nuevo modelo de 

leucemogénesis relacionado con la variante.288 

Para esclarecer definitivamente la controversia sobre la patogenicidad de la 

variante RUNX1 p.Leu56Ser, pero también para dilucidar los mecanismos de 

patogénesis molecular, desarrollamos mediante la herramienta de edición del 

genoma CRISPR/Cas9 un modelo murino knock-in portador de la variante 

p.Leu43Ser, imitando la alteración humana.253  

En general, los recuentos de plaquetas en pacientes con FPD/AML suelen 

ser leve a moderadamente bajos (70-145 × 109/L), pero también pueden ser muy 

bajos o estar dentro del rango bajo-normal en los pacientes.292,293 En este 

contexto, observamos que los ratones RUNX1L43S/L43S tenían un recuento de 

plaquetas leve, pero significativamente más bajo que los ratones RUNX1WT/L43S 

y RUNX1WT/WT. Los ratones RUNX1WT/L43S no presentaron trombocitopenia. Sin 

embargo, tanto los ratones RUNX1L43S/L43S como los RUNX1WT/L43S tuvieron 

tiempos de sangrado más largos que los RUNX1WT/WT, lo que indica que la 

variante RUNX1 p.Leu43Ser tiene un efecto sobre la hemostasia. Los estudios 

funcionales de las plaquetas mostraron una reducción de la unión al fibrinógeno 

y de la agregación plaquetaria en RUNX1L43S/L43S y RUNX1WT/L43S en 

comparación con RUNX1WT/WT tras el tratamiento con trombina, PMA y ADP, sin 

diferencias tras la estimulación con CRP. Se observó una disminución de la 

respuesta plaquetaria similar en los ratones RUNX1L43S/L43S y RUNX1WT/L43S al 

evaluar los gránulos α, sin cambios en la secreción de gránulos δ. Estos 

hallazgos son bastante diferentes de los observados en muchos pacientes con 

FPD/AML, en los que se ha informado previamente tanto de la disfunción de la 

secreción de gránulos como de la activación anormal de la integrina αIIbβ3.294–

296 Sin embargo, pone de manifiesto la heterogeneidad de la disfunción 

plaquetaria en los portadores de variantes en RUNX1.  

Además, observamos una correlación entre el genotipo y el fenotipo, ya que 

los ratones RUNX1L43S/L43S mostraban una función notablemente más disminuida 
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que el genotipo RUNX1WT/L43S, de acuerdo con resultados anteriores que 

demostraban la importancia de la carga alélica y los niveles de RUNX1 en la 

presentación de la enfermedad.297 

La heterogeneidad fenotípica en las familias con variantes germinales en 

RUNX1 implica que las alteraciones genómicas o epigenéticas adicionales 

pueden ser modificadores importantes tanto de la penetrancia como del fenotipo 

en relación con el desarrollo de una neoplasia hematológica.298 RUNX1 podría 

actuar como un evento desencadenante tardío de estados preleucémicos 

hereditarios, forzando la adquisición de diferentes alteraciones moleculares 

cooperantes.299,300 Los portadores pueden presentar evidencias de alteraciones 

premalignas en la médula ósea, siendo la dismegacariopoyesis la más 

común;40,301 o, en algunos casos, tienen una expresión aberrante de marcadores 

de superficie celular, como el CD123, que es un marcador caracterizado de las 

células madre leucémicas.302  

Para descubrir el papel de la variante p.Leu56Ser en la progresión leucémica 

y el segundo evento que promueve la enfermedad, seguimos las poblaciones 

hematopoyéticas maduras e inmaduras en nuestro modelo de ratón durante toda 

la vida. Detectamos la presencia de una población mieloide aberrante Mac1+ 

Sca1+ ckit-, descrita previamente como células leucémicas,303 en la sangre 

periférica de dos ratones homocigotos: 15,3% en Hom#1 a los 15 meses, y 7,3% 

en Hom#2 a los 20 meses, mientras que sólo un ratón heterocigoto (Het#1) 

mostraba un 2,4% de células aberrantes a los 21 meses de edad. De hecho, las 

células Mac1+ Sca1+ ckit- estaban presentes tanto en la médula ósea como en el 

bazo de los tres ratones afectos, mientras que no se detectaron células Mac1+ 

Sca1+ ckit- en ninguno de los ratones RUNX1WT/WT. 

El segundo evento más frecuente es la alteración somática de RUNX1 en 

lugar de otros remodeladores de la cromatina y reguladores transcripcionales 

diferentes, como GATA2, BCOR, PHF6 y WT1.117,293,304 No se han observado 

variantes somáticas en RUNX1 en los portadores antes del desarrollo de la 

neoplasia, mientras que se han notificado variantes somáticas premalignas en 

TET2, DNMT3A, KRAS y SRSF2.117,293  Las alteraciones en estos genes indican 

el potencial de la evolución de los estados preleucémicos a leucémicos de las 
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mutaciones genéticas somáticas. Mecánicamente, la adquisición de alteraciones 

somáticas patogénicas secundarias puede ser el resultado de un aumento de los 

procesos mutagénicos en los portadores de variantes germinales en RUNX1, 

caracterizados por una hematopoyesis clonal de inicio temprano, y como 

resultado de las vías de reparación del ADN desreguladas asociadas a las estas 

alteraciones de RUNX1.298,299,305 

Nuestros análisis de secuenciación del ADN en los tres ratones afectados no 

mostraron variantes somáticas adicionales en Runx1. Sin embargo, los estudios 

de RNA-seq mostraron 698 genes significativamente desregulados en los 3 

ratones Mac1+ Sca1+ ckit- frente a los 6 sanos RUNX1WT/WT, RUNX1WT/L43S y 

RUNX1L43S/L43S sanos, destacando la sobreexpresión de Rapgef1 (también 

conocido como C3G), que es un factor de intercambio de nucleótidos de guanina 

que activa a las GTPasas de Rap1 con una función relevante en la hemostasia 

plaquetaria,306-308 y cuya alteración se ha relacionado previamente con la 

leucemia mieloide crónica y los tumores sólidos.308-310 De hecho, hemos 

detectado en nuestros ratones afectos que el fenotipo más agresivo de la 

enfermedad se asocia con una mayor expresión de Rapgef1, ya que los ratones 

Hom#1 y Hom#2 presentaron una mayor sobreexpresión del gen que los ratones 

Het#1, que presentaron niveles similares a los ratones no afectos. 

Anteriormente describimos en el modelo murino la disfunción de la vía de 

señalización PKC-α/β, sin alteraciones en los niveles transcripcionales, como el 

mecanismo implicado en el trastorno plaquetario. Curiosamente, nuestro RNA-

seq reveló la sobreexpresión de Rapgef1 en los ratones leucémicos, cuya 

función se ha descrito que está regulada por la PKC.306,307  

Estos resultados sugieren que la variante murina p.Leu43Ser se asocia con 

un aumento de la hemorragia debido a una disfunción moderada de las plaquetas 

causada por la reducción de la activación de la integrina αIIbβ3, la secreción de 

gránulos α, la alteración de la capacidad de spreading sin alteraciones en la 

adhesión plaquetaria y la disminución de la retracción del coágulo, siendo más 

significativa en el estado homocigoto. De hecho, la variante en heterocigosis se 

asocia a una débil predisposición y a una aparición tardía de células aberrantes 

(4%, a los 21 meses), correlacionándose con el fenotipo benigno asociado a la 



Resumen - Discusión 

 
248 

variante RUNX1 p.Leu56Ser en el ámbito clínico,287 pero con un fenotipo más 

agresivo en los ratones homocigotos (8% de los ratones afectados, a los 15-20 

meses), asociado a una mayor sobreexpresión de Rapgef1, y a una notable 

afectación de la médula ósea y el bazo. Estos datos sugieren un mecanismo 

novedoso de disfunción plaquetaria y progresión de neoplasias hematológicas. 

Sin embargo, estos resultados deben ampliarse y confirmarse mediante el 

estudio de pacientes y de más variantes en la línea germinal del gen RUNX1, ya 

que los modelos murinos no reproducen completamente la enfermedad 

humana.252 

A pesar de la importante mejora en el diagnóstico de los Trastornos 

Plaquetarios Congénitos basado en la secuenciación por paneles de genes y en 

la caracterización funcional de variantes de significado incierto para establecer 

el vínculo causal genotipo-fenotipo, como demostramos en la Sección de 

Resultados - Capítulo 1 y Capítulo 2, muchos pacientes siguen sin conseguir un 

diagnóstico definitivo (el 30% en nuestra cohorte específica).158,283 El principal 

problema de la secuenciación de paneles de genes es el limitado número de 

genes y regiones de interés que pueden analizarse, ya que requiere un diseño 

previo que incluya candidatos preespecíficos.97,201,208 Además, varios procesos 

de la megacariopoyesis y de la función plaquetaria no están bien caracterizados, 

lo que podría explicar que un número importante de trastornos estén causados 

por genes no descritos o bien caracterizados hasta ahora.97,161 Desde 2010, 

tanto los enfoques de WES como de WGS han permitido identificar más de 15 

nuevos genes implicados en los IT.9,25 Entre estos genes, encontramos el GNE, 

que se asoció con IT por primera vez en 2014,52 y se estableció como un nuevo 

trastorno plaquetario en 2018, con la publicación y caracterización de dos 

pedigríes no relacionados.137,138 Hasta la fecha, es el único gen Tier1 asociado 

a alteraciones en la glicosilación.81,82 De forma similar, DIAPH1 se describió por 

primera vez en 2016 mediante WES en dos pedigríes no relacionados con IT.197 

En la actualidad, se han descrito más de cinco pedigríes y se incluye también 

como gen Tier1 para trastornos plaquetarios.311-313 En cambio, otros genes como 

PTPRJ o PRKACG requieren más estudios funcionales y la demostración del 

vínculo entre genotipo-fenotipo en más pedigríes para consolidar el trastorno 

plaquetario, por lo que ambos se clasifican como genes Tier2.254,314 
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El gen TPM4, que codifica para la tropomiosina 4, se describió por primera 

vez en 2017 mediante WES en cinco miembros de dos familias no relacionadas 

portadoras de la variante p.Arg69*. Dichos pacientes mostraban una leve 

tendencia a la hemorragia y un fenotipo plaquetario casi normal.108 Hasta 2021,  

TPM4 se consideraba un gen raro implicado en las IT y estaba clasificado como 

Tier2 para los trastornos plaquetarios por el ISTH.81,82 La identificación y la 

caracterización clínica, de laboratorio y molecular de un pedigrí español con 

trombocitopenia relacionada [RT] con TPM4 (Sección de Resultados - Capítulo 

3), hizo que el SSC-GinTH de la ISTH incluyera a TPM4 entre los genes Tier1.315 

De hecho, la incorporación de este gen a la práctica clínica habitual permitió la 

identificación de otras variantes en diferentes pedigríes de todo el mundo.316 

Identificamos mediante WES una nueva variante de codón de parada (c.322 

C>T; p.Gln108*) en el dominio coiled coil de TPM4 en todos los miembros afectos 

de la familia, cuyo fenotipo se caracterizaba por una leve macrotrombocitopenia 

y tendencia a la hemorragia.109 Los portadores de la variante mostraron una 

agregación plaquetaria normal con varios agonistas, incluyendo dosis bajas de 

TRAP-6 y colágeno, pero una leve alteración y retraso en la agregación 

plaquetaria a dosis bajas de ADP y epinefrina, con niveles normales de las 

principales glucoproteínas, y una unión al fibrinógeno y secreción de gránulos α 

y δ normales, similar al fenotipo plaquetario observado previamente en los 

portadores de la variante TPM4 p.Arg69*.108 Por el contrario, se ha descrito 

recientemente que los portadores de las variantes missense p.Arg182Cys y 

p.Ala183Val presentan hemorragias relevantes, una secreción y agregación 

plaquetaria significativamente disminuida, y un recuento de plaquetas y niveles 

de TPM4 normales o ligeramente reducidos.316 Las razones de estas 

diferencias en la hemorragia y el fenotipo plaquetario en estos pacientes con 

TPM4-RT son todavía desconocidas, y requieren más investigaciones. Podemos 

especular que las variantes heterocigotas de codón de parada en TPM4, como 

p.Arg69* y p.Gln108*, causan principalmente haploinsuficiencia, lo que se 

relaciona con la reducción de los niveles de tropomiosina-4, mientras que las 

variantes missense podrían presentar un efecto dominante negativo que 

exacerbe la disfunción de TPM4 y conduzca a un trastorno plaquetario 

importante. De hecho, la formación de plaquetas es dependiente de la dosis de 
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TPM4, lo que podría justificar que ambas variantes p.Arg69* y p.Gln108* se 

asocien con la trombocitopenia, mientras que las variantes missense no lo 

hacen.108,109,316 Estos resultados sugieren que es importante no sólo la 

identificación de TPM4 como la alteración molecular causante del trastorno, sino 

que también es importante detectar el tipo de variante, ya que puede tener una 

relación con el fenotipo. 

Además, nuestro estudio expendió el papel funcional de TPM4 en la 

remodelación del citoesqueleto plaquetario. En primer lugar, observamos una 

reducción significativa en la formación de filipodios y lamelipodios, así como una 

reducción severa de las estructuras de full spreading en las plaquetas de los 

pacientes frente a las de control, lo que conduce a una función de spreading 

plaquetario alterada. Además, mostramos por primera vez que la TPM4 en las 

plaquetas de control está distribuida homogéneamente por todo el citoplasma 

junto con los filamentos de actina, mientras que la TPM4 Gln108* se acumula 

principalmente en el centro de las plaquetas del paciente, y la proteína está 

reducida en los filopodios/lamelipodios en las plaquetas en spreading. Así, esta 

alteración genética conduce a una leve reducción de la localización de TPM4 con 

otras proteínas del citoesqueleto. La reducción moderada de TPM4 en las 

estructuras de spreading podría explicar el defecto en la remodelación del 

citoesqueleto, aportando nuevos conocimientos sobre el mecanismo fisiológico 

subyacente al trastorno.  

Nuestros hallazgos apoyan el papel clave de TPM4 en las plaquetas y 

amplían el fenotipo y el genotipo de TPM4-RT, reforzando la importancia de los 

enfoques funcionales para validar las variantes encontradas por las herramientas 

de secuenciación. De forma similar, describimos las características clínicas y de 

laboratorio de tres nuevos pacientes adultos con macrotrombocitopenia 

sindrómica debida a la heterocigosidad compuesta de cuatro variantes que 

afectan al gen GALE, encontradas por WES, y demostrando la correlación entre 

las alteraciones moleculares de GALE y la alteración de la glicosilación y la 

trombopoyesis de las plaquetas y los megacariocitos (Sección de Resultados - 

Capítulo 4). 
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La primera evidencia que relaciona los defectos de GALE y las alteraciones 

hematológicas fue en 2019, cuando Seo et al. reportaron seis pacientes de un 

pedigrí con trombocitopenia grave, neutropenia febril y anemia leve, que eran 

homocigotos para la variante GALE p.Arg51Trp.142 En 2020, Febres-Aldana et 

al. describieron a un niño con fallo de la médula ósea y cardiopatía congénita 

compleja asociada a una heterocigosidad compuesta en GALE (p.Arg51Trp y 

p.Gly237Asp).143 Por último, en 2021, Markovitz et al. reportaron un paciente con 

pancitopenia y desregulación inmunitaria debido a una variante de GALE 

homocigota (p.Thr150Met).144 Aunque se han notificado tres pedigríes 

portadores de variantes en GALE asociadas a anomalías hematológicas y a 

diferentes fenotipos, no hay pruebas sobre el mecanismo que desencadena la 

enfermedad en los pacientes portadores de variantes en GALE. 

En esta tesis, hemos estudiado las variantes en GALE desde una perspectiva 

funcional, para caracterizar los mecanismos moleculares subyacentes a la 

enfermedad. En primer lugar, demostramos que el patrón de glicosilación está 

alterado en las plaquetas de los pacientes portadores de las variantes 

identificadas en GALE, descubriendo la ausencia de integrina β1 glicosilada 

madura, y una severa reducción del complejo GPIb-IX-V. Se detectaron niveles 

normales de la integrina β3, lo que sugiere una conservación sustancial de esta 

proteína en la superficie de las plaquetas. Además, las plaquetas de los 

pacientes estaban hipoglucosiladas y eran más apoptóticas. A continuación, 

desarrollamos un modelo in vitro basado en la sobreexpresión de las variantes 

en GALE en la línea celular humana K652, que se diferenciaron a un fenotipo 

similar al de los megacariocitos. Además, realizamos experimentos adicionales 

utilizando Mks diferenciados in vitro a partir de la sangre periférica del paciente. 

Esta caracterización funcional nos permitió demostrar, por primera vez, que las 

variantes en GALE no alteran la maduración de las Mks, sino que interrumpen la 

trombopoyesis, afectando al proceso de formación de las proplaquetas.  

Observamos en las Mks de los pacientes niveles normales de la GPIbα total y 

de la integrina β1, pero una disminución significativa de su expresión en 

superficie, lo que sugiere una externalización alterada de las integrinas a la 

membrana plasmática en comparación con los controles sanos. De hecho, los 

niveles totales y en membrana de la integrina β3 eran comparables a los de los 
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controles sanos. Por último, los estudios de proteína de los lisados totales de Mk 

revelaron bandas de menor peso molecular para la integrina β1 y la GPIbα, lo 

que sugiere su hipoglucosilación. Por lo tanto, la disfunción de la GALE se asocia 

con una alteración de la glicosilación y la externalización de la GPIbα y la 

integrina β1, quedando retenidas en el retículo endoplásmico de las Mks, donde 

GALE tiene su papel principal durante la megacariopoyesis tardía. La ausencia 

de ambas proteínas, junto con la deslocalización del vWF, en la membrana de 

las Mks, justifica la alteración en la formación de proplaquetas, y la producción 

de plaquetas con morfología, función y viabilidad alteradas. 

Nuestro estudio no sólo amplía el conocimiento del trastorno relacionado con 

GALE desvelando el papel esencial de GALE en la glicosilación, la formación, la 

función y la eliminación de las plaquetas, sino que también proporciona nuevas 

perspectivas para comprender los mecanismos biológicos que subyacen a la 

biología y la fisiopatología de la integrina β1 y el complejo GPIb-IX-V, que son 

proteínas clave en la producción y la función de las plaquetas. Además, 

consideramos que nuestras investigaciones demuestran la causalidad entre 

genotipo-fenotipo, y por lo tanto, GALE debería incluirse en los paneles de 

secuenciación para el cribado rutinario de los Trastornos Plaquetarios 

Congénitos. 

En resumen, la presente investigación pone de manifiesto la utilidad de las 

técnicas de secuenciación de alto rendimiento para identificar las bases 

moleculares de un grupo de trastornos ultra-raros y heterogéneos, en 

combinación con enfoques funcionales para comprender los mecanismos 

biológicos que subyacen a la fisiopatología. La combinación de ambas 

metodologías se propone como una estrategia óptima para el correcto 

diagnóstico de los Trastornos Plaquetarios Congénitos, tanto para la 

secuenciación de paneles de genes dirigidos y la validación de las variantes 

novedosas, desconocidas, o alteraciones muy controvertidas, como para el 

estudio de nuevos genes con función y significado desconocidos detectados por 

WES / WGS. De hecho, la mejora en la interpretación de nuevos genes y 

variantes mediante técnicas automatizadas en los últimos años, basadas en 

bases de datos exhaustivas que integran el fenotipo-genotipo de amplias 

poblaciones, en combinación con consorcios de expertos en la materia, facilitará 
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el diagnóstico correcto de los pacientes, proporcionando no sólo una atención 

sanitaria adecuada sino también una terapia personalizada. Por último, la 

aplicación de la tecnología CRISPR/Cas9 no sólo permite generar modelos 

experimentales que reproduzcan las variantes genéticas seleccionadas que se 

encuentran en los pacientes, sino que establece la base técnica para su posible 

uso como herramienta terapéutica en el futuro.317   

 



 

 

 
  



   
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                       CONCLUSIONES                                                    
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

 

 



  Resumen - Conclusiones 
 

 
257 

 

1. La implementación integrativa de técnicas de secuenciación de alto 

rendimiento y abordajes funcionales para caracterizar variantes en genes 

ultra raros o clínicamente relevantes son de gran utilidad e importancia en los 

Trastornos Plaquetarios Congénitos. 

 

2. El modelo murino knock-in portador de la variante RUNX1 p.Leu43Ser (que 

imita la variante humana RUNX1 p.Leu56Ser) permitió evaluar su efecto 

deletéreo en la hemostasia, basado en la hipoactivación de la integrina 

αIIbβ3, y una alteración funcional en la vía de señalización mediada por la 

PKC. Esto se refleja en un defecto de agregación, de secreción de gránulos 

α y de spreading de las plaquetas, que justifica los tiempos de sangrado 

incrementados. El fenotipo fue más notable en la homocigosis, reforzando la 

importancia de los niveles de RUNX1 en el fenotipo de la enfermedad. 

 

3. RUNX1 p.Leu43Ser en homocigosis se relaciona con la presencia de una 

población aberrante Mac1+ Sca1+ ckit-, alteraciones morfológicas de la 

médula ósea y el bazo, y una notable sobreexpresión de Rapgef1, que se 

propone como un novedoso y potencial segundo evento en la progresión de 

la enfermedad, y que requiere futuros estudios. 

 

 

4. La nueva variante de codón de parada en TPM4 p.Gln108* causó una leve 

hemorragia, una leve macrotrombocitopenia y una ligera reducción de la 

agregación plaquetaria con agonistas débiles, ampliando y consolidando el 

fenotipo clínico de la trombocitopenia relacionada con TPM4. El defecto en la 

remodelación del citoesqueleto plaquetario provocó la deslocalización de la 

tropomiosina-4 en las estructuras de spreading, lo que podría justificar el 

grave deterioro de la función de spreading plaquetario. 

 
 

5. Se detectaron cuatro variantes en GALE en tres pacientes de dos familias no 

relacionadas, con macrotrombocitopenia grave congénita, tendencia 

moderada de sangrado, retraso mental, prolapso de la válvula mitral y 

aumento de los niveles de bilirrubina. Estas variantes en GALE reducían 

gravemente los niveles y la actividad enzimática de la UDP-galactosa-4-

epimerasa en las plaquetas y los megacariocitos. 
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6. Las variantes de GALE causaron una reducción de la glicosilación de la 

GPIbα y de la integrina β1 y su externalización a la superficie de los 

megacariocitos, quedando ambas retenidas en el retículo endoplásmico, 

donde la UDP-galactosa-4-epimerasa tiene su papel principal durante la 

megacariopoyesis tardía. Esto se refleja en una disminución en la formación 

de plaquetas, y en la producción de plaquetas con morfología, función y 

viabilidad alteradas. Estos nuevos datos ponen de manifiesto el papel clave 

de la GALE en la glicosilación, producción, función y aclaramiento de las 

plaquetas. 
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TPO signaling pathway + Transcriptional Factors 

Disorder (OMIM) Gene Inheritance 
Bleeding / 

Thrombocytopenia / 
Platelet dysfunction 

Other 
manifestations 

Ref 

Congenital 
amegakaryocytic 
thrombocytopenia 
(CAMT) (604498) 

MPL AR 
Severe 
Severe 

No 

Cytopenia 
Medullar 
aplasia 

1 

THPO-RT TPHO AD/AR 

Severe 
Mild (AD) to Severe 

(AR) 
No 

Cytopenia 
Medullar 

aplasia (AR) 

2,3 

Familial platelet 
disorder with 
propensity to 
acute myeloid 

leukemia 
(FPD/AML) 
(601399) 

RUNX1 AD 

Absent to moderate 
Mild to moderate 
Platelet granule 
deficiency and 
αIIbβ3 integrin 

dysfunction 

45% AML / 
MDS 

1-3% T-ALL, 
solid tumor 

4 

ETV6-RT / 
thrombocytopenia 
Type-5 (616216) 

ETV6 AD 

Absent to mild 
Mild to moderate 
Slight, altered α-

granules 
Circulating CD34 + 

cells 

25% ALL 
during the 

childhood, 5-
10% AML, 

MDS, multiple 
myeloma, or 
polycythemia 

vera 

5 

ANKRD26-RT / 
thrombocytopenia 
Type-2 (188000) 

ANKRD26 AD 
Absent to mild 

Mild to moderate 
No 

5-10% AML / 
MDS 

High levels of 
hemoglobin 

and/or 
leukocytosis 

6 

GFI1b-RT 
(187900) 

GFI1B AD/AR 

Absent to severe  
Mild to severe + 

macro 
α/β-granule 

deficiency and 
aggregation defect. 
CD34+ abnormal 

expression 

Red blood 
cells with 

anisopoikilocyt
osis, dysplastic 

Mks, 
emperipolesis 

7,8 

GATA1-RD 
(314050;300367) 

GATA1 XL 

Mild to severe 
Mild to severe + 

macro 
Granule deficiency 

and functional defect 

Dyserythropoie
sis +/- anemia, 
β-thalassemia, 
neutropenia, 

splenomegaly,
congenital 

erythropoietic 
porphyria. 

Dysplastic Mks 

9 



 

FLI1-RT 
(61744) 

FLI1 AD/AR 

Absent to moderate  
Mild to moderate + 

macro 
Enlarged granules 

Facial, cardiac, 
and 

neurological 
malformation 

10,11 

Radioulnar 
synostosis with 

amegakaryocytic 
thrombocytopenia 

1  
(RUSAT1, 
605432) 

HOXA11 AD 
Severe 
Severe  

No 

Aplastic 
anemia; radius 

and ulna 
synostosis +/- 
other skeletal 
alterations; 

sensorineural 
hearing loss 

12 

MECOM-RT 
(including 

amegakaryocytic 
thrombocytopenia 
2 with Radioulnar 

synostosis) 
(RUSAT2) 
(616738) 

MECOM AD 
Severe 
Severe  

No 

Hyporegenerat
ive anemia. 
Radius and 

ulna 
synostosis +/- 
other skeletal 
alterations; B-
cell deficiency. 

Renal or 
cardiac 

malformations 
and 

sensorineural 
hearing loss 

13 

Thrombocytopeni
a with absent 

radii  
(TAR) (274000) 

RBM8A AR 

Severe 
Moderate to severe  

No 
 

Bilateral 
absence of 
radius +/- 

other skeletal 
abnormalities.  

Kidney, 
cardiac, or 

central 
nervous 
system 

anomalies 

14 

Roifman 
syndrome 
(616651) 

RNU4ATAC AR 

Absent to mild 
Mild to moderate + 

macro 
increased α-granule 
and dense granule 

levels 

Spondyloepiph
yseal 

dysplasia, 
growth 

retardation, 
cognitive 

delay, 
hypogammagl

obulinemia,  
reduction in B-
cell numbers 

15 

IKZF5-RT IKZF5 AD 

No  
Mild to moderate 
Fewer α and δ 

granules 

No 16 



Megakaryocyte and platelet receptors 

Disorder (OMIM) Gene Inheritance 
Bleeding / 

Thrombocytopenia / 
Platelet dysfunction 

Other 
manifestations 

Ref 

Bernard-Soulier 
syndrome (BSS) 

(231200) 

GP1BA, 
GP1BB, 

GP9 
AR 

Severe 
Moderate to severe 

+ macro 
Severe dysfunction 

of receptor 
GPIbα/IX. Absence 

aggregation with 
ristocetin 

Normal/reduced 
response to other 

agonists. Adhesion 
defect to FVW 

No 17,18 

Bernard-Soulier 
syndrome, 

monoallelic form 
(mBSS) (153670) 

Or 
 Mediterranean 

thrombocytopenia 

GP1BA, 
GP1BB 

AD 
Absent to mild 

Mild to moderate 
No 

No 19 

Platelet-type von 
Willebrand 

disease (PTvWD) 
(177820) 

GP1BA AD 

Absent to mild 
Absent to severe. 
Abnormally high 

platelet VWF binding 
and 

hyperaggregation 
with low-dose 

ristocetin due to gain 
of function variants 

in GPIbα.  

No 20 

Glanzmann 
Thrombasthenia 
(GT) (273800) 

ITGA2B, 
ITGB3 

AR 

Severe 
No 

Absent or severely 
reduced aggregation 

with all agonists. 
Absence or 

decreased αIIbβ3 
integrin.  

Absence or severely 
reduced clot 

retraction 

No 21,22 

ITGA2B/ITGB3-
RT (187800) 

ITGA2B, 
ITGB3 

AD 

Moderate 
Mild to severe 

Defective expression 
and αIIbβ3 activation 

No 23 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Von Willebrand 
disease - type 2B 
(VWD2) (613554) 

VWF AD 

Mild 
Mild + macro. 

Increased affinity for 
GPIb and enhanced 
ristocetin-induced 

platelet aggregation. 
Decreased numbers 

of Vwf. 

No 24 

GPVI collagen 
receptor defect 

(614201) 
GP6 AR 

Mild to moderate 
No 

Absent or severely 
reduced LTA with 
collagen or GPVI 

agonists. Defective 
platelet secretion 

No 25 

ADP receptor 
deficiency 
(609821) 

P2RY12 AD/AR 

Mild to moderate 
No 

Aggregation 
decreased with ADP 

No 26 

TxA2 receptor 
deficiency 
(614009) 

TBXA2R AD/AR 

Mild to moderate 
No 

Absence or severely 
reduced aggregation 
with arachidonic acid 

or TxA2 analogs 

No 27 



Intracellular Signaling Pathways 

Disorder (OMIM) Gene Inheritance 
Bleeding / 

Thrombocytopenia / 
Platelet dysfunction 

Other 
manifestations 

Ref 

SRC-RT 
(thrombocytopeni

a type-6) 
(616937) 

SRC AD 

Mild to severe 
Mild to severe + 

macro 
Granule defect 

Myelofibrosis 
and early 

edentulism, 
facila 

dysmorphia. 
Mks with 
immature 
features 

(hypolobulated 
nuclei) 

28 

KDSR-RT KDSR AR 

Moderate to severe 
Severe 

Secretion and 
activation defect 

Hyperkeratosis 
from 

pamoplantar 
and anogenital 
hyperkeratosis
/erythema to a 

Harlequin 
ichthyosis 

29 

G6b-B-RT 
(617441) 

MPIG6B AR 

Mild to moderate 
Mild to severe + 

macro 
No 

Atypical Mks  
Microcytic 
anemia, 

leukocytosis, 
myelofibrosis 

30 

Thrombocytopeni
a associated with 

sitosterolemia 

ABCG5, 
ABCG8 

AR 

Mild to moderate 
Mild to moderate + 

macro 
No 

Elevated 
plasma levels 

of plant 
sterols.  

Xanthomas in 
tendoms and 

xanthelasmas. 
Premature 

atherosclerosis
, hemolytic 

anemia with 
stomatocytosis 

31,32 

CYCS-RT 
(thrombocytopeni

a type-4) 
(612004) 

CYCS AD 
No 

Mild to moderate 
No 

No 33 

SLFN14-RT 
(616913) 

SLFN14 AD 

Moderate to severe 
Mild to moderate + 

macro 
δ granule secretion 

defect.  

No 34 



Quebec 
Syndrome (QS) 

(601709) 
PLAU AD 

Mild to moderate 
Moderate 

Absent or reduced 
aggregation with 
epinephrine. α 
granule protein 

defect.  Defect of 
procoagulant platelet 

activity and 
increased fibrinolytic 

activity 

No 35 

Stormorken 
syndrome 
(185070) 

STIM1 AD 

Mild 
Moderate 

Abnormal clot 
formation 

and retraction 

Asplenia, mild 
anemia, 

myopathy with 
tubular 

aggregates, 
congenital 

miosis, 
ichthyosis, 

short stature, 
migraine and 
mild cognitive 
impairment. 

36 

York platelet 
syndrome 

STIM1 AD 

Mild 
Moderate to severe 

Fewer α and δ 
granules, giant 
dense bodies 

Myopathy with 
rimmed 

vacuoles 

37 

Defect in TxA2 
pathway 

(176805, 231095, 
600522) 

TBXAS1, 
PLA2G4A, 

PTGS1 
AR/AD 

Absent or moderate 
No 

Reduced 
aggregation with 
arachidonic acid. 
Reduced with low 
dose of several 

agonists 

Osteoporosis 
(TBXAS1 
defect); 

recurrent 
gastrointestinal 

ulceration 
(PLA2G4A 

defect) 

38,39 

Leukocyte 
adhesion 
deficiency 

syndrome type 3 
(Kindlin-3 

deficiency) 
(612840) 

FERMT3 AR 
Severe 

No 
No 

Infections, 
poor healing, 
osteopetrosis 

40 

ABCC4-RD ABCC4 AR 

Mild 
No 

platelet δ-storage 
pool deficiency and 

impaired 
aggregation 

No 41 

CalDAG-GEF1 
defect (615888) 

RASGRP2 AR 

Moderate to severe 
No 

Impaired 
aggregation, αIIbβ3 
integrin activation  

with weak agonists.  

No 42 



Cytoskeleton regulation 

Disorder (OMIM) Gene Inheritance 
Bleeding / 

Thrombocytopenia / 
Platelet dysfunction 

Other 
manifestations 

Ref 

MYH9-RD 
(155100) 

MYH9 AD 

Absent to mild 
Mild to severe + 

macro 
No 

Basophilic 
neutrophilic 
inclusions 

(Döhle 
bodies). 

Hearing loss, 
kidney 

disease, liver 
disease, 
cataracts 

43,44 

Wiskott-Aldrich 
syndrome (WAS) 

(301000) 
WAS XL 

Severe 
Severe + micro 

No 

Immunodeficie
ncy, eczema, 
lymphoprolifer

ative and 
autoimmune 

disorders 

45 

X-linked 
thrombocytopenia 

(XLT or 
thrombocytopenia 
type-1) (313900) 

WAS XL 

Absent to moderate 
Moderate to severe 

+ micro 
No 

Possible 
immunodeficie
ncy and mild 

eczema. 
Increased risk 
of malignancy 

and 
autoimmune 

disorders 

45 

FLNA-RT FLNA XL 
Mild 

Moderate + macro 
No 

Nodular 
periventricular 
heterotopia; 

skeletal 
malformations, 

mental 
retardation, 
heart valve 
dystrophy, 
intestinal 

obstruction, 
bone dysplasia 

46 

DIAPH1-RT DIAPH1 AD 
Absent to mild 
Mild + macro 

No 

Moderate 
fluctuating 

neutropenia 
with low to 
moderate 

infectious risk; 
early 

sensorineural 
deafness 

47 



ARPC1B-RT 
(617718) 

ARPC1B AR 

Moderate 
Moderate to severe+ 

micro 
No 

Eosinophilia, 
immune-
mediated 

inflammatory 
disease, 

lymphadenopa
thy, eczema,  

hepato-
splenomegaly.  

Impaired 
growth 

48 

ACTB-RT ACTB AD 

No 
Mild to moderate + 

macro 
No 

Leucocytosis 
with 

eosinophilia or 
leukopenia.  

Microcephaly, 
minor facial 
anomalies, 

developmental 
delay and mild 

intellectural 
disability 

49 

ACTN1-RT 
(615193) 

ACTN1 AD 

Absent to mild 
Mild to moderate + 

macro 
Moderate  

No 50 

TPM4-RT  TPM4 AD 
Absent to mild 
Mild + macro 

No 
No 51,52 

TUBB1-RT 
(613112) 

TUBB1 AD 

Absent to mild 
Mild to moderate + 

macro 
No 

No 53 

FYB-RT (ADAP-
RT or 

thrombocytopenia 
type-3) (273900) 

FYB AR 

Mild to moderate 
Moderate to severe 

+ micro 
Baseline platelet 
hyperactivation. 

Impaired activation 
of αIIbβ3 

No 54 

Takenouchi-
Kosaki syndrome 

with 
macrothrombocyt
openia (616737) 

CDC42 AD 
No 

Moderate + macro 
No 

Defective 
intellectual, 
growth and 

psychomotor 
development. 
Brain, facial, 

mucle, skeleta 
abnormalities. 
Immunodeficie
ncy, eczema, 
hearing/visual 

disability, 
lymphedema 

and cardiac or 

55 



 

 

Glycosylation 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

genitourinary 
malformations 

Disorder (OMIM) Gene Inheritance 
Bleeding / 

Thrombocytopenia / 
Platelet dysfunction 

Other 
manifestations 

Ref 

GNE-RD GNE AR 

Mild to severe 
Severe + macro 

Increased reticulated 
platelets  
Unknown 

Myopathy with 
rimmed 

vacuoles since 
early 

adulthood 

56 



Granule biogenesis & trafficking 

Disorder (OMIM) Gene Inheritance 
Bleeding / 

Thrombocytopenia / 
Platelet dysfunction 

Other 
manifestations 

Ref 

Hermansky-
Pudlak Syndrome 
(HPS) (203300, 

608233, 614072, 
614073, 614074, 
614075, 614076, 
614077, 614071, 
617050, 619172) 

HPS1, 
AP3B1, 
HPS3, 
HPS4, 
HPS5, 
HPS6, 

DTNBP1, 
BLOC1S3, 
BLOC1S6 

AP3D1  

AR 

Mild to moderate 
No 

Selective δ granule 

defect.  
Reduced 

aggregation or 
absence of second 
wave with weak/low 

dose agonists 

Oculocutaneou
s albinism, 

neutropenia, 
immunodeficie

ncy, 
pulmonary 

fibrosis, 
granulomatoru

s colitis 

57,58 

Chediak-Higashi 
Syndrome (CHS) 

(214500) 
LYST AR 

Mild to moderate 
No 

δ-granule defect.  

Reduced 
aggregation or 

absence of second 
wave with weak/low 

dose agonists 

Oculocutaneou
s albinism; 

Immunodeficie
ncy with 

predisposition 
to recurrent 
infections. 

Hemophagocyt
ic 

lymphohistiocy
tosis with an 
accelerated 

phase 

59 

NBEA - RD NBEA AD 

Absent to mil  
No 

Decreased platelet 
ATP dense granule 
secretion. Increased 

serotonin plasma 
levels.  

Autism 60 

Gray platelet 
syndrome (GPS) 

(139090) 
NBEAL2 AR 

Moderate to severe 
Moderate to severe 

Absence of α 
granules Impaired 

platelet function with 
weak agonists. 

Selective defects of 
GPVI and activation 

by collagen 

Elevated 
vitamin B12 
serum level. 

Early 
myelofibrosis; 

occasional 
splenomegaly; 
predisposition 
to autoimmune 

diseases 

61,62 

Cholestasis 1 
(208085) 

VPS33B 
VIPAS39 

AR 
Mild 
No 

Reduced α granules  

Arthrogryposis, 
renal 

dysfunction, 
and 

cholestasis. 

63 

Hemophagocytic 
lymphohistiocytos

is (613101) 
STXBP2 AR 

Absent to mild 
No 

Absence of granules 
and reduced 

secretion 

Hepatospleno
megaly, 

pancytopenia, 
Neurologic 

inflammation. 

64 



Coagulant activity 
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