
ES
 2

 5
32

 8
83

 T
3

11 2 532 883

OFICINA ESPAÑOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPAÑA

19

Número de publicación:

T312

51 Int. CI.:

G01N 33/574 (2006.01)

C12Q 1/68 (2006.01)

TET2 como nuevo marcador de diagnóstico y de pronóstico en neoplasias hematopoyéticas Título:54

TRADUCCIÓN DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentación y número de la solicitud europea:96 E 09761791 (4)12.06.2009
97 Fecha y número de publicación de la concesión europea: EP 230082717.12.2014

73 Titular/es:

INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA
RECHERCHE MEDICALE (INSERM) (14.3%)
101, rue de Tolbiac
75013 Paris, FR;
INSTITUT GUSTAVE ROUSSY (14.3%);
ASSISTANCE PUBLIQUE - HÔPITAUX DE PARIS
(14.3%);
CENTRE HENRI BECQUEREL (14.3%);
UNIVERSITÉ PARIS DESCARTES (14.3%);
UNIVERSITÉ PIERRE ET MARIE CURIE (PARIS 6)
(14.3%) y
UNIVERSITÉ PARIS-SUD 11 (14.3%)

72 Inventor/es:

VIGUIE, FRANCK;
BERNARD, OLIVIER;
FONTENAY, MICHAELA;
BASTARD, CHRISTIAN;
DELHOMMEAU, FRANÇOIS y
VAINCHENKER, WILLIAM

74 Agente/Representante:

CURELL AGUILÁ, Mireia

30 Prioridad:

12.06.2008 EP 08305255
13.03.2009 EP 09155169

45 Fecha de publicación y mención en BOPI de la
traducción de la patente:
01.04.2015

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicación en el Boletín europeo de patentes, de
la mención de concesión de la patente europea, cualquier persona podrá oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposición deberá formularse por escrito y estar motivada; sólo se
considerará como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposición (art. 99.1 del
Convenio sobre concesión de Patentes Europeas).



 2

DESCRIPCIÓN 
 
TET2 como nuevo marcador de diagnóstico y de pronóstico en neoplasias hematopoyéticas. 
 
Campo de la invención 5 
 
La presente invención se refiere a marcadores genéticos para diagnosticar neoplasias mieloides, más 
particularmente a un nuevo gen supresor de tumores recientemente identificado, el gen del miembro 2 de la familia 
de proteínas Ten Eleven Translocation (TET2). Las alteraciones genéticas de TET2 son útiles para diagnosticar 
tumores mieloides, tales como síndromes mielodisplásicos/mieloproliferativos, MDS, AML o MPD, y tumores 10 
linfoides. 
 
Antecedentes de la invención 
 
La hematopoyesis se mantiene mediante un sistema jerárquico en el que las células madre hematopoyéticas (HSC) 15 
dan lugar a progenitores multipotentes, que a su vez se diferencian en todos los tipos de células sanguíneas 
maduras. Se han estudiado ampliamente los mecanismos moleculares que controlan la multipotencialidad, 
autorrenovación, la quiescencia e internalización de las HSC. Sin embargo, permanecen por abordar numerosos 
aspectos, y siguen sin identificarse genes importantes que regulan estos procesos. 
 20 
Las neoplasias mieloides incluyen leucemia mieloide aguda (AML), trastornos mieloproliferativos (MPD), síndromes 
mielodisplásicos (MDS) y síndromes mielodisplásicos/mieloproliferativos que son todos ellos trastornos malignos 
clonales de células madre (HSC) o progenitoras (TIU et al., Leukemia, vol. 21(8), p: 1648-57, 2007). 
 
Varias mutaciones genéticas se han correlacionados con AML, y se reconocen cuatro grupos: (i) la AML con 25 
anormalidades genéticas recurrentes AML t(8;21)(q22;q22) con gen de fusión RUNX1-ETO; AML con eosinófilos de 
médula ósea anormales e inv(16)(p13;q22) o t(16;16)(p13;q22) con reorganización CBFB/MYH11; leucemia 
promielocítica aguda APL con t(15;17)(q22;q12) PML/RARA; AML con anormalidades 11q23 (MLL)); (ii) AML con 
displasia multilinaje tras MDS o MDS/MPD o sin antecedente de MDS o MPD; (iii) terapia de AML o de MDS 
relacionada; y (iv) otra AML sin clasificar entre las cuales está el grupo de AML con cariotipo normal cuyo pronóstico 30 
se basa en el análisis molecular de oncogenes tales como mutaciones de FLT3-ITD o NPM1. 
 
Los síndromes mielodisplásicos/mieloproliferativos incluyen cuatro enfermedades mieloides agrupadas en 1999 por 
la OMS: leucemia mielomonocítica crónica (CMML), leucemia mielomonocítica juvenil (JMML), leucemia mieloide 
crónica atípica (aCML) y síndromes mielodisplásicos/mieloproliferativos sin clasificar (U-MDS/MPS). HAASE et al., 35 
Annals of Hematology, vol. 87, nº 7, abril de 2008, es un repaso en el campo técnico de síndromes 
mielodisplásicos/mieloproliferativos. 
 
Los MDS incluyen anemia refractaria (RA), y citopenia refractaria con displasia multilinaje (RCMD). Los MDS se 
caracterizan por hematopoyesis ineficaz en uno o más de los linajes de la médula ósea. El MDS temprano 40 
demuestra mayoritariamente apoptosis excesiva y displasia de células hematopoyéticas (CLAESSENS et al., Blood, 
vol. 99, p: 1594-601, 2002; CLASESSENS et al., Blood, vol. 105, p: 4035-42, 2005). En alrededor de un tercio de los 
pacientes con MDS, esta hematopoyesis ineficaz precede la progresión a AML secundaria (sAML). Aunque se han 
identificado algunos sucesos moleculares asociados con subtipos de MDS específicos (ELBERT et al., Nature, vol. 
451(7176), p: 335-9, 2008) o con transformación de la enfermedad (BRAUN et al., Blood, vol. 107(3), p: 1156-65, 45 
2006), todavía se comprenden pobremente los defectos moleculares subyacentes. No existen actualmente 
marcadores biológicos, excepto rasgos morfológicos, para el diagnóstico y pronóstico tempranos. 
 
Los MPD, denominados actualmente como neoplasias mieloproliferativas (MPN; TEFFERI y VARDIMAN, Leukemia, 
vol. 22, p: 14-22, 2008), son enfermedades mieloides crónicas que incluyen leucemia mielogenosa crónica (CML), 50 
policitemia vera (PV), trombocitemia esencial (ET), mielofibrosis primaria (PMF) y mielofibrosis idiopática (IMF). Los 
MPD se caracterizan por una mayor proliferación de uno o varios linajes mieloides. Si la mayoría de los MPD son 
enfermedades esporádicas, se han dado a conocer (GILBERT, Baillieres Clin. Haematol., vol. 11, p: 849-858, 1998; 
KRALOVICS et al., Blood, vol. 102, p: 3793-3796, 2003; BELLANNE-CHANTELOT et al., Blood, vol. 108, p: 346-
352, 2006) casos familiares de MPD, para los cuales se desconoce la prevalencia exacta. El análisis clínico de estos 55 
casos familiares ha demostrado que son fenotípicamente idénticos a los casos esporádicos. No obstante, las 
familias de MPD se caracterizan por una heterogeneidad clínica y genética. En primer lugar, los casos de MPD de 
una única familia pueden presentar el mismo subtipo o tipos diferentes de MPD (GILBERT, mencionado 
anteriormente, 1998; BELLANNE-CHANTELOT et al., mencionado anteriormente, 2006; RUMI et al., Cancer, vol. 
107, p: 2206-2211, 2006). En segundo lugar, alrededor de 6-15% de pacientes con PV y 3-5% de pacientes con ET 60 
están en riesgo de desarrollar complicación hematológica después de 15 años de evolución (FINAZZI y HARRISON, 
Semin. Hematol., vol. 42, p: 230-238, 2005; KILADJIAN et al., Blood, vol. 112, p: 1746, 2008; PASSAMONTI et al., 
Blood, vol. 111, p: 3383-3387, 2008; PASSAMONTI et al., Haematologica, vol. 93, p: 1645-1651,2008). 
 
Los MPD, tanto en casos esporádicos como familiares, están habitualmente asociados con una actividad de cinasa 65 
constitutiva adquirida, como se ejemplifica por la mutación JAK2V617F en policitemia vera, en la mayoría de los casos 
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de PV y en la mitad de los casos de ET y PMF (MORGAN y GILLIGAND, Annu. Rev. Med.,, vol. 59, p: 213-22, 2008; 
DELHOMMEAU et al., Cell Mol. Life Sci., vol. 63(24), p: 2939-53, 2006, CAMPBELL y GREEN, N. Engl. J. Med., vol. 
355(23), p: 2452-66, 2006; BELLANNE-CHANTELOT et al., mencionado anteriormente, 2006; JAMES et al., Nature, 
vol. 434, p: 1144-1148, 2005; BAXTER et al., Lancet, vol. 365, p: 1054-1061, 2005; LEVINE et al., Blood, vol. 106, p: 
3377-3379, 2005; KRALOVICS et al., N. Engl. J. Med., vol. 352, p: 1779-1790, 2005). Los MPD resultan 5 
frecuentemente de la expresión de una proteína tirosina cinasa constitutiva: 
 

- A través de una fusión como BCR-ABL en CML, FIP1L1-PDGFRA en HES, TEL-PDGFRB en CMML con 
hipereosinofilia, ZNF198-FGFR1 en MPD raro acoplado a proliferación linfoide, y PCM1-JAK2 en MPDs raros, 
AML y linfomas de linfocitos T 10 

 
- Una mutación nucleotídica limitada o individual, es decir, JAK2 V617F (1849G>T), cuyo reciente 

descubrimiento en PV (98%), ET (75%), IMF (50%) y un pequeño porcentaje de CMML, MDS/MPD y U-MPD 
permite una nueva clasificación de MPD y criterios de diagnóstico y perspectivas para el tratamiento. 
Además, las mutaciones KIT son recurrentes en la proliferación de mastocitos sistémica. 15 

 
- A través de mutaciones activantes en el receptor del receptor de trombopoyetina (MPL), especialmente del 

triptófano 515 (MPLW515K/L/A) (PIKMAN et al., PLoS Med, vol. 3(e270), 2006; CHALIGNÉ et al., Leukemia, 
vol. 22, p. 1557-66, 2008). 

 20 
- Casos marginales de CML que se presentan con reorganización BCR/JAK2 debido a t(9;22)(p24;q11). 
 

El gen JAK2 en el cromosoma 9p codifica una tirosina cinasa que se asocia con receptores de citocinas tipo 1. Se 
predice que la mutación V617F interrumpe el efecto autoinhibidor del dominio JH2 a la activación constitutiva de la 
cinasa. JAK2 de tipo salvaje ejerce un efecto negativo dominante sobre la actividad de la proteína mutada. Por lo 25 
tanto, la pérdida de JAK2 de WT asociada con la duplicación del gen mutado por recombinación mitótica observada 
en la mayoría de las muestras de MPD permite una mayor expresión y actividad de la cinasa mutada. 
 
Sin embargo, varias observaciones, tales como la policitemia vera que coexpresa el JAK2 de WT y mutado y la 
caracterización de AML secundaria que surge de MPD mutado pero que carece de la mutación JAK2 en las fases de 30 
erupción, indican sucesos oncogenéticos que ocurren tempranamente antes de la mutación JAK2. Además, y como 
se discute previamente, la evolución de la enfermedad de MPD es de hecho muy variable en y entre familias. De 
este modo, existen ciertas pruebas de que existe al menos alguna otra mutación distinta de JAK2 implicada en MPD 
y, más específicamente, su progresión. 
 35 
Los tumores linfoides consisten en la expansión de células con rasgos linfoides. La leucemia/linfoma linfoblástica 
aguda son proliferación de células bloqueadas en la diferenciación linfoide, ya sea de origen T (leucemia linfoblástica 
aguda de linfocitos T; T-ALL) o B (leucemia linfoblástica aguda de precursores de células B; BCP-ALL). Algunas 
leucemias y linfomas son de origen asesinas naturales (NK). Los linfomas implican la expansión de células linfoides 
más maduras (B o T), algunas neoplasias son crónicas, y pueden implicar linfocitos T (leucemia prolinfocítica) o 40 
células B (leucemia linfocítica crónica). La clasificación de neoplasia linfoide se basa en análisis 
anatomopatológicos, marcadores de diferenciación y datos de patogénesis (Swerdllow S.H., Campo E., Harris N.L., 
Jaffe E.S., Pileri S.A., Stein H.,Thiele J.W., Vardiman J.W. (Eds): WHO classification of tumors of haematopoietc and 
lymphoid tissues. IARC: Lyon 2008). Por ejemplo, los linfomas anaplásicos de linfocitos T grandes están asociados 
con el oncogén de fusión NPM-ALK (y sus variantes), los linfomas foliculares están asociados con la activación de 45 
BCL2 tras la translocación cromosómica t(14;18)(q32;q21), los linfomas de células del manto están asociados con la 
activación de CCND1 tras la translocación cromosómica t(11;14)(q13;q32). Sin embargo, muchos linfomas carecen 
de cualquier marcador molecular fiable, sugiriendo un mecanismo patofisiológico. Este es el caso, en particular, de 
más del 50% de linfomas de células B grandes difusos (DLBCL), de la mayoría de los linfomas de linfocitos T 
periféricos (PTCL), y de una mayoría de linfomas de bajo grado no foliculares. 50 
 
Por lo tanto, existía una necesidad urgente de un marcador de diagnóstico fiable que permite identificar neoplasias 
linfoides y mieloides, en particular MDS y MPD, y eventualmente pronosticar su progresión. 
 
La familia de proteínas Ten Eleven Translocation contiene tres miembros recientemente identificados, con funciones 55 
desconocidas, caracterizados por que comparten dos dominios muy conservados en su extremo C-terminal. Como 
se utiliza en la presente memoria, la expresión “gen de la familia TET” se refiere a miembros de la familia Ten Eleven 
Translocation, TET1, TET2 o TET3, que se han identificado recientemente (Lorsbach et al, Leukemia 2003). 
 
Entre ellos, TET1 es el único miembro estudiado, debido a que se ha identificado como una pareja de fusión con la 60 
proteína de leucemia de linaje mixto (MLL) en dos estudios diferentes e independientes (ONO et al., Cancer 
Research, vol. 62(14), p: 4075-80, 2002 y LORSBACH et al., Leukemia, vol. 17(3), p: 637-41, 2003). Esta proteína, 
también denominada LCX, o “proteína asociada a leucemia con un dominio CXXC en la región N-terminal”, contiene 
una región de espiral enrollada α-helicoidal en su región C-terminal, región que se retiene en la fusión MLL-TET1. 
Por el contrario, el dominio CXXC del término N de TET1 no está presente en esta fusión proteica (Ono R, Cancer 65 
Research 2002). Las dos regiones carboxi terminales muy conservadas están incluidas en la fusión MLL-TET1 
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(Lorsbach et al, Leukemia 2003). Una región conservada está interrumpida por la translocación. La otra está 
fusionada a MLL. A pesar de esta descripción como una pareja de fusión de MLL 7 años atrás, recientemente se ha 
dado a conocer el análisis funcional y de secuencia del gen TET1, después de la fecha de prioridad de la presente 
solicitud. 
 5 
El gen MLL está situado en el cromosoma humano 11q23, y se encuentra que está reorganizado en un grupo 
heterogéneo de leucemias humanas linfoides, mieloides, y de linaje mixto. Se ha descrito que más de 70 loci están 
reorganizados en la banda cromosómica 11q23, y al menos 50 de éstos se han clonado y caracterizado a nivel 
molecular. La mayoría de las reorganizaciones de MLL cartografían una base de 8,3 kb de los genes. Los genes 
compañeros están siempre fusionados en el marco a la parte 5’ de MLL, y puede incluir el propio MLL. También se 10 
han dado a conocer amplificaciones de MLL. Los genes compañeros codifican proteínas con funciones dispares. 
KOJIMA et. al., Leukemia, mayo de 2004, vol. 18, nº. 5, páginas 998-1005, describen que, entre ellas, se han dado a 
conocer previamente que tres septinas están entre las dianas para las fusiones de MLL, y este artículo identificó el 
gen FLJ10849 como una nueva pareja de fusión del gen MLL en una estirpe celular de leucemia mieloide humana 
establecida a partir de CNL en transformación blástica con t(4;11)(q21;q23). En la fusión con MLL, pueden 15 
proporcionar dominios de activación transcripcionales, reclutamiento del complejo modificador de cromatina o motivo 
de dimerización/oligomerización. De hecho, la expresión de una MLL-beta-galactosidasa (una proteína bacteriana 
capaz de tetramerizarse) o a dominio de dimerización es suficiente para inducir leucemia en modelos de ratón. Por 
lo tanto, no es posible interferir la función de una proteína o su implicación independiente en transformación celular a 
partir de su fusión a MLL (The versatile mixed lineage leukaemia gene MLL and its many associations in 20 
leukaemogenesis. Daser A, Rabbitts TH. Semin Cancer Biol. enero de 2005; 15(3):175-88. Review. Chromosomal 
rearrangements leading to MLL gene fusions: clinical and biological aspects. Harper DP, Aplan PD. Cancer Res. 15 
de diciembre de 2008; 68(24):10024-7). 
 
Por el contrario, se sabe poco sobre la proteína TET2, que es codificada por un gen situado en la región 25 
cromosómica 4q24, y la proteína TET3, que es codificada por un gen situado en la región cromosómica 2p12. 
 
Más específicamente, recientemente se ha diseñado el número 2 del oncogén de Ten Eleven Translocation (TET2) 
(Lorsbach et al, Leukemia 2003). El gen TET2 situado en la región cromosómica 4q24 comprende 11 exones que se 
extienden a lo largo de >130 Kb, y normalmente está ampliamente expresado. Este gen se referencia con el número 30 
de acceso ID 57790, y su ADNc (número de acceso NM_001127208, SEC ID nº:1) codifica una proteína de 2002 
aminoácidos (número de acceso NP_001120680, SEC ID nº:2). 
 
La proteína TET2 comparte dos regiones muy conservadas con una única proteína ortóloga predicha de Drosophila. 
Estas regiones son i) una región de 310 aminoácidos situada próxima al centro de la proteína TET2 (aminoácidos 35 
1134 a aminoácido 1444), y ii) una segunda región de 80 aminoácidos situada cerca del extremo carboxi terminal de 
la proteína TET2 (que corresponde al aminoácido 1843 hasta el aminoácido 1922) (estas regiones están resaltadas 
en la figura 1). La secuencia predicha de TET2 no reveló ningún motivo que corresponda a una función identificada. 
 
Los solicitantes dan a conocer en la presente memoria que una o ambas copias del gen de Ten Eleven 40 
Translocation 2 (TET2) están a menudo inactivadas/modificadas por mutaciones adquiridas en MPD, MDS y CMML, 
pero también en linfoma. Estos sucesos tienen como diana la célula madre hematopoyética, e indican una función 
importante para TET2 como un gen supresor de tumores en neoplasias mieloides o linfoides. 
 
Sumario de la invención 45 
 
En un primer aspecto, la presente invención proporciona un método in vitro para diagnosticar un tumor mieloide o un 
tumor linfoide en un sujeto, que comprende la etapa de analizar una muestra biológica procedente de dicho sujeto: 
 

(i) detectando la presencia de una mutación en el gen del miembro 2 de la familia de proteínas Ten Eleven 50 
Translocation (TET2) que codifica el polipéptido que presenta la secuencia SEC ID nº:2, en el que dicha 
mutación se selecciona del grupo que consiste en supresiones, inserciones y mutaciones de punto, tales 
como mutaciones que afectan a sitios de corte y empalme, mutación de aminoácido (“missense mutation”) y 
mutaciones finalizadoras (“nonsense mutations”), y/o 

 55 
(ii) analizando la expresión del gen TET2; 

 
en el que la detección de tal mutación de TET2, de la ausencia de expresión de TET2, o de la expresión de una 
TET2 truncada es indicativa de un sujeto que desarrolla o está predispuesto a desarrollar un tumor mieloide o un 
tumor linfoide. 60 
 
En una forma realización preferida, dicho sujeto es un mamífero, preferiblemente un ser humano. 
 
En otra forma de realización preferida, dicho cáncer mieloide se selecciona del grupo que consiste en síndrome 
mielodisplásico (MDS), leucemia mieloide aguda (AML), enfermedad mieloproliferativa (MPD) y síndrome 65 
mielodisplásico/mieloproliferativo. 
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En todavía otra forma de realización preferida, dicho tumor linfoide se selecciona del grupo que consiste en linfoma, 
y más preferentemente en linfoma de linfocitos T. 
 
Preferiblemente, dicha mutación se detecta en cada copia del gen TET2 que codifica el polipéptido que tiene la 5 
secuencia SEC ID nº:2 (codificada por el ADNc que tiene la secuencia SEC ID nº:39), y está incluida en el grupo que 
consiste en supresiones, inserciones y mutaciones de punto, tales como mutaciones que afectan a sitios de corte y 
empalme, mutaciones con falso sentido y mutaciones finalizadoras, preferiblemente mutación con falso sentido y 
mutaciones finalizadoras. 
 10 
En un aspecto más preferido de la invención, la mutación es una supresión o una inserción que da como resultado la 
ausencia de expresión de la proteína TET2, o la expresión de una proteína TET2 truncada. 
 
Incluso más preferiblemente, esta proteína TET2 truncada no comprende al menos una de las dos regiones muy 
conservadas compartidas por las otras proteínas TET y que corresponde a i) la región de 310 aminoácidos situada 15 
cerca del centro de la proteína TET2 (aminoácidos 1134 a aminoácido 1444, SEC ID nº:3), o ii) la región de 80 
aminoácidos situada cerca del extremo carboxi terminal de la proteína TET2 (que corresponde al aminoácido 1843 
hasta el aminoácido 1922, SEC ID nº:4), preferiblemente en la región de 80 aminoácidos situada cerca del extremo 
carboxi terminal de la proteína TET2 (que corresponde al aminoácido 1843 hasta el aminoácido 1922, SEC ID nº:4). 
 20 
Por ejemplo, estas supresiones o inserciones se pueden seleccionar del grupo que comprende o que consiste en 
aquellas descritas en la Tabla I en referencia a SEC ID nº:39 para la posición de ácidos nucleicos, y a SEC ID nº:2 
para la posición de aminoácidos. 
 
Tabla I 25 
 

Cambio de nucleótido Consecuencia 
del1264_1666 p.Glu135 FS 

delC 1642 p.Ser261 FS 
del1893_1896 p.Lys345FS 

delC 2448 p.Gln530 FS 
delA 2505 p.Thr549 FS 
delC 2524 p. Pro555 FS 

Ins 2540_2544 p.Leu560FS 
delT 2685 p.Ser609 FS 
delA 2815 p.Gln652FS 

del 2834_2835 p.His658 FS 
delA 2935 p.Glu692 FS 
delT 2944 p.Leu699 STOP 
delG 2994 p.Glu711 FS 
delC 3009 p.His717 FS 
insA 3009 p.His717 FS 

del 3131_3137 p. Leu757 FS 
insC 3151 p.Gln764 FS 
delA 3166 p.Gln769 FS 
delT3215 p.Phe785 FS 
insA3350 p.Gln831FS 
insT3995 p.Glu846 FS 
delA3430 p.Asn857FS 
insT 3465 p.Pro869 FS 
insA 5757 p.Gln891 STOP 

insCT 3581 pGly 908 FS 
del CA 3756_3757 p.Gln966 FS 

dupT 3914 p.Glu1026 STOP 
delT 3998 p.Leu1046FS 
delA 4130 p.Lys1090 FS 
delG 4271 p.Glu1137 FS 
delA4327 p.Asn1156 FS 
delG 4527 p.Ala1223 FS 

- p.del 1237-1239 
delG 4932 p.Glu1357 FS 
insG 5119 p.Leu 1420 FS 
delG 5133 p.Asp 1425 FS 
insA 5177 p.Arg1440FS 
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Cambio de nucleótido Consecuencia 
dupA 5177 p.Arg 1440FS 
delC 5222 p.Leu1457 STOP 

del5521_5524 pThr1554 FS 
insA 5540 p.Tyr1560 FS 

del 5583_5605 p.Pro1575FS 
delT 5570 p.Leu1637 FS 

del5828_5843 p.Met1656 FS 
del6049_6050 p.Asp1830 FS 

delC 6360 p.Gln1834 FS 
del6396_6531 p.Val1846 FS 

delA 6507 p.Thr1883 FS 
insC 6507 p.Thr1883 FS 

del6511_6512 p.Pro1885FS 
DelC 6555 p. Leu1889FS 

sitio de corte y empalme 
insC mutación de sitio de corte y empalme exón 8 

Del: supresión; ins: inserción; FS: desplazamiento del marco 
 
En otro aspecto más preferido de la invención, la mutación es una mutación de aminoácido, que está situada en el 
marco de lectura abierto de la proteína TET2, preferiblemente en al menos una de las dos regiones muy 
conservadas compartidas por las proteínas TET y que corresponde a i) la región de 310 aminoácidos situada cerca 
del centro de la proteína TET2 (aminoácidos 1134 a aminoácido 1444, SEC ID nº:3), y ii) la región de 80 5 
aminoácidos situada cerca del extremo carboxi terminal de la proteína TET2 (que corresponde al aminoácido 1843 
hasta el aminoácido 1922, SEC ID nº:4), y más preferiblemente en la región de 80 aminoácidos situada cerca del 
extremo carboxi terminal de la proteína TET2 (que corresponde al aminoácido 1843 hasta el aminoácido 1922, SEC 
ID nº:4). Por ejemplo, estas mutaciones de aminoácido se pueden seleccionar del grupo que comprende o que 
consiste en I1175V, L1197N, H1219Y, E1235V, C1271W, K1299E, L1340P, R1302G, G1370E, A1344E, N1387S, 10 
V1417F, H1868R, G1869W, L1872P, I1873T, R1896M, y S1898F, preferiblemente se pueden seleccionar del grupo 
que comprende o que consiste en L1197N, H1219Y, E1235V, C1271W, K1299E, L1340P, R1302G, G1370E, 
A1344E, N1387S, H1868R, G1869W, L1872P, I1873T, R1896M, y S1898F, y más preferiblemente del grupo que 
comprende o que consiste en H1868R, G1869W, L1872P, I1873T, R1896M, y S1898F. 
 15 
En otro aspecto más preferido de la invención, la mutación es una mutación finalizadora, que está situada en el 
marco de lectura abierto de la proteína TET2, preferiblemente antes o dentro de al menos una de las dos regiones 
muy conservadas compartidas por las proteínas TET y que corresponde a i) la región de 310 aminoácidos situada 
cerca del centro de la proteína TET2 (aminoácidos 1134 a aminoácido 1444, SEC ID nº:3), y ii) la región de 80 
aminoácidos situada cerca del extremo carboxi terminal de la proteína TET2 (que corresponde al aminoácido 1843 20 
hasta el aminoácido 1922, SEC ID nº:4), y más preferiblemente antes o dentro de la región de 80 aminoácidos 
situada cerca del extremo carboxi terminal de la proteína TET2 (que corresponde al aminoácido 1843 hasta el 
aminoácido 1922, SEC ID nº:4). Por ejemplo, dichas mutaciones finalizadoras se pueden seleccionar del grupo que 
comprende o consiste en Q232Stop, Q321Stop, S354Stop, Q417Stop, R544Stop, R550Stop, Q557Stop, Q574Stop, 
Q635Stop, Q642Stop, Q685Stop, L699Stop, S792Stop, Q891Stop, Q943Stop, E1026Stop R1067Stop, R1216Stop, 25 
Y1225Stop, R1404Stop, L1457Stop, R1465Stop, R1516Stop, Q1524Stop, Q1542Stop, N1624Stop, Y1724Stop, 
Y1751Stop, L1819Stop, Q1834Stop y W1847Stop. 
 
En otro aspecto de la invención, la mutación en el gen TET2 induce ausencia de expresión o subexpresión del 
polipéptido que tiene la secuencia SEC ID nº:2, y más preferiblemente la ausencia de expresión o subexpresión de 30 
al menos una de las dos regiones muy conservadas compartidas por las proteínas TET y que corresponde a i) la 
región de 310 aminoácidos situada cerca del centro de la proteína TET2 (aminoácidos 1134 a aminoácido 1444, 
SEC ID nº:3), y ii) la región de 80 aminoácidos situada cerca del extremo carboxi terminal de la proteína TET2 (que 
corresponde al aminoácido 1843 hasta el aminoácido 1922, SEC ID nº:4), más preferiblemente la región de 80 
aminoácidos situada cerca del extremo carboxi terminal de la proteína TET2 (que corresponde al aminoácido 1843 35 
hasta el aminoácido 1922, SEC ID nº:4). 
 
En un segundo aspecto, la presente descripción se refiere al uso de un kit para diagnosticar un cáncer mieloide o 
linfoide en un sujeto, que comprende al menos una sonda de ácido nucleico u oligonucleótido o al menos un 
anticuerpo, que se puede usar en un método como se define previamente para detectar la presencia de una 40 
mutación en el gen TET2 y/o analizar la expresión del gen TET2. 
 
En una forma de realización preferida de la invención, dicho oligonucleótido es al menos un cebador de PCR, y 
preferiblemente un conjunto de cebadores de PCR, que permite amplificar una región del gen TET2. 
 45 
Más preferiblemente, dicho conjunto de cebadores se selecciona del grupo que comprende SEC ID nº:5 a SEC ID 
nº:38 (véanse los ejemplos). 
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La descripción proporciona también el uso de un agente hipometilante para tratar un paciente que sufre un tumor 
mieloide o linfoide, para cuyo tumor se ha detectado una mutación de TET2, una ausencia de la expresión de TET2, 
o una expresión de una TET2 truncada. 
 5 
En un aspecto final, la presente descripción se refiere a un método para tratar a un sujeto que sufre un tumor 
mieloide o linfoide, para cuyo tumor se ha detectado una mutación de TET2, una ausencia de la expresión de TET2, 
o una expresión de una TET2 truncada, comprendiendo dicho método la etapa de administrar a dicho sujeto una 
cantidad terapéuticamente eficaz de un agente hipometilante. 
 10 
Breve descripción del dibujo 
 
La figura 1 muestra la secuencia proteica de TET2 (SEC ID nº:2), resaltando las regiones conservadas entre 
especies (negrita). 
 15 
La figura 2 muestra las trazas de secuencia obtenidas secuenciando los productos de PCR obtenidos para muestras 
obtenidas de dos pacientes A y E, que muestran que la mutación ocurre solo en las muestras tumorales y no en las 
muestras no tumorales (NT), y linfocitos de sangre periférica (PBL). R corresponde a la secuencia obtenida con el 
cebador inverso, y F corresponde a la obtenida con el cebador directo. WT corresponde a la secuencia obtenida en 
individuos sanos. 20 
 
La figura 3 muestra que, en muestras de MDS, se observa TET2 mutada en células CD34+ inmaduras, y se asocia 
con expansión in vivo del clon mutado. 
 
La figura 4 muestra que células madre hematopoyéticas de MPD JAK2V617F positivas con defectos en TET2 25 
presentan capacidades repoblantes NOD/SCID potenciadas. 
 
La figura 5 muestra las localizaciones de algunas de las mutaciones identificadas del gen TET2 distribuidas a lo 
largo de la secuencia proteica. Las regiones conservadas están marcadas con tiras grises. Las puntas de flechas 
indican la localización de las fronteras de exones. FS: desplazamiento del marco. 30 
 
La figura 6 muestra una representación esquemática del gen y proteína TET2 que muestra las mutaciones 
identificadas en neoplasias mieloproliferativas familiares. Las cajas sombreadas indican exones. Las mutaciones 
truncantes se representan como estrellas, las mutaciones de aminoácido como triángulos invertidos. Los dominios 
funcionales conservados se representan como cajas en el esquema proteico. fs: desplazamiento del marco. 35 
 
La figura 7 muestra el estudio secuencial de TET2 y JAK2 en paciente P4 (F3). Se muestran electroforegramas de 
secuencias para cada mutación TET2 y para JAKV617F. El diagrama en la izquierda indica el lapso de tiempo desde 
el diagnóstico (en años) y el fenotipo correspondiente para cada muestra (blanco: ET; gris: PV; sombreado: MF post-
ET; negro: AML). 40 
 
La figura 8 muestra la representación esquemática del estado clínico de los doce pacientes con al menos una 
mutación de TET2. Las cajas blancas representan etapas de ET; las grises, PV; el sombreado transversal indica 
mielofibrosis, ya sea primaria (inclinada a la izquierda) o post-PV/ET (inclinada a la derecha); y AML se simbolizan 
como cajas negras. Encima de cada punta de flecha que indica un análisis molecular se anota la mutación 45 
correspondiente de TET2. La duración de la enfermedad (en años) se indica debajo de las barras, indicando el punto 
“cero” el tiempo de diagnóstico. El tiempo de la muerte se simboliza como una línea vertical, cuando sea apropiado, 
en el extremo a la derecha.  
 
La figura 9 muestra los genotipos de TET2 y JAK2 en progenitores comprometidos de pacientes P2, P3 y P4. Los 50 
histogramas muestran la fracción de clones que albergan JAKV617F y dos mutaciones de TET2 (sombreado 
transversal) JAK2V617F y una mutación de TET2 (blanco), JAK2 de tipo salvaje y dos mutaciones de TET2 (gris 
claro), JAK2V617F y TET2 de tipo salvaje (gris), y ninguna mutación en ninguno de los dos genes (negro). Se 
analizaron dos muestras para el paciente P4; la etapa correspondiente se indica debajo de cada barra. Se indican 
los números de clones analizados. 55 
 
La figura 10 muestra el estado clínico y los genotipos de TET2 en pacientes con MDS. Las cajas blancas 
representan MDS de grado bajo/int-1, las cajas sombreadas representan MDS de grado int-2/elevado, y las cajas 
negras representan AML secundaria. 
 60 
Descripción detallada de la invención 
 
La presente invención se basa en el descubrimiento por los presentes inventores de que los alelos de TET2 son a 
menudo elegidos genéticamente como dianas mediante mutaciones y/o supresiones en células tumorales en 
pacientes que sufren tumor linfoide o tumor mieloide, tal como MPD, AML o MDS, y se pueden considerar como un 65 
gen supresor de tumores fiable de neoplasias mieloides humanas. 
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En un primer aspecto, se informa que, para cáncer esporádico, las frecuencias de mutación de TET2 en series de 
pacientes sin seleccionar fueron 12% en MPD, 18,5% en MDS, 24% en sAML hasta 50% en pacientes con CMML. 
También, se demostró que TET2 es un gen supresor de tumores en trastornos de neoplasias mieloides, debido a 
que las células madre hematopoyéticas mutadas están dotadas de una ventaja de crecimiento que conduce a la 5 
proliferación potenciada. 
 
En un segundo aspecto, se demostró mediante un análisis de 61 casos de MPD familiar (es decir, PV, ET, y PMF) 
que las anormalidades del gen TET2 se encuentran en 20% de los tres fenotipos de MPD principales (PV, ET, y 
PMF), con una mayor prevalencia en PMF (42%). 10 
 
Entre los pacientes positivos para TET2 diagnosticados con PV o ET, 77% desarrollaron mielofibrosis (MF), 
sugiriendo que la presencia de sucesos adquiridos de TET2 influye en la evolución de la enfermedad. En cuatro 
pacientes (3 PV y 1 ET), se pudo demostrar que el defecto de TET2 precedía de uno a 7 años la complicación 
hematológica. Los pacientes con un defecto en TET2 tienen tendencia a evolucionar a MF. Esto sugirió altamente 15 
una posible relación entre las mutaciones adquiridas de TET2 y la gravedad de la enfermedad, más específicamente 
entre TET2 y el desarrollo de MF. 
 
En un tercer aspecto, se da a conocer que, para cáncer esporádico, las frecuencias de mutación de TET2 en 
pacientes que sufren tumor linfoide de linfocitos T fue ∼20%. Finalmente, se observaron reorganizaciones de TET2 20 
en pacientes que sufren tumor linfoide de células B. 
 
De este modo, en un primer aspecto de la invención, se proporciona un método in vitro para diagnosticar un tumor 
mieloide o un tumor linfoide en un sujeto, que comprende la etapa de analizar una muestra biológica procedente de 
dicho sujeto: 25 
 

(i) detectando la presencia de una mutación en el gen del miembro 2 de la familia de proteínas Ten Eleven 
Translocation (TET2) que codifica el polipéptido que tiene una secuencia SEC ID nº:2, y/o 

 
(ii) analizando la expresión del gen TET2; 30 
 

en el que la detección de una mutación de TET2, de la ausencia de expresión de TET2, o de la expresión de una 
TET2 truncada es indicativa de un sujeto que desarrolla o que está predispuesto a desarrollar un tumor mieloide o 
un tumor linfoide. 
 35 
Pruebas recientes indican que las proteínas de la familia TET codifican enzimas responsables de la conversión de 5-
metilcitosina en 5-hidroximetilcitosina (TAHILIANI et al., Sciencexpress, 2009), y de este modo tienen papeles 
potenciales en la desmetilación de CpG y regulación epigenética. Además, esta referencia estableció que los 
dominios de TET conservados, en los que se observan la mayoría de las mutaciones de TET2, están implicados en 
esta actividad. 40 
 
Concomitantemente, varios trabajos han establecido, en los últimos años, un papel para agentes hipometilantes en 
MDS (ITZYKSON Y FENAUX, - Current Opinion in Hematology, vol. 16, p: 77-83, 2009) y otros tumores 
mieloides/linfoides (KUENDGEN et al., Annals of Hematology, agosto de 2008, vol. 87, nº 8, p. 601-611 y JABBOUR 
et al., Cancer, junio de 2008, vol. 112, nº 11, página 2348). 45 
 
Los resultados de los inventores sugieren ahora que la eficiencia observada del agente hipometilante en algún MDS 
resulta potencialmente de un defecto de desmetilación en MDS con mutaciones de TET2. 
 
De este modo, los resultados de los inventores sugieren además el uso de agente hipometilante en sujetos que 50 
sufren tumor linfoide o mieloide, tal como MDS, para cuyo tumor se ha detectado una mutación de TET2, una 
ausencia de expresión de TET2, o una expresión de una TET2 truncada. 
 
Consiguientemente y según una forma de realización preferida, la detección de una mutación de TET2, de la 
ausencia de expresión de TET2, o de la expresión de una TET2 truncada es indicativa de un sujeto que desarrolla 55 
un tumor mieloide o un tumor linfoide que sufre un defecto de desmetilación, sujeto el cual se puede tratar 
ventajosamente con un agente hipometilante, tal como azacitidina (AZA). 
 
Preferiblemente, el método de la invención está dedicado a diagnosticar tumores mieloides. 
 60 
De hecho, los inventores han establecido que la frecuencia de mutaciones de TET2 en pacientes que sufren tumor 
mieloide o tumor linfoide es mayor que 10%. 
 
La presente invención proporciona además un método para la detección de la presencia o ausencia de células que 
tienen el potencial para evolucionar hacia neoplasias mieloides invasivas o hacia tumores linfoides invasivos, 65 
aunque esas células no sean detectables como una lesión o precursor por medios convencionales. 
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Como se utiliza en la presente memoria, el término “sujeto” se refiere a un mamífero, preferiblemente un ser 
humano. 
 
Dicho sujeto puede ser un sujeto sano, pero el método de la invención es particularmente útil para evaluar un sujeto 5 
que se piensa que desarrolla o está predispuesto a desarrollar un cáncer mieloide (es decir, tumor mieloide) o un 
tumor linfoide. En ese caso, el método de la invención permite confirmar que dicho sujeto desarrolla o está 
predispuesto a desarrollar un cáncer mieloide (es decir, un tumor mieloide) o un tumor linfoide. 
 
Más preferiblemente, dicho tumor linfoide se selecciona del grupo que consiste en linfoma, tal como linfoma de 10 
linfocito T o de célula B, y más preferentemente de linfoma de linfocito T. 
 
Todavía más preferiblemente, dicho cáncer mieloide (es decir, tumor mieloide) se selecciona del grupo que consiste 
en síndrome mielodisplásico (MDS), leucemia mieloide aguda (AML), trastornos mieloproliferativos (MPD) y 
síndrome mielodisplásico/mieloproliferativo. Ventajosamente, dicho cáncer mieloide es un síndrome 15 
mielodisplásico/mieloproliferativo, y preferiblemente una leucemia mielomonocítica crónica (CMML). 
 
Según una forma de realización preferida, el método de la invención es para diagnosticar una mielofibrosis (MF) en 
un sujeto, en el que dicho sujeto sufre policitemia vera (PV) o trombocitemia (ET), y en el que la detección de una 
mutación de TET2 o la subexpresión de TET2 es indicativa de un sujeto que desarrolla o está predispuesto a 20 
desarrollar una mielofibrosis (MF). 
 
Según todavía otra forma de realización preferida, el sujeto sufre síndrome mielodisplásico (MDS), y la detección de 
una mutación de TET2 o la sobreexpresión de TET2 es indicativa de un sujeto con un buen pronóstico. 
 25 
Como se utiliza en la presente memoria, un buen pronóstico corresponde a un paciente que sufre MDS y que tiene 
un riesgo reducido de desarrollar una AML. 
 
De hecho, los inventores han establecido que la supervivencia a cinco años aumentó significativamente en pacientes 
con TET2 mutado que sufren MDS, en comparación con pacientes no mutados (p < 0,05). 30 
 
Como se utiliza en la presente memoria, la expresión “muestra biológica” se refiere a tejidos sólidos tales como, por 
ejemplo, una biopsia de pulmón; frotis bucal, fluidos y excreciones tales como, por ejemplo, esputo, esputo inducido, 
sangre, suero, plasma, orina. Preferiblemente, dicha muestra biológica es una muestra de médula ósea. 
 35 
En este aspecto de la invención, el método comprende la etapa de detectar la presencia de una mutación en el gen 
TET2 que codifica el polipéptido que tiene la secuencia SEC ID nº:2. 
 
Como se utiliza en la presente memoria, el término “mutaciones” corresponde a cualquier modificación en la 
secuencia de la secuencia de ácido nucleico original. Estas mutaciones comprenden mutaciones a pequeña escala, 40 
o mutaciones a gran escala. Las mutaciones a pequeña escala son aquellas que afectan a un gen en uno o unos 
pocos nucleótidos, incluyendo mutaciones de punto, inserciones o supresiones de uno o más nucleótidos extra en el 
ADN. Las mutaciones de punto pueden ser mutación silenciosa, de aminoácido, y finalizadora. La mutación a gran 
escala en la estructura genómica, tal como duplicación de genes, supresiones, o mutaciones cuyo efecto es 
yuxtaponer trozos previamente separados de ADN, juntando potencialmente genes separados para formar genes de 45 
fusión funcionalmente distintos. Estas últimas mutaciones incluyen translocaciones cromosómicas, supresiones 
intersticiales, inversiones cromosómicas y pérdida de heterocigosidad. 
 
Preferiblemente, solo se requiere una muestra biológica que contenga células que incluyan ADN genómico (u 
opcionalmente ARN) del sujeto que se debe evaluar. 50 
 
Preferiblemente, esta etapa de detección se realiza en cada alelo del gen TET2. De hecho, el diagnóstico es más 
fiable cuando la mutación se detecta en cada alelo del TET2 que codifica el polipéptido que tiene la secuencia SEC 
ID nº:2.  
 55 
En una forma de realización particular, el método in vitro de la invención pretende detectar la mutación incluida en el 
grupo que consiste en supresiones, inserciones y mutaciones de punto, tales como mutaciones que afectan a sitios 
de corte y empalme, mutación de aminoácido y mutaciones finalizadoras, preferiblemente mutación de aminoácido y 
mutaciones finalizadoras. 
 60 
Se ha establecido que la existencia de tales mutaciones está asociada con cáncer mieloide o linfoide. Además, se 
observó que el dominio C-terminal polipeptídico de la proteína TET2 está seleccionada preferentemente como diana 
por las mutaciones dañinas en los pacientes estudiados (véanse los ejemplos). 
 
Para la supresión o inserción, dicha supresión o inserción da preferiblemente como resultado la ausencia de 65 
expresión de la proteína TET2 o la expresión de una proteína TET2 truncada, proteína TET2 truncada la cual no 
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comprende al menos una de las dos regiones muy conservadas compartidas por las otras proteínas TET y que 
corresponde a i) la región de 310 aminoácidos situada cerca del centro de la proteína TET2 (aminoácidos 1134 a 
aminoácido 1444, SEC ID nº:3), o ii) la región de 80 aminoácidos situada cerca del extremo carboxi terminal de la 
proteína TET2 (que corresponde al aminoácido 1843 hasta el aminoácido 1922, SEC ID nº:4). Más preferiblemente, 
dicha proteína TET2 truncada no comprende la región de 80 aminoácidos situada cerca del extremo carboxi terminal 5 
de la proteína TET2 (que corresponde al aminoácido 1843 hasta el aminoácido 1922, SEC ID nº:4). 
 
Por ejemplo, estas supresiones o inserciones se pueden seleccionar en aquellas descritas en la tabla 1. 
 
Para la mutación de aminoácido, dicha mutación de aminoácido está situada preferiblemente en el marco de lectura 10 
abierto de la proteína TET2, y preferiblemente en al menos una de las dos regiones muy conservadas compartidas 
por las proteínas TET y que corresponde a i) la región de 310 aminoácidos situada cerca del centro de la proteína 
TET2 (aminoácidos 1134 a aminoácido 1444, SEC ID nº:3), y ii) la región de 80 aminoácidos situada cerca del 
extremo carboxi terminal de la proteína TET2 (que corresponde al aminoácido 1843 hasta el aminoácido 1922, SEC 
ID nº:4). 15 
 
Como ejemplo, dichas mutaciones de aminoácido se seleccionan del grupo que comprende o consiste en I1175V, 
L1197N, H1219Y, E1235V, C1271W, K1299E, L1340P, R1302G, G1370E, A1344E, N1387S, V1417F, H1868R, 
G1869W, L1872P, I1873T, R1896M, y S1898F; preferiblemente del grupo que comprende o consiste en I1175V, 
L1197N, H1219Y, E1235V, C1271W, K1299E, L1340P, R1302G, G1370E, A1344E, N1387S, H1868R, G1869W, 20 
L1872P, I1873T, R1896M, y S1898F. 
 
Más preferiblemente, dicha mutación de aminoácido está situada en la región de 80 aminoácidos situada cerca del 
extremo carboxi terminal de la proteína TET2 (que corresponde al aminoácido 1843 hasta el aminoácido 1922, SEC 
ID nº:4). Incluso más preferiblemente, dichas mutaciones de aminoácido se seleccionan del grupo que comprende o 25 
que consiste en H1868R, G1869W, L1872P, I1873T, R1896M, y S1898F, como un ejemplo I1873T, R1896M, y 
S1898F. 
 
Para la mutación finalizadora, dicha mutación finalizadora da preferiblemente como resultado la introducción de una 
mutación de parada en el marco de lectura abierto de la proteína TET2, y preferiblemente antes de al menos una de 30 
las dos regiones muy conservadas compartidas por la proteína TET2 que corresponde a i) la región de 310 
aminoácidos situada cerca del centro de la proteína TET2 (aminoácidos 1134 a aminoácido 1444, SEC ID nº:3), o ii) 
la región de 80 aminoácidos situada cerca del extremo carboxi terminal de la proteína TET2 (que corresponde al 
aminoácido 1843 hasta el aminoácido 1922, SEC ID nº:4). 
 35 
Como ejemplo, dichas mutaciones finalizadoras se seleccionan del grupo que comprende o que consiste en 
Q232Stop, Q321Stop, S354Stop, Q417Stop, R544Stop, R550Stop, Q557Stop, Q574Stop, Q635Stop, Q642Stop, 
Q685Stop, L699Stop, S792Stop, Q891Stop, Q943Stop, E1026Stop R1067Stop, R1216Stop, Y1225Stop, 
R1404Stop, L1457Stop, R1465Stop, R1516Stop, Q1524Stop, Q1542Stop, N1624Stop, Y1724Stop, Y1751Stop, 
L1819Stop, Q1834Stop y W1847Stop; preferiblemente del grupo que comprende o que consiste en Q321Stop, 40 
S354Stop, R544Stop, Q557Stop, R1216Stop, e Y1724Stop. 
 
También, dicha mutación finalizadora puede dar como resultado la introducción de una mutación de parada dentro 
de al menos una de las dos regiones muy conservadas compartidas por la proteína TET2 que corresponde a i) la 
región de 310 aminoácidos situada cerca del centro de la proteína TET2 (aminoácidos 1134 a aminoácido 1444, 45 
SEC ID nº:3), o ii) la región de 80 aminoácidos situada cerca del extremo carboxi terminal de la proteína TET2 (que 
corresponde al aminoácido 1843 hasta el aminoácido 1922, SEC ID nº:4). 
 
Más preferiblemente, dicha mutación finalizadora da como resultado la introducción de una mutación de parada en el 
marco de lectura abierto de la proteína TET2 antes de la región de 80 aminoácidos situada cerca del extremo 50 
carboxi terminal de la proteína TET2 (que corresponde al aminoácido 1843 hasta el aminoácido 1922, SEC ID nº:4). 
Como ejemplo, dicha mutación finalizadora se selecciona del grupo que comprende o que consiste en Q232Stop, 
Q321Stop, S354Stop, Q417Stop, R544Stop, R550Stop, Q557Stop, Q574Stop, Q635Stop, Q642Stop, Q685Stop, 
L699Stop, S792Stop, Q891Stop, Q943Stop, E1026Stop, R1067Stop, R1216Stop, Y1225Stop, R1404Stop, 
L1457Stop, R1465Stop, R1516Stop, Q1524Stop, Q1542Stop, N1624Stop, Y1724Stop, Y1751Stop, L1819Stop, y 55 
Q1834Stop. 
 
También, dicha mutación finalizadora puede dar como resultado la introducción de una mutación de parada en el 
marco de lectura abierto de la proteína TET2 dentro de la región de 80 aminoácidos situada cerca del extremo 
carboxi terminal de la proteína TET2 (que corresponde al aminoácido 1843 hasta el aminoácido 1922, SEC ID nº:4). 60 
Como ejemplo, dicha mutación finalizadora es W1847Stop. 
 
Las técnicas típicas para detectar la presencia de una mutación pueden incluir polimorfismo de longitud de 
fragmento de restricción, técnicas de hibridación, secuenciación de ADN, resistencia a exonucleasas, 
microsecuenciación, extensión en fase sólida usando ddNTPs, extensión en disolución usando ddNTPs, ensayos de 65 
ligación de oligonucleótidos, métodos para detectar polimorfismos de un solo nucleótido tales como hibridación 
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dinámica específica de alelo, reacción en cadena de ligación, minisecuenciación, “chips” de ADN, hibridación de 
oligonucleótidos específicos de alelo con sondas marcadas individualmente o dualmente combinada con PCR o con 
balizas moleculares, y otros. 
 
Ventajosamente, la alteración se detecta en el ADNc o ADN del gen TET2 mediante PCR y secuenciación, matriz de 5 
SNP o CGH, siendo todas ellas bien conocidas por la persona experta. 
 
En biología molecular y bioinformática, una matriz de SNP es un tipo de micromatriz de ADN que se usa para 
detectar polimorfismos en una población. Los principios básicos de la matriz de SNP son los mismos que los de la 
micromatriz de ADN. Éstos son la convergencia de hibridación de ADN, microscopía de fluorescencia, y captura de 10 
ADN en superficie sólida. Los tres componentes obligatorios de las matrices de SNP son: i) la matriz que contiene 
secuencias o dianas de ácido nucleico inmovilizadas; ii) una o más sondas de oligonucleótidos específicos de alelo 
(ASO) marcadas; y (iii) un sistema de detección que registra e interpreta la señal de hibridación (véase en Sheils, O., 
Finn, S. y O’Leary J. (2003) “Nucleic acid microarray: an overview.” Current Diagnostic Pathology. 9:155-158). 
 15 
La hibridación genómica comparativa (CGH) es un método citogenético molecular de identificación de un tumor en 
busca de cambios genéticos. Las alteraciones se clasifican como ganancias y pérdidas de ADN, y revelan un patrón 
característico que incluye mutaciones a niveles cromosómicos y subcromosómicos. El método se basa en la 
hibridación de ADN tumoral marcado fluorescentemente (frecuentemente fluoresceína (FITC)) y ADN normal 
(frecuentemente rodamina o Rojo Texas) a preparaciones de metafase humana normal. Usando microscopía de 20 
epifluorescencia y análisis de imágenes cuantitativo, se pueden detectar diferencias regionales en la relación de 
fluorescencia de ganancias/pérdidas frente a ADN de control, y se pueden usar para identificar regiones anormales 
en el genoma. CGH detectará solamente cambios de cromosomas desequilibrados. Habitualmente no se pueden 
detectar aberraciones cromosómicas estructurales, tales como translocaciones o inversiones recíprocas 
balanceadas, ya que no cambian sistemáticamente el número de copias (Emanuel BS, Saitta SC. From microscopes 25 
to microarrays: dissecting recurrent chromosomal rearrangements. Nat Rev Genet. 2007 Nov;8(11):869-83. Repaso). 
 
En otra forma de realización preferida de la invención, el método comprende la etapa de analizar la expresión del 
gen del miembro 2 de la familia TET (TET2). 
 30 
Según los resultados obtenidos por los inventores, la ausencia de expresión o la subexpresión de la proteína TET2, 
o la expresión de una proteína TET2 truncada como se describe previamente, está asociada con cáncer mieloide. 
 
Los métodos para analizar la expresión de un gen son bien conocidos por el experto en la materia. 
 35 
En una forma de realización particular de la invención, la expresión del gen TET2 se evalúa analizando la expresión 
del transcrito de ARNm o precursores de ARNm, tales como ARN naciente, de dicho gen. 
 
Tal análisis se puede evaluar preparando ARNm/ADNc de células en una muestra biológica procedente de un 
sujeto, e hibridando el ARNm/ADNc con polinucleótido de referencia. El ARNm/ADNc preparado se puede usar en 40 
ensayos de hibridación o de amplificación que incluyen, pero no se limitan a, análisis Southern o Northern, análisis 
de reacción en cadena de la polimerasa, tal como PCR cuantitativa (TAQMAN), y matrices de sondas tales como 
GENECHIP™ DNA (AFFYMETRIX). 
 
Ventajosamente, el análisis del nivel de expresión de ARNm transcrito a partir del gen TET2 implica el proceso de 45 
amplificar ácido nucleico, por ejemplo mediante RT-PCR (la realización experimental se expone en la patente U.S. nº 
4.683.202), la reacción en cadena de ligasa (BARANY, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol.88, p: 189-193, 1991), la 
replicación de secuencia autosostenida (GUATELLI et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol. 87, p: 1874-1878, 1990), 
sistema de amplificación transcripcional (KWOH et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol. 86, p: 1173-1177, 
1989), Q-Beta Replicase (LIZARDI et al., Biol. Technology, vol. 6, p: 1197, 1988), replicación de círculo rodante 50 
(patente U. S. nº 5.854.033) o cualquier otro método de amplificación del ácido nucleico, seguido de la detección de 
las moléculas amplificadas usando técnicas bien conocidas por aquellos de pericia en la técnica. Estos esquemas de 
detección son especialmente útiles para la detección de moléculas de ácido nucleico si tales moléculas están 
presentes en números muy bajos. Como se usa en la presente memoria, los cebadores de amplificación se definen 
como un par de moléculas de ácido nucleico que se pueden hibridar a regiones 5’ o 3’ de un gen (hebras más y 55 
menos, respectivamente, o viceversa) y contienen una región corta entre medias. En general, los cebadores de 
amplificación tienen una longitud de aproximadamente 10 a 30 nucleótidos, y flanquean una región de 
aproximadamente 50 a 200 nucleótidos de longitud. En condiciones apropiadas y con reactivos apropiados, tales 
cebadores permiten la amplificación de una molécula de ácido nucleico que comprende la secuencia nucleotídica 
flanqueada por los cebadores.  60 
 
En otra forma de realización particular, la expresión del gen TET2 se evalúa analizando la expresión de la proteína 
TET2 traducida a partir de dicho gen. 
 
Tal análisis se puede evaluar usando un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo radiomarcado, marcado con 65 
cromóforo, marcado con fluoróforo, o marcado con enzima), un derivado de anticuerpo (por ejemplo, un conjugado 
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de anticuerpo con un sustrato o con la proteína o ligando de una proteína de un par proteína-ligando (por ejemplo, 
biotina-estreptavidina)), o un fragmento de anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo monocatenario, un dominio 
hipervariable de anticuerpo aislado, etc.) que se une específicamente a la proteína TET2. Dicho análisis se puede 
evaluar mediante una variedad de técnicas bien conocidas por un experto en la materia, incluyendo, pero sin 
limitarse a, inmunoensayo enzimático (EIA), radioinmunoensayo (RIA), análisis de transferencia Western, y ensayo 5 
inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA). 
 
Los anticuerpos policlonales se pueden preparar inmunizando un animal adecuado, tal como ratón, conejo o cabra, 
con la proteína TET2 (SEC ID nº:2) o un fragmento de la misma (por ejemplo, al menos 10 o 15 aminoácidos). El 
título de anticuerpos en el animal inmunizado se puede monitorizar a lo largo del tiempo mediante técnicas estándar, 10 
tal como con un ELISA que usa polipéptido inmovilizado. En un momento apropiado tras la inmunización, por 
ejemplo cuando los títulos del anticuerpo específico son los más elevados, se pueden obtener células productoras 
de anticuerpo a partir del animal y se pueden usar para preparar anticuerpos monoclonales (mAb) mediante técnicas 
estándares, tales como la técnica de hibridoma descrita originalmente por KOHLER y MILSTEIN (Nature, vol. 256, 
p:495-497, 1975), la técnica de hibridoma de células B humanas (KOZBOR et al., Immunol., vol. 4, p: 72, 1983), la 15 
técnica de hibridoma de EBV (COLE et al., En Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., p: 77-
96, 1985) o técnicas de trioma. La tecnología para producir hibridomas es bien conocida (véase generalmente 
Current Protocols in Immunology, COLIGAN et al. ed., John Wiley & Sons, Nueva York, 1994). Las células de 
hibridoma que producen el anticuerpo monoclonal deseado se detectan mediante identificación de los 
sobrenadantes de cultivo de hibridoma para anticuerpos que se unen al polipéptido de interés, por ejemplo usando 20 
una ELISA estándar. 
 
Como se menciona anteriormente, las mutaciones en el gen TET2 pueden desencadenar la ausencia de expresión o 
la subexpresión de la proteína TET2.  
 25 
Como se usa en la presente memoria, la “subexpresión” de un polipéptido se produce cuando la transcripción y/o la 
traducción del gen está afectada por la mutación, conduciendo a un nivel de expresión en la muestra biológica que 
es menor que el error estándar del ensayo utilizado para evaluar la expresión, y es preferiblemente al menos 20% 
inferior al nivel normal de expresión de dicho gen, preferiblemente al menos 50% inferior al nivel normal de 
expresión de dicho gen, y lo más preferible al menos 100% inferior al nivel normal de expresión de dicho gen. 30 
 
Por lo tanto, el método de la invención puede comprender comparar el nivel de expresión del gen TET2 en una 
muestra biológica procedente de un sujeto con su nivel de expresión en un control (es decir, nivel de expresión 
normal). Un nivel significativamente menor de expresión de dicho gen en la muestra biológica de un sujeto en 
comparación con el nivel de expresión normal es indicativo de que el paciente puede desarrollar una neoplasia 35 
mieloide. 
 
Como se utiliza en la presente memoria, un “control” corresponde preferiblemente a una muestra de control que 
comprende células no tumorales. Preferiblemente, dicho control corresponde a leucocitos de sangre periférica (PBL), 
y todavía más preferentemente a un leucocito de sangre periférica inmortalizado con el virus de Epstein Barr. 40 
 
De este modo, el nivel “normal” de expresión del gen TET2 es el nivel de expresión de dicho gen en una muestra 
biológica de célula no tumoral. Preferiblemente, dicho nivel normal de expresión se evalúa en una muestra de control 
y, preferiblemente, el nivel de expresión promedio de dicho gen en varias muestras de control. 
 45 
El análisis de la expresión normal del gen TET2 se puede evaluar mediante cualquiera de entre una variedad amplia 
de métodos bien conocidos para detectar la expresión de un ácido nucleico transcrito o de una proteína traducida 
como se describe anteriormente. 
 
En una forma de realización preferida de la invención, dicha mutación en el gen TET2 induce la ausencia de 50 
expresión o subexpresión de las dos regiones muy conservadas compartidas por las proteínas TET2 y corresponde 
a i) la región de 310 aminoácidos situada cerca del centro de la proteína TET2 (aminoácidos 1134 a aminoácido 
1444, SEC ID nº:3), y ii) la región de 80 aminoácidos situada cerca del extremo carboxi terminal de la proteína TET2 
(que corresponde al aminoácido 1843 hasta el aminoácido 1922, SEC ID nº:4), y más preferiblemente de la región 
de 80 aminoácidos situada cerca del extremo carboxi terminal de la proteína TET2 (que corresponde al aminoácido 55 
1843 hasta el aminoácido 1922, SEC ID nº:4). 
 
En un segundo aspecto, la presente invención se refiere al uso de un kit para diagnosticar cáncer mieloide o cáncer 
linfoide en un sujeto, comprendiendo dicho kit al menos una sonda de ácido nucleico u oligonucleótido o al menos un 
anticuerpo, que se puede usar en un método como se define en la presente invención, para detectar la presencia de 60 
una mutación en el gen TET2 y/o analizar la expresión del gen TET2. 
 
Preferiblemente, el oligonucleótido es al menos un cebador de PCR, preferiblemente se proporciona un conjunto de 
cebadores de PCR, que permite amplificar el gen TET2 o un fragmento del mismo. El experto en la materia 
proporciona fácilmente tal oligonucleótido o conjunto de cebadores de PCR que permiten amplificar una región del 65 
gen TET2, con la condición de que la secuencia de ácido nucleico de TET2 sea bien conocida (número de Acceso 
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NM_001127208, SEC ID nº:1) (Current Protocols in Molecular Biology; editado por Fred M. Ausubel et al., más 
arriba). 
 
En una forma de realización preferida, el kit comprende al menos un cebador de PCR seleccionado del grupo que 
comprende SEC ID nº:5 a SEC ID nº:38 (véanse los ejemplos y el listado de secuencia) para detectar la presencia 5 
de una mutación en el gen TET2 y/o analizar la expresión de dicho gen. 
 
Como se utiliza en la presente memoria, el término “kit” se refiere a cualquier sistema de suministro para suministrar 
materiales. En el contexto de los ensayos de reacción, tales sistemas de suministro incluyen sistemas que permiten 
el almacenamiento, transporte, o suministro de reactivos de reacción (por ejemplo, oligonucleótidos, enzimas, etc., 10 
en los recipientes apropiados) y/o materiales de soporte (por ejemplo, tampones, instrucciones escritas para llevar a 
cabo el ensayo, etc.) desde una localización a otra. Por ejemplo, los kits incluyen uno o más recintos (por ejemplo, 
cajas) que contienen los reactivos de reacción relevantes y/o materiales de soporte. Como se utiliza en la presente 
memoria, la expresión “kit fragmentado” se refiere a sistemas de suministro que comprenden dos o más recipientes 
separados que contienen cada uno una subporción de los componentes totales del kit. Los recipientes se pueden 15 
suministrar al receptor pretendido juntos o separadamente. Por ejemplo, un primer recipiente puede contener una 
enzima para uso en un ensayo, mientras que un segundo recipiente contiene oligonucleótidos. La expresión “kit 
fragmentado” pretende comprender kits que contienen reactivos específicos para el analito (ASRs) regulados bajo la 
sección 520(e) del Federal Food, Drug, and Cosmetic Act, pero no se limitan a ellos. De hecho, cualquier sistema de 
suministro que comprende dos o más recipientes separados que contienen cada uno una subporción de los 20 
componentes totales del kit está incluido en el término “kit fragmentado”. Por el contrario, un “kit combinado” se 
refiere a un sistema de suministro que contiene todos los componentes de un ensayo de reacción en un único 
recipiente (por ejemplo, en una única caja que aloja cada uno de los componentes deseados). El término “kit” incluye 
kits tanto fragmentados como combinados. 
 25 
Los presentes kits también pueden incluir uno o más reactivos, tampones, medios de hibridación, ácidos nucleicos, 
cebadores, nucleótidos, sondas, marcadores de peso molecular, enzimas, soportes sólidos, bases de datos, 
programas de ordenador para calcular órdenes de dispensación y/o equipo de laboratorio desechable, tal como 
placas de múltiples pocillos, a fin de facilitar rápidamente la implementación de los presentes métodos. Las enzimas 
que se pueden incluir en los presentes kits incluyen nucleótido polimerasas y similares. Los soportes sólidos pueden 30 
incluir perlas y similares, mientras que los marcadores de peso molecular pueden incluir marcadores conjugables, 
por ejemplo biotina y estreptavidina o similares. 
 
En una forma de realización, el kit contiene instrucciones para llevar a cabo el método descrito en la presente 
memoria para diagnosticar un cáncer mieloide o un cáncer linfoide en un sujeto. Las instrucciones se pueden 35 
proporcionar en una forma inteligible a través de un medio tangible, tal como impresas en papel, medios legibles por 
ordenador, o similares. 
 
Todavía un aspecto adicional de la presente invención se refiere a la utilización, para diagnosticar cáncer mieloide o 
linfoide, del kit mencionado anteriormente que comprende al menos una sonda de ácido nucleico u oligonucleótido o 40 
al menos un anticuerpo, que se puede usar en un método como se define para detectar la presencia de una 
mutación en el gen TET2 y/o para analizar la expresión del gen TET2. 
 
Ventajosamente, el cáncer mieloide se selecciona del grupo que consiste en síndrome mielodisplásico, leucemia 
mieloide aguda, enfermedad mieloproliferativa y síndrome mielodisplásico/mieloproliferativo. 45 
 
Todavía ventajosamente, dicho cáncer linfoide se selecciona del grupo que consiste en linfoma, tal como linfoma de 
linfocitos T o de células B, y más preferiblemente linfoma de linfocitos T. 
 
En todavía otro aspecto, la invención se refiere al uso de un agente hipometilante para tratar un paciente que sufre 50 
un tumor mieloide o un tumor linfoide, para cuyo tumor se ha detectado una mutación de TET2, una ausencia de 
expresión de TET2 o una expresión de una TET2 truncada. 
 
Preferiblemente, dicho tumor mieloide no es un MDS. 
 55 
El agente hipometilante es bien conocido por el experto en la materia, e incluye, como ejemplo, azacitidina. 
 
En un aspecto final, la descripción se refiere a un método para tratar un sujeto que sufre un tumor mieloide o linfoide, 
para cuyo tumor se ha detectado una mutación de TET2, una ausencia de expresión de TET2 o una expresión de 
una TET2 truncada, comprendiendo dicho método la etapa de administrar a dicho sujeto una cantidad 60 
terapéuticamente eficaz de agente hipometilante. 
 
Preferiblemente, dicho tumor mieloide no es un MDS. 
 
Preferiblemente, dicho agente hipometilante es la azacitidina. 65 
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La cantidad terapéuticamente eficaz de agente hipometilante se puede determinar de forma simple por el experto en 
la materia. Como ejemplo de cantidad terapéuticamente eficaz de azacitidina para tratar tumor linfoide o mieloide, se 
puede citar el régimen que se describe en FENAUX et al. (Blood, vol. 110, 817, 2007). 
 
A continuación, la invención se describe con mayor detalle haciendo referencia a secuencias de aminoácidos, 5 
secuencias de ácidos nucleicos y los ejemplos. No obstante, no se pretende ninguna limitación de la invención por 
los detalles de los ejemplos. Antes bien, la invención pertenece a cualquier forma de realización que comprenda 
detalles que no están mencionados explícitamente en los ejemplos en la presente memoria, pero que el experto en 
la materia aprecia sin un esfuerzo excesivo. 
 10 
Ejemplos  
 
1. Identificación de mutación del gen TET2 en MDS, MPD y en AML. 
 
Se identificaron 6 pacientes que sufren cáncer mieloide (AML (nAML1, nAML2, nAML3) o MDS (MDS01, MDS02, y 15 
MDS03)) y que alojan una translocación cromosómica adquirida asociada con una supresión genómica en la 
vecindad del punto de ruptura del cromosoma 4 en 4q24. Estas supresiones fueron homocigotas en un caso y 
heterocigotas en otros casos, y podrían indicar la localización de un gen supresor de tumores en esa región. 
 
Los análisis de FISH permiten en primer lugar estrechar la región habitualmente suprimida en estos pacientes hasta 20 
un intervalo de ∼ 500 kb (datos no mostrados). Los análisis asistidos por ordenador y por RT-PCR descubrieron la 
estructura de un solo gen, Ten Eleven Translocation (TET2) que se extiende en esta región (figura 1). 
 
El gen TET2 comprende 11 exones extendidos a lo largo de 150 Kb. La proteína TET2 predicha, codificada por los 
exones 3 a 11, pertenece a una familia de tres miembros (familia TET) en ser humano y ratón. Las proteínas de la 25 
familia TET comparten dos regiones muy conservadas, con una única proteína de Drosophila ortóloga en su parte 
central y carboxi terminal (figura 1). 
 
La figura 1 muestra la secuencia proteica de TET2 (SEC ID nº:2), resaltando las regiones conservadas entre 
especies (en negrita). 30 
 
Para TET2, se predijo que un codón de iniciación traduccional situado en el extremo 5’ del exón 3 (nucleótidos 862-
864 del ADNc, o 27-29 del exón 3) permite la síntesis de una proteína de 2002 aminoácidos (figura 1). Un ATG 
alternativo situado en el exón 2 (nucleótido 798-800 del ADNc, o 111-113 del exón 2) dirigirá la síntesis de 21 
aminoácidos más. No se excluyen comienzos adicionales. 35 
 
El transcrito de TET2 está ampliamente expresado (ONO et al., mencionado anteriormente, 2002; LORSBACH et al., 
mencionado anteriormente, 2003), y como se sugiere por los datos disponibles, la expresión de TET2 se confirmó en 
médula ósea y tejidos sanguíneos humanos mediante RT-PCR (datos no mostrados). Más específicamente, los 
transcritos de TET2 se detectaron en células sanguíneas CD34+ de cordón umbilical, en granulocitos de controles 40 
sanos, y en estirpes de células hematopoyéticas.  
 
Finalmente, de estos seis pacientes, cinco albergaron una supresión en un cromosoma 4, mientras que se 
suprimieron ambas copias en MDS01. 
 45 
También se descubrió la implicación de la misma región 4q24 usando un enfoque diferente en MPD. El análisis de 
progenitores multipotentes CD34+CD38-, progenitores comprometidos CD34+CD38+, y células maduras, nos condujo 
a identificar dos subconjuntos de JAK2 V617F MPD en el diagnóstico, con cinéticas distintas de expansión 
hematopoyética (DUPONT et al., Blood, vol. 110(3), p:1013-21, 2007). El primer subconjunto se caracteriza por una 
expansión tardía del clon maligno; es decir, aguas abajo del progenitor comprometido. Por el contrario, el segundo 50 
subconjunto de pacientes tuvo una expansión temprana del clon, aguas arriba del progenitor comprometido. Se 
teoriza que el segundo subconjunto de pacientes tuvo un defecto molecular capaz de promover la expansión 
temprana del clon maligno. Se analizaron cinco pacientes de este segundo subconjunto (MPD01 a MPD05) usando 
matrices de SNP y CGH de alta resolución para comparar ADN de células clonales presuntas (granulocitos) frente a 
células policlonales (células mononucleares de sangre periférica o linfocitos). Un paciente con mielofibrosis primaria 55 
(PMF) (MPD01) y un paciente con policitemia vera (PV) (MPD04) mostraron una gran pérdida de heterocigosidad 
adquirida (LOH) sin modificación del número de copias (disomía uniparental; UPD (20)) que oscila de q22 hasta qter 
del cromosoma 4. El tercer paciente (MPD05) demostró una supresión adquirida situada en la región 4q24. Esta 
supresión de 325 kb en MPD05 estaba incluida en la región de LOH de 4q24 de pacientes MPD01 y MPD04, y 
contenía TET2 como un gen candidato individual. Esta región fue normal en las otras dos muestras de MPD 60 
estudiadas (MPD02 y MPD03). 
 
Puesto que la región 4q24 está afectada en pacientes que sufren neoplasias mieloides, y puesto que TET2 se 
localiza en esta región, la integridad del gen TET2 puede verse afectada en estos pacientes. Además, la pérdida de 
las dos copias de TET2 en pacientes MDS01 y la pérdida recurrente de una copia en otros 8 pacientes con MDS, 65 
MPD o AML designó a TET2 como un gen supresor de tumores candidato. 
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De este modo, se llevó a cabo la PCR sobre el gen TET2 a fin de detectar alteraciones del gen TET2 en estos 
pacientes. De forma importante, se analizaron ambos alelos a fin de detectar modificaciones bialélicas. 
 
2. Procedimiento experimental para detectar alteraciones del gen TET2 5 
 
2.1. Cebadores usados para la identificación de mutaciones o supresiones de TET2 (tabla 2) 
 
Tabla 2 
 10 

SEC ID NO Tm 
(ºC) Secuencias Región 

amplificada 
Longitud del 

amplicón 
5 60,9 TGAACTTCCCACATTAGCTGGT 106374235-

106375189 955 
6 60,7 GAAACTGTAGCACCATTAGGCATT 
7 62,0 CAAAAGGCTAATGGAGAAAGACGTA 106374894-

106375729 836 
8 62,0 GCAGAAAAGGAATCCTTAGTGAACA 
9 63,0 GCCAGTAAACTAGCTGCAATGCTAA 106375458-

106376300 843 
10 62,3 TGCCTCATTACGTTTTAGATGGG 
11 60,0 GACCAATGTCAGAACACCTCAA 106376065-

106376931 867 
12 60,9 TTGATTTTGAATACTGATTTTCACCA 
13 60,5 TTGCAACATAAGCCTCATAAACAG 106376703-

106377490 788 
14 60,9 ATTGGCCTGTGCATCTGACTAT 
15 62,1 GCAACTTGCTCAGCAAAGGTACT 106377284-

106378064 781 
16 62,3 TGCTGCCAGACTCAAGATTTAAAA 
17 60,1 ATACTACATATAATACATTCTAATTCCCTCACTG 106381631-

106382125 
495 

18 61,5 TGTTTACTGCTTTGTGTGTGAAGG 
19 61,7 CATTTCTCAGGATGTGGTCATAGAAT 106383324-

106383609 286 
20 61,5 CCCAATTCTCAGGGTCAGATTTA 
21 60,1 AGACTTATGTATCTTTCATCTAGCTCTGG 106383864-

106384462 599 
22 60,1 ACTCTCTTCCTTTCAACCAAAGATT 
23 60,0 ATGCCACAGCTTAATACAGAGTTAGAT 106400093-

106400454 362 
24 60,9 TGTCATATTGTTCACTTCATCTAAGCTAAT 
25 61,1 GATGCTTTATTTAGTAATAAAGGCACCA 106402226-

106402579 354 
26 61,5 TTCAACAATTAAGAGGAAAAGTTAGAATAATATTT 
27 61,7 TGTCATTCCATTTTGTTTCTGGATA 106410076-

106410436 361 
28 60,5 AAATTACCCAGTCTTGCATATGTCTT 
29 63,0 CTGGATCAACTAGGCCACCAAC 106413052-

106413825 774 
30 63,0 CCAAAATTAACAATGTTCATTTTACAATAAGAG 
31 61,1 GCTCTTATCTTTGCTTAATGGGTGT 106415516-

106416263 748 
32 60,5 TGTACATTTGGTCTAATGGTACAACTG 
33 60,5 AATGGAAACCTATCAGTGGACAAC 106416016-

106417122 1107 
34 60,2 TATATATCTGTTGTAAGGCCCTGTGA 
35 62,0 CAGAGCTTTCTGGATCCTGACAT 106416670-

106417204 535 
36 60,3 GCCCACGTCATGAGAACTATACTAC 
37 66 TCTAAGCTCAGTCTACCACCCATCCATA 106416118-

106416671 570 
38 66,7 TGCTCGCTGTCTGACCAGACCTCAT 

 
2.2. PCR 
 
Se llevó a cabo la PCR en 20 µl partiendo de 25-50 ng de ADN en APPLIED BIOSYSTEM PCR 9700. 
 15 
Para cada muestra: Se usaron 17 PCR para detectar las mutaciones/supresiones situadas en el gen TET2. La 
mezcla se preparó según lo siguiente: 
 

 mezcla *1 
10X 2 

dNTP 25 mM 0,15 
O1 100 pmol/µl 0,1 
O2 100 pmol/µl 0,1 
hot star (5 U/µl) 0,2 

Agua 15,5-16,5 
Muestra de ADN (25 ng/µl) 1-2 
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Se usaron las siguientes condiciones de ciclos de PCR: 
 

15’ 94ºC 1 ciclo 
20 s 94ºC 

2 ciclos 20 s 56ºC 
30 s 72ºC 
20 s 94ºC 

2 ciclos 20 s 54ºC 
30 s 72ºC 
20 s 94ºC 

2 ciclos 20 s 52ºC 
30 s 72ºC 
20 s 94ºC 

37 ciclos 20 s 50ºC 
30 s 72ºC 
10’ 72ºC 1 ciclo 

 
2.3. Secuenciación de los productos de la PCR 
 5 
Finalmente, se realizó la secuenciación de los productos de la PCR mediante EUROFINS MWG Biotech (Francia, 9, 
rue de la Laponie, 91967 Les Ulis cedex) o por “Département des services commun de l'Institut Cochin” (Plate forme 
transcriptomique, Hôpital Cochin/Bat G. Roussy/3ème étage, 27 rue du Fg St Jacques, 75014 París) con el kit Big 
Dye terminator V1.1 y las máquinas de secuenciación 3130 XL (ambos de APPLIED BIOSYSTEMS). 
 10 
3. Mutaciones del gen TET2 en pacientes que sufren MDS o AML con supresión de 4q24 heterocigota 
 
3.1. En células tumorales 
 
La integridad del gen TET2 se comprobó en la copia “intacta” de 4q24 de los 8 pacientes mencionados 15 
anteriormente que albergan la translocación cromosómica adquirida heterocigota asociada con una supresión 
genómica en la vecindad del punto de ruptura del cromosoma 4 en 4q24. 
 
Para identificar mutaciones potenciales del gen TET2 en estos alelos, se investigó mediante PCR, como se describe 
anteriormente, la secuencia de los ocho exones codificantes y de sus sitios de corte y empalme en el ADN extraído 20 
de muestras de médula ósea de 8 pacientes que poseen una reorganización de 4q24. 
 
La tabla 3 describe el estado de ambos alelos de los genes TET2 en pacientes que sufren MPD, MDS o AML y que 
tienen una supresión 4q24 en un alelo: 
 25 

Paciente Copia 1 Copia Enfermedad 
nAML1 R1896M Supresión AML 
nAML2 I1873T Supresión AML 
nAML3 Supresión Desconocido AML 
MDS01 Supresión Supresión RA 
MDS02 FS tras L560 (Exón 3) Supresión RA 
MDS03 N1624Stop (Exón 11) Supresión RA 
MPD01 Q557Stop Q557Stop PMF 
MPD04 Supresión (1237 a 1239) Supresión (1237 a 1239) PV 
MPD05 Supresión Tipo salvaje PV 

 
La comparación de la secuencia obtenida de los pacientes con la contraparte de tipo salvaje identificó cambios 
nucleotídicos en 6 pacientes (Tabla 3). Los cambios no fueron atribuibles a polimorfismos identificados. El paciente 
nAML1 y nAML2 albergaron cambios de un solo nucleótido, conduciendo a una I1873T en el paciente nAML2 y a 
R1896M en el paciente nAML1. El paciente MDS03 mostró un cambio de CAG a TAG, introduciendo un codón de 30 
parada en lugar de N1624. El paciente MPD01 mostró un cambio de un solo nucleótido, introduciendo un codón de 
parada en lugar de NQ557. El paciente MDS02 tuvo una inserción de 4 pares de bases, conduciendo a un codón de 
parada 6 aminoácidos después de L560. El paciente MPD04 tuvo una supresión de 9 nucleótidos en el marco. No se 
observaron cambios nucleotídicos notables en el ADN del paciente nAML3. El paciente MDS01 aloja una supresión 
bialélica del gen TET2. 35 
 
3.2. En células no tumorales de los pacientes 
 
Para confirmar que los cambios observados estaban adquiridos somáticamente, se analizó el ADN procedente de 
muestras no tumorales cuando estuvo disponible. 40 
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En el paciente nAML2, no se observó el cambio T a C en ADN procedente de una población de células B 
transformada con el EBV (figura 2). En el paciente nAML1, los análisis de una muestra obtenida después de 
autotransplante de médula ósea demostraron una relación invertida entre el G de tipo salvaje y el T mutado, cuando 
se compara con la muestra de diagnóstico (datos no mostrados). De forma similar, la señal que corresponde al T 
mutado está casi ausente en el ADN extraído de PBL estimulado del paciente MDS03 (Figura 2). Este análisis ha 5 
mostrado también la ausencia de mutación para MPD04, y de supresión para MPD05 en células no tumorales (datos 
no representados). Este análisis ha mostrado además que se detecta una pequeña cantidad de secuencia de tipo 
salvaje residual en células mononucleares periféricas procedentes del paciente MPD01 (datos no representados). 
 
La figura 2 muestra las trazas de secuencia obtenidas mediante secuenciación de PCR en muestras obtenidas de 10 
los dos pacientes nAML2 y MDS03, y que muestra que la mutación solo se produce en las muestras tumorales (R: 
cebador inverso y F: cebador directo) y en muestras no tumorales (NT o PBL). 
 
Considerados conjuntamente, estos resultados demuestran que las dos copias del gen TET2 son seleccionadas 
como dianas en pacientes que sufren neoplasia mieloide diversa, y esto a través de dos sucesos diferentes, una 15 
translocación cromosómica asociada con una supresión y mutaciones de punto, estableciendo a TET2 como un gen 
supresor de tumores. 
 
4. Alteración del gen TET2 en pacientes que sufren MDS o AML sin supresión de 4q24 citogenéticamente detectable 
 20 
Para establecer si la mutación de TET2 se podría producir también independientemente de una anormalidad 
cromosómica, se analizó mediante PCR, como se describe anteriormente, ADN procedente de muestras de médula 
ósea de 309 pacientes adicionales con diferentes subtipos de MDS (n = 81), sAML (n = 21), CMML (n = 9), MPD 
positivo para JAK2V617F (n = 181), y MPD negativo para JAK2V617F (n = 17) sin anormalidad de 4q24 conocida. 
 25 
La Tabla 4 describe el estado del defecto identificado de TET2 en pacientes que sufren MDS o AML: 
 

Paciente Defecto de TET2 Enfermedad 
sAML2 S1898F sAMLII 
sAML4 FS (Exón 3) sAMLII 
sAML5 FS (Exón 11) sAMLII 
sAML6 FS (Exón 11)/Q891 stop sAMLII 
sAML7 Q943Stop sAMLII 
MDS04 K1299E/R544Stop RA 
MDS07 Sin amplificación Ex11 RA 
MDS30 FS (Exón 3) RA 
MDS09 FS (Exón 3) RARS 
MDS35 Y1225Stop Exón 6 RARS 
MDS10 Y1724Stop/Q321 Stop RCMD-RS 
MDS28 FS (Exón 3) RCMD-RS 
MDS18 FS (Exón 11) RAEB1 
MDS27 FS (Exón 3)/ FS (Exón 3) RAEB1 
MDS33 FS (Exón 4) RAEB1 
MDS39 L1872P RAEB1 
MDS40 FS (Exón 11) RAEB1 
MDS42 Mutación L1872P/11873T del aceptor de corte y empalme RAEB1 
MDS34 Sitio Exón 5 RAEB2 
MDS41 FS (Exón 11) RAEB2 

CMML01 Q685Stop CMML 
CMML02 FS (Exón 3)/R1067Stop CMML 

 
RA, anemia refractaria; RARS, anemia refractaria con sideroblastos en anillo; RARS-T, RARS con trombocitosis; 
RAEB, anemia refractaria con exceso de blastos; RAEB1: blastos 5-9%; RAEB2: blastos 10-19%; AML, leucemia 30 
mieloide aguda; FAB, clasificación francesa-americana-británica; del, supresión; FS, desplazamiento del marco; ND, 
no realizado. Todos los MDS/AML ensayados (22/27) fueron negativos para JAK2V617F. MDS03 se estudió en las 
fases de RAEB1 y RAEB2. Se analizaron dos muestras sucesivas de paciente MDS34. Los pacientes seleccionados 
analizados durante la parte inicial del estudio aparecen en negrita. 
 35 
La Tabla 5 describe el estado del defecto identificado de TET2 en pacientes que sufren MPD: 
 

Paciente Defecto de TET2 Enfermedad Estado de JACK2 y MPL 
MPD18 R1216stop PV JAK2V617F 
MPD20 FS Ex11 PV JAK2V617F 
MPD35 S354stop ET JAK2V617F 
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Paciente Defecto de TET2 Enfermedad Estado de JACK2 y MPL 
MPD43 FS Ex3/R550stop MF post ET JAK2V617F 
MPD45 FS Ex3 PV JAK2V617F 
MPD69 FS Ex7/FS Ex11 PV JAK2V617F 
MPD74 FS Ex3 PMF WT 
MPD81 FS Ex6 ET JAK2V617F 
MPD86 FS Ex5/R1404stop PV JAK2V617F 
MPD89 FS Ex10 PV JAK2V617F 
MPD92 R1302G PMF JAK2V617F 
MPD96 W1847stop ET JAK2V617F 
MPD99 FS Ex3 ET JAK2V617F 

MPD120 FS Ex3 PV JAK2V617F 
MPD130 FS Ex3 ET JAK2V617F 
MPD132 FS Ex3 PV JAK2V617F 
MPD133 G1869W ET JAK2V617F 
MPD142 FS Ex3 PV JAK2V617F 
MPD149 FS Ex6 ET JAK2V617F 
MPD158 FS Ex3 PV JAK2V617F 
MPD163 Q1542stop ET MPLW515L 
MPD164 FS Ex3 PMF JAK2V617F 
MPD183 FS Ex7/Q635stop PV JAK2V617F 
MPD200 FS Ex3/FS Ex11 ET WT 

 
PMF, mielofibrosis primaria, PV, policitemia vera, ET, trombocitemia esencial. WT: negativo para mutaciones 
JAK2V617F y MPL 515. FS, desplazamiento del marco. 
 
Se observaron anormalidades obvias de la secuencia codificante de TET2 en 45 pacientes, que dan como resultado 5 
la sustitución de aminoácidos conservada, la generación de codones de parada en el marco, o desplazamientos del 
marco (Tablas 4 y 5. En un paciente adicional (MDS07), la amplificación de la parte 5’ del exón 11 dio como 
resultado solamente cantidades en trazas de fragmento de PCR a pesar del uso de varias condiciones y pares de 
cebadores (datos no representados), lo que se atribuyó a una reorganización genómica estructural no caracterizada 
que afecta a esta región. Se observaron defectos de TET2 en todos los tipos de MDS (22/111) y MPDs negativos 10 
para BCR-ABL asociados con JAK2 V617F (21/181), o MPL W515L/K (1/6) o desprovistos de estas mutaciones 
(2/11). 
 
Los resultados demuestran que los defectos de TET2 se pueden identificar en trastornos mieloides diversos no 
seleccionados, con una prevalencia elevada (46/309 = 17%). Como ejemplo, el pacientes MDS04 mostró dos 15 
cambios que conducen a K1299D y R544Stop. El paciente MDS10 tuvo dos mutaciones de parada, Y1724Stop y 
Q321Stop. El paciente sAML2 tuvo una mutación de punto que conduce a S1898F. Estas mutaciones observadas 
pueden dar como resultado una pérdida parcial o total de función de la proteína TET2. Se puede anticipar que se 
pueden haber perdido otros defectos, tales como supresiones del gen TET2, y de este modo se habría subestimado 
la frecuencia estimada de los defectos de TET2 en estas neoplasias. 20 
 
En conjunto, en 19/55 de los pacientes con defectos de TET2, se detectaron dos mutaciones diferentes, 
probablemente que seleccionan como diana a ambas copias de TET2. Este punto se confirmó secuenciando 
moléculas individuales tras subclonar los fragmentos de PCR obtenidos del paciente MDS42. Se observó un único 
defecto en 35/55 muestras, sugiriendo que la haploinsuficiencia de TET2 puede ejercer un papel en estas 25 
neoplasias. 
 
5. Las mutaciones de TET2 seleccionan como diana a progenitores tempranos en MDS. 
 
Los MDS son neoplasias mieloides que se originan a partir de una HSC. Si las mutaciones observadas en TET2 son 30 
causales, también se deberían observar en la HSC. Para investigar esto, se analizó en primer lugar la presencia de 
los defectos de TET2 en células CD34+, que incluyen HSC y progenitores hematopoyéticos, procedentes de 4 
pacientes con MDS (MDS03, MDS09, MDS28, MDS35). 
 
La figura 3a muestra los histogramas de secuenciación de células CD34+ clasificadas procedentes de paciente 35 
MDS03 en las fases RAEB1 y RAEB2. Con fines comparativos se muestran secuencias observadas en muestra de 
médula ósea sin clasificar y de control de tipo salvaje. Los asteriscos indican el nucleótido mutado. 
 
La figura 3b muestra el análisis mediante PCR-RFLP de ADN aislado de células CD34+CD38- y CD34+CD38+ de 
MDS03 clasificadas, en la fase RAEB1. Los fragmentos amplificados se digirieron usando Tas1 y se fraccionaron por 40 
tamaños mediante migración en agarosa. La proporción de TET2 mutada se evaluó midiendo las intensidades de las 
señales mutadas (mut) o de tipo salvaje (wt) con respecto a aquella de la señal generada por ambos alelos (wt+mut). 
Sin digerir (-) y digerido (+). (ctl) corresponde a productos de PCR a partir de ADN de control. MW: peso molecular. 
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La figura 3c muestra el análisis mediante PCR-RFLP de TET2 llevado a cabo directamente a partir de células 
CD34+CD38- y CD34+CD38+ clasificadas procedentes del paciente MDS09 usando la endonucleasa BseLI. 
 
La figura 3d muestra el genotipado mediante PCR-RFLP usando BseLI de células CD34+CD38- y CD34+CD38+ 5 
clasificadas procedentes del paciente MDS09 que se hicieron crecer a una célula por pocillo. Las anotaciones son 
las mismas como en b. Los histogramas representan la fracción de clones con TET2 de tipo salvaje 8gris) o mutada 
(negro). Obsérvese la ausencia de fragmento de tipo salvaje en clones CD34+CD38+ indicados por los asteriscos. 
 
En todos los casos, la secuencia de TET2 mutada se pudo detectar (Figura 3). En uno de estos pacientes (MDS03), 10 
las células CD34+ se pudieron analizar en anemia refractaria con fases de exceso de blastos 1 (RAEB1) y RAEB2. 
De forma interesante, la secuencia de tipo salvaje se detectó en la fase RAEB1, pero no en la fase RAEB2 (Figura 
3a), sugiriendo expansión de progenitores mutados en TET2 con la progresión de la enfermedad. 
 
A continuación se fraccionaron las CD34+ procedentes de estos cuatro pacientes en poblaciones de células 15 
CD34+CD38- (que corresponden a HSC y progenitores multipotentes) y CD34+CD38+ (que corresponden a 
progenitores más maduros) usando anticuerpos CD34-PeCy5 y CD38-FITC (IMMUNOTECH) usando un clasificador 
celular FACSDiva (BECTON DICKINSON). En dos pacientes (MDS03 y MDS09), se usó análisis mediante PCR-
RFLP para distinguir secuencias de TET2 mutadas y de tipo salvaje. La carga de TET2 mutada aumentó en ambos 
pacientes de células CD34+CD38- a CD34+CD38+ (16% a 54% en MDS03, y 26% a 48% en MDS09) (Figura 3b, c). 20 
Se llevó a cabo un análisis adicional a nivel celular, sembrando progenitores hematopoyéticos individuales 
procedentes de MDS09. 
 
Las células CD34+CD38- clasificadas procedentes de médula ósea de MDS09 se sembraron a una célula por pocillo 
en una capa confluente de la estirpe celular MS5 en medio MEM alfa suplementado con 10% de FBS (STEM CELL 25 
TECHNOLOGIES), y un cóctel de citocinas tempranas (trombopoyetina (Tpo), interleucina-3 (IL3), FLT3-L, factor de 
células madre (SCF) e interleucina-6 (IL6)). Las células CD34+CD38+ también se sembraron a una célula por pocillo 
usando la misma combinación de citocinas “tardías” (SCF, IL3, eritropoyetina (Epo) y factor estimulante de colonias 
de granulocitos (G-CSF)) como se usa en cultivos de metilcelulosa DUPONT et al., mencionado anteriormente, 
2007). Después de tres semanas (CD34+CD38-) o 10 días (CD34+CD38+), los clones individuales se recogieron para 30 
el genotipado posterior. 
 
Los resultados muestran que la mutación de TET2 se identificó en 8 de 32 (25%) y 18 de 30 (60%) clones derivados 
de células CD34+CD38- y CD34+CD38+, respectivamente (Figura 3d). De forma interesante, la copia de tipo salvaje 
de TET2 no siempre se amplificó a partir de clones que poseen una TET2 mutada, sugiriendo su pérdida en una 35 
minoría de las células. 
 
Para los otros dos pacientes (MDS28, MDS35), el incremento en la carga de mutación de TET2 de muestras de 
CD34+CD38- a CD34+CD38+ se evaluó con las gráficas de secuencias. Para ser más exactos, los fragmentos 
amplificados procedentes de muestras de MDS28 se subclonaron, y se secuenciaron los clones bacterianos 40 
individuales. La copia mutada apenas fue detectable en la población de CD34+CD38- de MDS28, mientras que 
representó 32% de las secuencias de TET2 en la población de CD34+CD38+ (datos no representados). Estos datos 
indican que las mutaciones de TET2 seleccionan como diana a una célula CD34+CD38- y que, en MDS, la carga 
mutada de TET2 aumenta desde progenitores inmaduros a progenitores maduros, sugiriendo una ventaja selectiva 
de las células mutadas durante las fases tempranas de la diferenciación hematopoyética. 45 
 
En tres muestras de sAML (sAML2, sAML4, sAML5), también se encontraron mutaciones de TET2 en células CD34+ 
(datos no mostrados). Cuando se analizaron, en células clasificadas sAML4, sAML5, no se observaron cambios 
notables en la carga de TET2 mutada entre poblaciones de CD34+CD38- y CD34+CD38+. 
 50 
6. Impacto de la prevalencia y del pronóstico de mutaciones de TET2 en MDS. 
 
Para establecer el impacto de la prevalencia y del pronóstico de las mutaciones de TET2 en MDS, se analizaron 
retrospectivamente las mutaciones de TET2 y su valor de pronóstico, en 204 MDS y AML post MDS enrolados en 
ensayos multicéntricos GFM (41 RA/RCMD/MDS-U/5q-, 18 RCMD, 28 RARS/RCMD-RS/RARS-T, 43 RAEB 1, 32 55 
RAEB 2, 44 AML post MDS). El análisis de las mutaciones de TET2 se realizó como se describió previamente, y los 
resultados se presentan en la tabla 6. 
 
La Tabla 6 describe el estado del defecto identificado de TET2 en pacientes que sufren MDS o AML: 
 60 

Enfermedad Cambio de nucleótido Consecuencia 
MDS02 G04 delA 3166 p.Gln769 FS 

MDS 04 c.4755A>G + c.2490C>T p.[Lys1299Glu]+[Arg544X] 
MDS01 A08 insT 3465 p.Pro869 FS 
MDS01 A11 c.5071 OT p.Arg1404 STOP 
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Enfermedad Cambio de nucleótido Consecuencia 
MDS02 C01 delT 2685 + insA 3009 p.Ser609 FS + p.His717 FS 
MDS01 B03 insA 5540 p.Tyr1560 FS 
MDS01 B11 c.2913 C>T p.Gln685 STOP 

SAML1  del/wt 
MDS 07  Sin amplificación de 5’ Exón 11 

MDS01 C08 deIC 6360 p.Gln1834 FS 
MDS01 C09 c.3532C>T + insA 5757 p.Cys1633 FS + p.Gln891 STOP 
MDS01 D01 c.6475T>C p.Leu1872Pro 
MDS02 H02 c.4384A>G + c.4625C>G p.llel 175Val + p.Tyr1255 STOP 

sAML2  Ser1898Phe 
MDS01 D06 del 2834_2835 p.His658 FS 

MDS 10  p.Gln530 FS + p.Tyr1724 STOP 
MDS02 C12 delT 2685 + c.6316T>G p.Ser609 FS + p.Leu1819 STOP 
MDS02 D01 deIC 3009 p.His717 FS 

MDS 01  del/del 
MDS 02  del/p.Arg581 FS 

MDS01 E02 c.5730C>T del/Gin1624 STOP 
MDS02 D04 delT 2944 p.Leu699 STOP 
MDS01 E06 irisC 3151 + p.5406C>T p.Gln764 FS + Arg1516 STOP 
MDS01 E07 c.6475T>C + c.6478T>C p.Leu1872Pro + p.lle1873Thr 
MDS01 E08 deIC 2448 + delA 4130 p.Gln530 FS + p.Lys1090 FS 
MDS01 F02 p.6360C>T p.Gln1834 STOP 
MDS01 F04 deIG 2994 p.Glu711 FS 

MDS02 E01 c.6114T>G + insT sitio de corte y empalme p.Tyr1751 STOP + mutación de sitio de corte y 
empalme exón 8 

MDS01 F06 p.3688C>T + delA 6507 p.Gln943 STOP + p.Thr1883 FS 
MDS01 G01 deIG 4271 + c.6478T>C p.Glu1137 FS + p.lle1873Thr 
MDS01 G03 p.3688C>T p.Glri943 STOP 

nAML2 c.6478T>C del/p.lle1873Thr 
MDS01 G05 deIC 5222 p.Leu1457 STOP 
MDS02 F11 dupT 3914 p.Glu1026 STOP 
MDS01 G06 delA 2935 + del5828_5843 p.Glu692 FS + p.Met1656 FS 
MDS02 A12 p.4969G>A + del6396_6531 p.Gly 1370 Glu + p.Val1846 FS 

MDS01 G7/8 g.4366-1G>T mutación de sitio de aceptor de corte y empalme exón 
5 

MDS02 E10 insCT 3581 pGly 908 FS 
MDS02 H12 deIG 4932 + del5521_5524 p.Glu1357 FS + pThr1554 FS 
MDS02 G03 insC 3151 + insC 6507 p.Gln764 FS + p.Thr1883 FS 
MDS02 G01 deIG 5133 + del6511_6512 p.Asp 1425 FS + p.Pro1885FS 
MDS02 G07 p.5253C>T p.Arg1465 STOP 
MDS02 C07 c.4561A>T p.Glu1234Val 
MDS02 B07 c.2109C>T p.Gln417 STOP 

nAML1 C.6547G>T del/p.Arg1896Met 
MDS02 E11 c.2784C>T + p.5253C>T p.Gln642 STOP + p.Arg1465 STOP 
MDS01 H05 c.4515C>T p.His1219 Tyr 
MDS02 H06 del1264_1666 p.Glu135 FS 
MDS02 B08 delA4327 + c.5020A>G p.Asn1156 FS + Asn 1387Ser 
MDS02 D10 insC 3151 + c.4891C>A p.Gln764 FS + p.Ala1344 Glu 

MDS02 B02 delT 5570 + insC sitio de corte y empalme p.Leu1637 FS + mutación de sitio de corte y empalme 
exón 8 

MDS01 F01 insT3995 + c.4059A>T p.Glu846 FS + p.Arg1067 STOP 
MDS02 B11 c.4673C>G + Del6049_6050 p.Cys1271 Trp + p.Asp1830 FS 
MDS01 E09 insG 5119 p. Leu 1420 FS 

MDS c.5430C>T p.Gln1524STOP 
MDS c.5177dupA p.Arg1440FS 
MDS c.5583_5605 del p.Pro1575FS 
MDS c.5310 A>G p.Lysl 197Arg 
MDS c.2375C>A p.Ser792STOP 

 
Se encontraron 59 mutaciones del gen TET2 mediante secuenciación directa de los exones 3 a 11 (27 
desplazamientos del marco, 21 mutaciones finalizadoras y 11 mutaciones de aminoácido en dominios conservados) 
en 43/204 pacientes (Tabla 6). Las frecuencias según los subtipos de la OMS fueron 21,8% en RA, 5,2% en RCMD, 
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21,4% en RARS/RARS-T/RCMD-RS, 34,9% en RAEB 1, 15,6% en RAEB 2, 19% en AML post MDS. Se encontraron 
otras anormalidades de la región 4q24, incluyendo una supresión en 1/46 pacientes analizados mediante CGH, y 3 
LOH en 3/22 pacientes analizados mediante matrices de SNP, y 2 supresiones en 5/23 pacientes analizados 
mediante matrices de SNP. De este modo, la prevalencia global de las anomalías de 4q24 fue 21,6% de pacientes 
(44/204). 20 pacientes tuvieron dos anomalías de TET2 identificadas mediante secuenciación directa (17 pacientes), 5 
o mediante secuenciación más matriz de SNP (3 pacientes), indicando que las dos copias del gen fueron 
seleccionadas como diana en 43,5% de pacientes mutados. 
 
Después, se realizaron análisis de supervivencia monofactoriales y multifactoriales con el modelo proporcional de 
riesgo de Cox para establecer el impacto del pronóstico de mutaciones de TET2. Las comparaciones entre los 43 10 
pacientes con mutaciones de la secuencia codificante de TET2 y pacientes no mutados no encontró diferencias 
significativas en características iniciales para sexo, edad, exposición previa a quimio o radioterapia, nivel de Hb, 
recuento de WBC, ANC, recuento de plt, % de blastos de médula ósea, displasia multilinaje, subtipos de la OMS y 
FAB, cariotipo e IPSS. 
 15 
El análisis reveló que la supervivencia a cinco años (curva de Kaplan-Meier) aumentó significativamente en 
pacientes con TET2 mutados en comparación con pacientes no mutados (p < 0,05). 
 
7. Reorganización del gen TET2 en pacientes que sufren MPD con anormalidad de 4q24 detectada mediante 
análisis de matrices de SNP o CGH. 20 
 
Entre 35 muestras de MPD, 4 pacientes tuvieron una LOH mediante matrices de SNP y se analizaron en busca de 
mutaciones en el gen TET2 en ambos alelos. En 3 de las 4 muestras, se observó una clara mutación o supresión. 
 
La Tabla 7 describe el estado de ambos alelos de los genes TET2 en pacientes que sufren MPD: 25 
 

Paciente Copia 1 Copia 2 Enfermedad 
IGR-1 Q557Stop LOH PMF 
IGR-2 Supresión 1237-1239 LOH PV 
IGR-3 Supresión de todo el gen Ninguna anormalidad PV 
IGR-4 desconocido LOH ET 

 
En la tabla 7, “PMF” representa mielofibrosis primitiva, “PV” policitemia vera, “EV” trombocitosis esencial. Todas 
estas enfermedades son MPDs de Clase II. 
 30 
El paciente IGR-2 albergó una supresión en el marco de 9 pares de bases que condujo a la pérdida de tres 
aminoácidos, P1237, L1238, S1239. Como se muestra mediante análisis de SNP y mediante los análisis de las 
trazas de secuencia, los pacientes IGR-1 e IGR-2 habían perdido la otra copia de TET2. No se observó ninguna de 
las mutaciones en células no tumorales de los pacientes. Estos datos establecen que la inactivación de TET2 
participa en el desarrollo de MPD. 35 
 
La secuenciación sistemática de los genes TET2 en otros 17 pacientes reveló dos pacientes con un codón de 
parada en un alelo (IGR17: S354Stop, IGR-18:R1216Stop) y un paciente con una supresión nucleotídica que 
conduce a un desplazamiento del marco en el exón 11. 
 40 
8. Análisis de la adquisición de la reorganización de TET2 
 
Pruebas recientes indican que JAK2V617F puede no ser el suceso iniciador en algunos MPD. Por lo tanto, se usaron 
muestras de MPD para evaluar los papeles relativos de los defectos de TET2 y la mutación JAK2V617F en estas 
enfermedades y para ganar conocimiento en la secuencia de la adquisición de las mutaciones. Se analizaron en 45 
primer lugar progenitores hematopoyéticos de cinco pacientes con MPD con mutaciones en ambos genes, como el 
paciente IGR2. 
 
Para muestras de MPD, se sembraron células CD34+CD38- inmaduras a una célula por pocillo durante cuatro a seis 
semanas en condiciones que permiten diferenciaciones simultáneas de B, NK y granulocíticas (diferenciación linfo-50 
mieloide) como se describió (DUPONT et al., mencionado anteriormente, 2007), mientras que se hicieron crecer 
células CD34+CD38+ más maduras en ensayos en metilcelulosa eritroides/granulocíticos. Los clones individuales se 
recogieron para el análisis de la diferenciación de B, NK, y granulocítica mediante citometría de flujo, y genotipado. 
Las células CD34+CD38+ se sembraron a 1.500 a 3.000 células por placa de cultivo en metilcelulosa estándar al 2% 
suplementada con 37% de FBS (STEM CELL TECHNOLOGIES), y un cóctel de citocinas como se describió 55 
(DUPONT et al., mencionado anteriormente, 2007)). Las colonias individuales que crecieron a partir de unidades 
formadoras de brotes eritroides (BFU-E) y unidades formadoras de colonias granulocíticas/de macrófagos (CFU-GM) 
se recogieron en el día 14. Los clones obtenidos se analizaron en busca de la presencia de ambos defectos 
moleculares. 
 60 
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Los resultados han mostrado que, en todos los pacientes ensayados, los análisis de secuencia revelaron que 
estaban presentes tanto el defecto TET2 como JAK2 en clones derivados de progenitores linfo-mieloides (datos no 
mostrados). De forma interesante, la mutación JAK2V617F no se observó en ausencia de defecto de TET2, mientras 
que la mutación de TET2 se pudo observar en ausencia de JAK2V617F. Estos resultados demuestran que, como en 
MDS, la mutación de TET2 está presente en progenitores inmaduros de pacientes con MPD, e indican que los 5 
defectos de TET2 preceden a la mutación de JAK2 durante la evolución de la enfermedad. 
 
Para definir adicionalmente el papel de las mutaciones de TET2 en la amplificación del clon maligno, se comparó el 
genotipo de colonias derivadas de progenitores inmaduros (CD34+CD38-) con el de colonias de eritroides y 
granulocíticas derivadas de progenitores comprometidos (CD34+CD38+). 10 
 
Los resultados mostraron que en tres pacientes con MPD (MPD01, MPD04, MPD35), casi todas las colonias en 
diferentes etapas de la diferenciación hematopoyética albergaron una mutación de TET2, sugiriendo que el clon 
mutado de TET2 se expandió en etapas tempranas de la hematopoyesis (datos no representados). En otros 2 
pacientes (MPD05, MPD20), la mayoría de los progenitores inmaduros fueron de tipo salvaje, mientras que la 15 
mayoría de los progenitores comprometidos estaban mutados para TET2. Dentro de los progenitores de tipo salvaje 
para JAK2 de estos dos pacientes, se observó un incremento en la proporción de clones con defectos de TET2 
desde la etapa de progenitor inmaduro (2/37 y 0/34, respectivamente) a la del progenitor comprometido (10/23 y 
9/54, respectivamente). Considerados en conjunto, los resultados indican que la ventaja selectiva del clon mutado 
para TET2 en las etapas tempranas de diferenciación es independiente de la mutación de JAK2V617F. 20 
 
Globalmente, estos datos procedentes de muestras de MPD demuestran que los defectos de TET2 (i) se producen 
en etapas tempranas de la diferenciación hematopoyética, y que (ii) pueden preceder a la aparición de la mutación 
JAK2V617F, y (iii) dan una ventaja selectiva al clon a medida que se dirige hacia la diferenciación mieloide. 
 25 
9. Injerto y proliferación de células mutadas para TET2 in vivo 
 
Se razonó que la pérdida de función de TET2 podría conferir una ventaja de crecimiento a las células madre 
hematopoyéticas. Para demostrar que las mutaciones de TET2 se producen en HSC con capacidad repobladora 
NOD-SCID, se usó un ensayo de xenotransplante inyectando, en ratones NOD-SCID, células CD34+ aisladas de 30 
pacientes con MPD con JAK2V617F con mutaciones de TET2. 
 
Se inyectaron intravenosamente células CD34+ (1 a 10 x 105 células) procedentes de pacientes con MPD con 
JAK2V617F con mutaciones de TET2 en ratones NOD-SCID irradiados subletalmente (3,5 Gy), tratados previamente 
con 200 µg de anticuerpo anti-CD 122 (JAMES et al., Blood, vol. 112(6), p:2429-36, 2008). La médula ósea se 35 
obtuvo con una jeringuilla heparinizada del fémur derecho a las 3, 6 y 12 semanas tras el transplante, y los ratones 
se sacrificaron en la semana 15. El injerto de células humanas se evaluó mediante la suma de leucocitos humanos 
(CD45+) y poblaciones eritroides (CD45-CD36+ y CD45-CD36-GlicoforinA+), según se evaluó mediante citometría de 
flujo. Las células de médula ósea se sembraron en cápsulas de cultivo y placas de 96 pocillos para ensayos en 
metilcelulosa y de células iniciadoras de cultivo a largo plazo (LTC-IC), respectivamente, permitiendo el crecimiento 40 
selectivo de células humanas como se describe en JAMES et al. (mencionado anteriormente, 2008). Las colonias 
individuales se recogieron a continuación y se genotiparon. 
 
Se comparó en primer lugar la cinética de quimerismo tras el transplante de células CD34+ procedentes de estos 
pacientes con MPD con JAK2V617F con mutaciones de TET2, y procedentes de tres MPD con JAK2V617F desprovistos 45 
de defectos de TET2 (MPD09, MPD11, MPD27). 
 
La figura 4a muestra el porcentaje de células CD45-positivas humanas en médula ósea de ratón monitorizada a 3, 6, 
12 y 15 semanas después del transplante. MPD01 y MPD04 son pacientes con defectos de TET2, mientras que 
MPD09, MPD11, y MPD27 son pacientes de control desprovistos de defecto identificado de TET2. 50 
 
La figura 4b muestra el análisis citométrico de flujo de células humanas presentes en médula ósea de NOD-SCID 15 
semanas después del transplante con 3 x 105 células CD34+ procedentes de pacientes MPD04 y MPD09. Los 
porcentajes de células mieloides y linfoides humanas CD45 (hCD45)-positiva se determinaron usando anticuerpos 
anti-CD45-PC7, anti-CD33-APC, y anti-CD19-PE. 55 
 
Los resultados muestran que las células humanas de los tres pacientes desprovistos de la mutación de TET2 
desaparecieron con el tiempo (Figura 4a). 
 
Por el contrario, el porcentaje de células humanas en la médula ósea de ratones injertados con células de los dos 60 
pacientes mutados para TET2 aumentó con el tiempo (Figura 4a). En estos ratones, la diferenciación se inclinó hacia 
la expansión de progenitores mieloides, a costa de progenitores linfoides, según se juzga a partir de los análisis de 
citometría de flujo de los antígenos CD33 y CD19 (Figura 4b), a diferencia de lo que se observa con HSC normales 
en las que la diferenciación linfoide está favorecida (ROBERT-RICHARD et al., Haematologica, vol. 17(3), p:637-41, 
2003). 65 
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Las células humanas presentes en la médula ósea de ratón 15 semanas después del transplante (W15) se 
estudiaron en ensayos in vitro de progenitores y de LTC-IC, y se analizaron en busca de la presencia de mutaciones 
de TET2 y JAK2. Los defectos de TET2 se encontraron en colonias derivadas de CFU W15 reunidas procedentes 
tanto de las muestras MPD01 como MPD04, y en todas las LTC-IC y progenitores humanos individuales presentes 
en los ratones (datos no mostrados). Los resultados se compararon con ensayos de progenitores llevados a cabo 5 
inmediatamente antes del injerto (DO). Todas las colonias que surgen de células de progenitores comprometidos de 
los pacientes (D0 CFU) alojaron la mutación de TET2. 
 
Estos resultados demuestran que la mutación de TET2 se produce en una HSC. De forma interesante, los 
resultados han mostrado además que la proporción de células progenitoras que poseen solamente la mutación de 10 
TET2 aumentó con el transplante a expensas de células que poseen ambas mutaciones de TET2 y JAK2V617F. Se 
piensa que estas células reflejan la población de HSC original. Por lo tanto, estas observaciones indican que las 
HSCs mutadas para TET2 con una JAK2 de tipo salvaje son más numerosas que las HSCs mutantes dobles 
TET2/JAK2, estableciendo adicionalmente la mutación de TET2 como un suceso “pre-JAK2V617F” en estos pacientes. 
 15 
Por lo tanto, nuestros datos son compatibles con la hipótesis de que los defectos de TET2 dotan a la HSC con una 
ventaja de injerto selectiva independientemente de JAK2V617F. 
 
10. Posiciones de las mutaciones identificadas en el gen TET2 
 20 
Se informa de que la inactivación de TET2 es un suceso temprano habitual en MDS, MPD y sAML humanos, y que 
las frecuencias de la mutación de TET2 en la serie de pacientes no seleccionados fueron 15/81 = 18,5% en MDS, 
2/9 = 22% en CMML, 24/198 = 12% en MPD y 5/21 = 24% en sAML. Se debe señalar que en estos análisis no se 
consideraron cambios de aminoácidos que se producen fuera de los dominios conservados. La secuenciación del 
gen TET2 usando las parejas de cebadores identificadas en la Tabla 1 permite identificar un número de mutaciones 25 
en el gen TET2 (figura 5). 
 
La figura 5 muestra las localizaciones de algunas de las mutaciones identificadas del gen TET2 distribuidas a lo 
largo de la secuencia proteica. 
 30 
El cartografiado de las mutaciones de TET2 identificadas en la secuencia de TET2 sugiere un papel esencial para la 
región conservada carboxi terminal (aminoácidos en la posición 1860 a la posición 1950) en la función de la 
proteína. 
 
Finalmente, la detección de los defectos genéticos adquiridos que seleccionan como dianas a las dos copias de 35 
TET2 en 19 de los 55 pacientes con alteración de TET2 establece a este gen como un gen supresor de tumores 
fiable de neoplasias mieloides humanas. Los defectos de TET2 se observan tanto en MDS como en MPD, que son 
dos enfermedades mieloides distintas. Por lo tanto, es probable que sus fenotipos clínicos y biológicos 
característicos requieran al menos otro suceso cooperante adicional. En muestras de MPD con ambas mutaciones 
de TET2 y JAK2, probablemente las mutaciones de TET2 se producen primero en la historia natural de la 40 
enfermedad, precediendo a la aparición de la mutación JAK2V617F. 
 
11. Identificación de mutaciones del gen TET2 en MPD familiar 
 
Las familias con al menos 2 pacientes afectados con MPD se recogieron a través de una red nacional como se 45 
describió previamente (BELANNE-CHANTELOT et al., mencionado anteriormente, 2006). Los diagnósticos de MPD 
se revisaron basándose en los criterios de 2008 de la Organización Mundial de la Salud. Todos los participantes 
firmaron una autorización. 
 
En una primera etapa, se analizaron 15 probandos de familias compatibles con una herencia dominante autosómica, 50 
en busca de un suceso constitucional que daría cuenta de estos casos familiares. Los probandos elegidos sufrieron 
mayoritariamente PV o ET. En una segunda etapa, el análisis se extendió a pacientes con complicaciones 
hematológicas y a familiares de pacientes con variantes de TET2. 
 
En conjunto, se analizaron 61 pacientes para mutaciones en la secuencia codificante de 6009 pb del gen TET2 de 55 
42 familias con MPD (40 europeas, 2 africanas: familias F3 y F4), incluyendo al menos dos pacientes afectados 
disponibles con MPD. Treinta y cuatro pacientes presentaron un fenotipo simple que consiste en PV (15), ET (12) o 
PMF (7) sin evolución hematológica observada de la enfermedad después de un período de seguimiento de 12 
años. Otros veintisiete pacientes habían experimentado una evolución de su fenotipo de MPD: PV que evoluciona en 
mielofibrosis (post PV MF, 5) o en AML (12); ET que evoluciona en MF (4) o AML (5), o PMF que se convierte en 60 
AML (1). 
 
El análisis se llevó a cabo mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR) sobre ADN genómico extraído de 
torundas bucales tras calentar a 95ºC durante 10 minutos para liberar el ADN genómico. Los productos de la PCR 
purificados se secuenciaron usando la química BIGDYE TERMINATOR (APPLIED BIOSYSTEMS) y se hicieron 65 
pasar en un secuenciador capilar APPLIED BIOSYSTEMS 3100. 
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El estado mutacional de JAK2V617F se determinó como se dio a conocer previamente en BELANNE-CHANTELOT 
et al. (mencionado anteriormente, 2006). 
 
Toda la región codificante del gen TET2 se secuenció como se describió previamente. Se montaron dos PCRs 5 
múltiples para estimar el número de copia de cada exón de TET2 usando el método de la PCR múltiple cuantitativa 
de fragmentos fluorescentes cortos (QMPSF) (CHARBONNIER et al., Cancer Res., vol. 60, p:2760-2763, 2000). 
Como controles internos, se usaron dos pares de cebadores adicionales que amplifican secuencias cortas del gen 
F9 o del DSCR1. Los productos de la PCR se separaron mediante electroforesis capilar usando un analizador 
genético de ADN (ABI 3100). El análisis se basa en la comparación de las alturas de los picos generadas a partir de 10 
la muestra de ADN ensayada y del ADN de control. La estimación cuantitativa de la altura de las alturas de los picos 
se determinó usando software de análisis comercialmente disponible (GENEMAPPER VERSION 4.0, APPLIED 
BIOSYSTEMS). 
 
La Tabla 8 muestra las mutaciones de TET2 identificadas en 12 pacientes con MPD. 15 
 

Pacientes Fenotipo Evolución JAK2 
TET2 

Localización Cambio de 
nucleótido Cambio proteico 

P1 (F1) PV MF 95 Exón 11 c.5695delC p.Leu1899fs 
P2 (F2) PV MF 63 Intrón 7 c.3954+2T>A p.? 
P3 (F2) PV  49-82 Exón 3 c.3138delT pLeu1046fs 
P4 (F3) ET PV>MF>AML 

23-47 
Exón 3 c.1648C>T p.Arg550X 

   Exón 3 c.2570delA p.Asn857fs 
P5 (F3) ET MF>AML 0 Exón 3 C2058A>T p.Arg686Ser 
P6 (F4) ET AML 

0 
Exón 3 C1955delA p.Gln652fs 

   Exón 3 c.2490dupA p.Gln831fs 
P7 (F4) ET  39 Intrón 4 c.3500+3A>C p.? 

P8 ET MF 90 Todos los exones c.1.4999_5014del16 p.0 
P9 PMF  36 Exón 3 c.694C<T p.Gln574X 

    Exón 11  p.Leu1667fs 
P10 PMF  33 Exón 3 c.4019T<C p.Gln232X 
P11 PMF  66 Exón 8 c.5603A<G p.Leu1340Pro 
P12 PV MF 78-96 Exón 11  p.His1868Arg 

 
Los pacientes se diagnosticaron inicialmente con el fenotipo indicado en la segunda columna, y subsiguientemente 
tuvieron una evolución hematológica mostrada en la tercera columna. Cuando se midió en varias muestras, la carga 
del alelo JAK2V617F se indica como un intervalo. 20 
 
La figura 6 es una representación esquemática del gen y proteína TET2 que muestra las mutaciones identificadas en 
este estudio. Las cajas sombreadas indican exones. Las mutaciones truncantes están representadas como estrellas, 
las mutaciones de aminoácido como triángulos invertidos. Los dominios funcionales conservados se representan 
como cajas en el esquema proteico. fs: desplazamiento del marco. 25 
 
Después de este análisis, se identificó una supresión completa de TET2 en un paciente y un total de 39 variantes de 
punto. El examen de estas variantes mostró que 15 de ellas, identificadas en 12 pacientes, fueron mutaciones 
heterocigotas dañinas. Se distribuyeron como una supresión del gen completo, 11 mutaciones truncantes (3 
mutaciones finalizadoras, 6 inserciones/supresiones fuera del marco, y 2 mutaciones de sitio de corte y empalme) y 30 
3 mutaciones de aminoácido (Figura 6, Tabla 8). 
 
Además, las tres mutaciones de aminoácido estaban ausentes de los 165 individuos de control de poblaciones 
étnicamente parecidas, confirmando así su efecto dañino. Dos, p.Leu1340Pro y p.His1868Arg, estaban situadas en 
los dominios funcionales de TET2 muy conservados (1134-1444 y 1842-1921). Las mutaciones truncantes parecían 35 
estar distribuidas aleatoriamente a lo largo de la secuencia codificante (Figura 6). 
 
En pacientes P4, P6 y P9, se identificaron dos mutaciones de TET2. Para el primero, las amplificaciones específicas 
de alelos múltiples de las dos mutaciones situadas en el exón 3 mostraron que estos dos sucesos moleculares 
ocurrieron en diferentes alelos, conduciendo a la inactivación bialélica de TET2 (datos no representados). La 40 
observación de tal inactivación bialélica de TET2 en estos pacientes cumple los criterios del modelo recesivo de dos 
eventos clásico de carcinogénesis, y apoya la teoría de que TET2 actúa como un gen supresor de tumores. 
 
Otras veinticinco variantes identificadas en la secuencia codificante de TET2 y las regiones intrónicas cercanas 
cortas fueron polimorfismos. Siete fueron sustituciones en regiones no codificantes (intrónica o 3’UTR), una fue una 45 
variación en una repetición en tándem corta intrónica, 4 fueron variaciones silenciosas en la secuencia codificante, y 
13 fueron polimorfismos de falso sentido. Todos ellos se clasificaron como polimorfismos en base a su presencia en 
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bases de datos públicas, al hecho de que se encontraron en miembros de familias asintomáticos, o a su 
identificación en poblaciones de control. Es de interés señalar que ninguno de los polimorfismos de falso sentido 
estaban localizados en ninguno de los dominios funcionales. 
 
12. Las mutaciones de TET2 se adquirieron secuencialmente en un paciente con dos mutaciones 5 
 
Siete muestras de sangre estaban disponibles del paciente P4 de la familia F3, a lo largo de las últimas tres etapas 
de su evolución: PV, MF y AML. La secuenciación de estas muestras nos permitió determinar la temporalidad de los 
sucesos clínicos y moleculares. 
 10 
La figura 7 muestra el estudio secuencial de TET2 y JAK2 en el paciente P4 (F3). Para cada mutación de TET2 y 
para JAKV617F, se muestran electroferogramas de secuencias. El diagrama en la izquierda indica el lapso de 
tiempo desde el diagnóstico (en años) y el fenotipo correspondiente para cada muestra (blanco: ET; gris: PV; 
sombreado: MF post-ET; negro: AML). 
 15 
Los resultados muestran que JAK2V617F y la mutación de TET2 p.Arg550X ya estaban presentes en la primera 
muestra, cuando el paciente sufrió PV. La segunda mutación, p.Asn857fs fue detectable en la segunda muestra, 7 
años más tarde y 5 meses antes del diagnóstico de MF. Este análisis secuencial ha mostrado que la carga de cada 
una de estas mutaciones creció con el tiempo, concomitantemente con el desarrollo de la enfermedad. 
 20 
Finalmente, se encontraron mutaciones de TET2 en proporciones similares en pacientes positivos y negativos para 
JAK2V617F, sugiriendo que los sucesos moleculares en ambos genes pueden surgir independientemente uno del 
otro. 
 
13. Los sucesos moleculares de TET2 se observaron principalmente en pacientes con PMF o pacientes con PV o ET 25 
que evolucionaron de forma secundaria hacia una transformación hematológica. 
 
En conjunto, se encontró que 12 pacientes poseen al menos una mutación de TET2. Dan cuenta del 20% de todos 
los pacientes con MPD ensayados. 
 30 
La figura 8 muestra la representación esquemática del estado clínico de estos doce pacientes con al menos una 
mutación de TET2. Las cajas en blanco representan las etapas de ET, las grises, PV, el sombreado transversal 
indica mielofibrosis, ya sea primaria (inclinado a la izquierda) o post-PV/ET (inclinado a la derecha), y AML se 
simbolizan como cajas negras. Encima de cada punta de flecha que indica un análisis molecular se anota la 
mutación correspondiente de TET2. La duración de la enfermedad (en años) se indica debajo de las barras, 35 
indicando el punto “cero” el tiempo de diagnóstico. El tiempo de la muerte se simboliza como una línea vertical, 
cuando sea apropiado, en el extremo derecho. 
 
Este análisis muestra que estos defectos de TET2 se identificaron en pacientes diagnosticados con los tres fenotipos 
principales de MPD: PV (4/32), ET (5/21) y PMF (3/8). No se observó mutación de TET2 en familiares con fenotipos 40 
hematológicos raros, incluyendo AML de novo y mastocitosis sistémica (datos no representados). Todos los 
pacientes con un defecto de TET2 menos dos fueron positivos para la mutación de JAK2V617F. La carga alélica 
varió de 33 a 95% (Tabla 6). Los casos negativos fueron pacientes con ET que desarrollaron AML muy activa y 
murieron rápidamente (P5 y P6, datos no representados). Se debería observar que los dos pacientes, P3 y P7, que 
no desarrollaron MF post-PV o post-ET en el momento del examen, se caracterizaron por un nivel elevado de carga 45 
alélica de JAK2V617F (82 y 39%, respectivamente, Tabla 6). 
 
En conjunto, nuestros resultados establecieron que 20% de los pacientes positivos para JAK2V617F se encontraron 
mutados para TET2 (10/49) frente a 17% entre los pacientes negativos para JAK2V617F (2/12). 
 50 
Todos los pacientes que poseen una mutación de TET2 menos dos tuvieron una mielofibrosis que apareció en el 
comienzo o se adquirió de forma secundaria tras PV o ET, o una AML secundaria. Por tanto, 29% (10/34) de 
pacientes con PMF o complicación hematológica tras PV o ET se encontraron mutados en TET2 en comparación 
con 7,4% (2/27) de pacientes sin ninguna complicación hematológica diagnosticada después de un tiempo medio de 
duración de la enfermedad de 12 años. Ambos pacientes con mutaciones de TET2 y que presentan PV o ET sin 55 
transformaciones hematológicas tuvieron no obstante un curso activo de la enfermedad. 
 
No se puede realizar ninguna correlación entre la presentación clínica, los datos hematológicos o incluso el curso de 
la enfermedad en pacientes y el tipo y localización de mutaciones o entre pacientes con una única mutación de 
TET2 heterocigota y pacientes con dos. Como se muestra en la figura 8, se encontraron mutaciones de TET2 en 60 
tiempos diferentes en la evolución de la enfermedad para cada paciente desde el momento del diagnóstico (P9) 
hasta 20 años más tarde (P8); el tiempo hasta la progresión también fue variable [1-16 años]. 
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14. Las mutaciones de TET2 estaban presentes en progenitores hematopoyéticos tempranos y se adquirieron 
independientemente de JAK2V617F 
 
Había tres pacientes para el análisis de sus células progenitoras, paciente P4 de la familia F3 y pacientes P2 y P3 
de F2. Las células progenitoras sanguíneas estaban disponibles para los primeros en dos etapas diferentes de su 5 
enfermedad durante la etapa de PV y la fase de erupción tras MF. 
 
La figura 9 describe genotipos de TET2 y JAK2 en progenitores comprometidos de pacientes P2, P3 y P4. Los 
histogramas muestran la fracción de clones que albergan JAKV617F y dos mutaciones de TET2 (sombreado 
transversal), JAK2V617F y una mutación de TET2 (blanco), JAK2 de tipo salvaje y dos mutaciones de TET2 (gris 10 
claro), JAK2V617F y TET2 de tipo salvaje (gris), y ninguna mutación en ninguno de los dos genes (negro). Se 
analizaron dos muestras para el paciente P4, y la etapa correspondiente se indica debajo de cada barra. Se indican 
los números de clones analizados. 
 
Los resultados muestran que ocho años después del diagnóstico, durante la etapa de PV, colonias de eritroides 15 
endógenos ya portan la mutación p.Arg550X (5/29) pero nunca se observó p.Asn857fs (0/29, Figura 9). 
 
Nueve años más tarde, tras la transformación leucémica, todas las unidades formadoras de brote eritroide (BFU-E) 
genotipadas y todas las unidades formadoras de colonias de granulocito y macrófagos (CFU-GM), menos 2, 
portaban JAK2V617F y ambas mutaciones de TET2 (Figura 9). Por lo tanto, el análisis de progenitores confirmó la 20 
temporalidad de estos sucesos: en el paciente P4, p.Arg550X se adquirió primero en las etapas más tempranas de 
la enfermedad; y las etapas más tardías se caracterizaron por la presencia tanto de p.Arg550X como de p.Asn857fs. 
De forma interesante, dos CFU-GM portaron ambas mutaciones de TET2 en ausencia de JAK2V617F. Para el 
paciente P2, se encontraron colonias tanto con JAK2 como con las mutaciones de TET2, el JAK2V617F solo, o 
ninguno (Figura 9). Esto fue una indicación de que, para este paciente, la mutación de TET2 se produjo en colonias 25 
ya mutadas para JAK2. Todas las BFU-E y CFU-GM del paciente P3 diagnosticado con PV portaron tanto JAK2 
como las mutaciones de TET2, y no se pudo concluir sobre la temporalidad de los sucesos de JAK2 y TET2. 
 
15. Los sucesos moleculares de TET2 se observaron principalmente en pacientes con CMML 
 30 
También se estudió la naturaleza y frecuencia de mutaciones somáticas en TET2 en médula ósea o sangre 
periférica recogida de 88 pacientes con CMML 1 (n = 70) o CMML2 (n = 18) según los criterios de la OMS y 14 
transformaciones blásticas agudas de una CMML previamente identificada. Los pacientes firmaron su autorización 
según las regulaciones éticas actuales. Los pacientes con CMML en fase crónica se diagnosticaron recientemente (n 
= 43) o se sabía que padecían enfermedad hematopoyética, y se siguieron cada 3 meses para la abstención 35 
terapéutica, cuidados de apoyo o tratamiento citotóxico, en la mayoría de los casos con hidroxiurea (n = 45). 
 
Las muestras de sangre y de médula ósea se recogieron en EDTA, y las células mononucleares se seleccionaron 
mediante Fycoll Hypaque. El ADN se extrajo usando kits comerciales (QIAGEN). La reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) y la reacción de secuenciación directa se llevaron a cabo usando condiciones estándar con 40 
cebadores específicos de los genes diseñados para amplificar secuencias codificantes que abarcan desde el exón 3 
hasta el exón 11 del gen TET2 como se describe previamente. Para cada reacción de PCR, se usaron 20 ng de 
ADN genómico para la amplificación mediante PCR, seguido de la purificación mediante perlas magnéticas y 
secuenciación bidireccional usando secuenciadores capilares ABI 3300 (AGENCOURT BIOSCIENCE). Se usó 
Mutation Surveyor (SOFTGENETICS) para detectar mutaciones finalizadoras y de falso sentido situadas en regiones 45 
conservadas que abarcan desde 1134-1444 y 1842-1921, y las secuencias se revisaron manualmente para detectar 
mutaciones de desplazamiento del marco. Las anormalidades de TET2 se enumeraron según la base de datos de 
secuencias nucleotídicas EMBL FM 992369. 
 
Las mutaciones identificadas en TET2 son proporcionadas en la tabla 10. 50 
 
Tabla 10 
 
Paciente OMS Cambio de nucleótido en TET2 Exón Consecuencia 

2 CMML1 c.4453G>A 5 W1198STOP 
4 CMML1 c.5214C>T; Ins 5537 (A) 10 y 11 R1452 STOP; Y1560FS 
5 CMML1 c.4942G>A 9 G1361S 

15 CMML1 c.4500C>A; Del 5118_21 (TTAT) 6 y 10 R1214W; L1420FS 
18 CMML1 delT 4172; c.5011A>T 3 y 9 F1104FS, D1384V 
19 CMML1 del 5362_5365; c.6441G>A 10 y 11 G1501FS; G1860R 
20 CMML1 c.2631C>T 3 Q591 STOP 
21 CMML1 Del 6507 (A) 11 T1883FS 
22 CMML1 c.2961C>T 3 Q701 STOP 
23 CMML1 c.1818G>T; c.4936G>A 3 y 9 E320 STOP; R1359H 
24 CMML1 c.4515C>T 6 H1219Y 
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Paciente OMS Cambio de nucleótido en TET2 Exón Consecuencia 

25 CMML1 c.4663n+1 G>A; Del 6424_33 6 y 11 Mutación del sitio donante de corte y 
empalme Exón 6 + L1855FS 

26 CMML1 ins 2468_9 (AA) 3 K536FS 

28 CMML1 c.1272C>A; c.4814n-1 G>A 3 y 8 Q138 STOP, Mutación del sitio receptor 
de corte y empalme Exón 8 

31 CMML1 Ins 3151 (C ); c.4390T>G 3 y 5 Q764FS; I1175S 
32 CMML1 c.3675C>T 3 Q939 STOP 

35 CMML1 delG 4754; dup 6569_6573 
(GAGA) 7 y 11 K1298FS; M1570FS 

39 CMML1 delA 3874; del 4830_31 (TC) 3 y 8 K1008FS; S1324FS 
40 CMML1 c.2208A>T; del 4347 (A) 3 y 4 K450 STOP; I1163FS 
41 CMML1 c.6478T>C 11 I1873T 
42 CMML1 ins 1921 (A); ins 2703 (G) 3 y 3 S354FS; L615FS 
44 CMML1 ins 3995 (T); c.4059 A>T 3 y 3 E846FS; R1067 STOP 
17 CMML2 c.2814C>T 3 Q652 STOP 
30 CMML2 Ins 4293 (A); c.6510A>G 4 y 11 G1145FS; T1884A 
34 CMML2 delT 4277; c.6598G>T 4 y 11 I1139FS; G1913V 
38 CMML2 c.4936G>C 9 R1359S 
14 TA c.3235C>A 3 S792 STOP 
29 TA c.2490C>T; Del 5334 (G) 3 y 10 R544 STOP; E1492FS 

1 CMML1 c.5043n-1G>A; Dup 6575_6579 
(GAGCA) 

10 y 11 Mutación del sitio receptor de corte y 
empalme Exón ex10; M1907FS 

7 CMML1 c.4439T>G 5 C1193W 
8 CMML1 c.4726G>T 7 C1289F 
9 CMML1 c.5100C>T 10 Q1414 STOP 

11 CMML1 Del 6023 (G) 11 L1721FS 
12 CMML1 Del 1921 (C ) 3 S354 STOP 
16 CMML1 c.4827G>T; Ins 5178 (A) 8 y 10 E1323 STOP; R1440FS 
27 CMML1 insG 2703; ins 5125_26 (AA) 3 y 10 L615FS; K1422FS 
33 CMML1 Ins of 2950_85 (dup) 3 L718FS 
36 CMML1 c.4638G>A; c.4825T>C 5 y 8 C1193Y; L1322P 
37 CMML1 c.6414C>T; c.6496A>C 11 y 11 Q1852 STOP; E1879A 
43 CMML1 del 3859 (A) 3 N1000FS 
46 CMML1 del 1264_66 (AAA) 3 E135FS 
3 CMML2 c.4431C>T 5 Q1191 STOP 
6 CMML2 c.5070C>T 10 R1404 STOP 

10 CMML2 Del 2655_2658 (CAAA) 5 N598FS 
13 CMML2 Ins 5602_5606 (TCCAA) 11 S1582FS 
45 CMML2 c.2784 C>T; c.5253 C>T 3 y 10 Q642 STOP; R1465 STOP 

 
Los resultados revelaron que se detectó un estado mutado del gen TET2 en 44 de los 88 (50%) pacientes. Entre los 
43 pacientes estudiados en el diagnóstico, se identificó un estado mutado del gen TET2 en 18 casos (42%). Tal 
estado mutado se identificó en 26 de los 45 pacientes (58%) de los estudios a lo largo del curso de la enfermedad. 
Estos resultados sugieren así que la prevalencia de la mutación de TET2 es mayor en CMML que en cualquier otra 5 
enfermedad mieloide estudiada. 
 
Además, se debe observar que dos mutaciones distintas en la secuencia de TET2, sugiriendo una alteración 
bialélica del gen, se identificaron en 18 de 44 (40%) pacientes mutados con una CMML de fase crónica, incluyendo 5 
de los 18 (27%) pacientes cuyas mutaciones se identificaron en el diagnóstico, y 13 de los 26 (50%) pacientes 10 
mutados estudiados a lo largo del curso de la enfermedad. En conjunto, se identificaron 69 mutaciones en TET2, 
incluyendo 33 mutaciones de desplazamiento del marco, 19 mutaciones finalizadoras, 14 mutaciones de 
aminoácido, y 3 mutaciones en un sitio de corte y empalme. Estas mutaciones implicaron muy frecuentemente al 
exón 3 (22 sucesos), al exón 10 (9 sucesos) y al exón 11 (10 sucesos). 
 15 
Se llevó a cabo un análisis de la supervivencia global en 40 de los 43 pacientes cuyo estado de TET2 se determinó 
en el diagnóstico con un seguimiento de al menos dos meses e indicó una supervivencia global a 1 año menor en 
pacientes con los 16 pacientes de esta cohorte con mutación de TET2, pero la diferencia no alcanzó significancia. 
Cuando el análisis de supervivencia global se limitó a los 29 pacientes con una CMML1 según la clasificación de la 
OMS y un seguimiento de al menos dos meses, la diferencia entonces fue significativa (p < 0,01). Ninguno de los 20 
otros parámetros ensayados, incluyendo la edad, sexo y clasificación FAB, afectó a la supervivencia. Finalmente, los 
resultados establecieron que la mutación de TET2 estaba asociada en los 29 pacientes con CMML1 con una 
tendencia a una supervivencia significativamente menor. 
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16. Alteración del gen TET2 en pacientes que sufren cáncer linfoide 
 
Los análisis de CGH de 157 pacientes que sufren linfoma de células B mostraron la pérdida de un cromosoma 
completo 4 en 2 casos, una supresión parcial de las secuencias del cromosoma 4q que suprime el gen TET2 en 4 
casos, y la pérdida del lado en dirección 5’ de TET2 asociada con duplicación del lado en dirección 3’ de TET2 en un 5 
caso. Estas reorganizaciones se encontraron en linfomas de células B grandes difusos (107 casos), mientras que no 
se pudo encontrar ninguna reorganización en linfomas foliculares (50 casos). 
 
Se analizaron 93 pacientes en busca de variación en la secuencia codificante de TET2. Hubo 33 linfomas de 
linfocitos T y 60 linfomas de células B.  10 
 
Se observaron 14 mutaciones en 10 muestras de linfomas de linfocitos T, incluyendo 10 desplazamientos del marco 
y 2 mutaciones finalizadoras y 2 mutaciones de aminoácido. 
 
La Tabla 9 muestra las mutaciones de TET2 identificadas en 10 pacientes con linfomas de linfocitos T. 15 
 

Enfermedad Cambios de nucleótido Consecuencias de aminoácidos 
T-linfoma c.3215delT p.Phe785FS 
T-linfoma c.[1893_1896delAAGC]+[4527delG] p.[Lys345FS]+[Ala1223FS] 
T-linfoma c.[2505delA]+[2524delC] p.[Thr549FS]+[Pro555FS] 
T-linfoma c.6564C>T p.Tyr1902 
T-linfoma c.6745C>T p.Pro1962Leu 
T-linfoma c.5523_5524insA p.Glu1555fs 
T-linfoma c.[3131_3137delCCAGACT]+[5109G>T] p.[Leu757FS]+[Val1417Phe] 
T-linfoma c.[3747C>T]+[5331A>T] p.[Gln963STOP]+[Lys1491STOP] 
T-linfoma c.3756_3757del CA p.Gln966 FS 

T-linfoma (LAI) c.1642delC p.Ser261 FS 
 
De este modo, estos resultados establecieron que las frecuencias de la mutación de TET2 en pacientes que sufren 
tumor linfoide de linfocitos T es 30%. 
 20 
Listado de secuencias 
 
<110> INSERM IGR 
 
<120> TET2 COMO NUEVO MARCADOR DE DIAGNÓSTICO Y DE PRONÓSTICO EN NEOPLASIAS 25 
HEMATOPOYÉTICAS 
 
<130> 354819 D26395 
 
<150> EP 08305255.5 30 
<151> 12-06-2008 
 
<150> EP 09155169.7 
<151> 13-03-2009 
 35 
<160> 39 
 
<170> Patent In version 3.3 
 
<210> 1 40 
<211> 132428 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 45 
<221> Intrón 
<222> (1)..(100) 
 
<220> 
<221> Exón  50 
<222> (101)..(787) 
 
<220> 
<221> Intrón 
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<222> (788)..(44167) 
 
<220> 
<221> Exón  
<222> (44168)..(44294) 5 
 
<220> 
<221> Intrón 
<222> (44295)..(87704) 
 10 
<220> 
<221> Exón  
<222> (87705)..(91159) 
 
<220> 15 
<221> Intrón 
<222> (91160)..(95146) 
 
<220> 
<221> Exón  20 
<222> (95147)..(95237) 
 
<220> 
<221> Intrón 
<222> (95238)..(96641) 25 
 
<220> 
<221> Exón  
<222> (96642)..(96735) 
 30 
<220> 
<221> Intrón 
<222> (96736)..(97377) 
 
<220> 35 
<221> Exón  
<222> (97378)..(97586) 
 
<220> 
<221> Intrón 40 
<222> (97587)..(113426) 
 
<220> 
<221> Exón  
<222> (113427)..(113577) 45 
 
<220> 
<221> Intrón 
<222> (113578)..(115566) 
 50 
<220> 
<221> Exón  
<222> (115567)..(115656) 
 
<220> 55 
<221> Intrón 
<222> (115657)..(123417) 
 
<220> 
<221> Exón  60 
<222> (123418)..(123555) 
 
<220> 
<221> Intrón 
<222> (123556)..(126371) 65 
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<220> 
<221> Exón  
<222> (126372)..(126726) 
 
<220> 5 
<221> Intrón 
<222> (126727)..(128855) 
 
<220> 
<221> Exón  10 
<222> (128856)..(132328) 
 
<220> 
<221> Intrón 
<222> (132329)..(132428) 15 
 
<400> 1  
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<210> 2 
<211> 2002 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 2  
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<210> 3 5 
<211> 311 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 3  10 
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<210> 4 
<211> 80 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 4  

 
 10 
<210> 5 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 15 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 5 
tgaacttccc acattagctg gt 22 20 
 
<210> 6 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 
 
<220> 
<223> Cebador 
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<400> 6 
gaaactgtag caccattagg catt 24 
 
<210> 7 
<211> 25 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 10 
 
<400> 7 
caaaaggcta atggagaaag acgta 25 
 
<210> 8 15 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador 
 
<400> 8 
gcagaaaagg aatccttagt gaaca 25 
 25 
<210> 9 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 30 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 9 
gccagtaaac tagctgcaat gctaa 25 35 
 
<210> 10 
<211> 23 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 40 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 10 45 
tgcctcatta cgttttagat ggg 23 
 
<210> 11 
<211> 22 
<212> ADN 50 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 55 
<400> 11 
gaccaatgtc agaacacctc aa 22 
 
<210> 12 
<211> 26 60 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 65 
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<400> 12 
ttgattttga atactgattt tcacca 26 
 
<210> 13 
<211> 24 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 10 
 
<400> 13 
ttgcaacata agcctcataa acag 24 
 
<210> 14 15 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador 
 
<400> 14 
attggcctgt gcatctgact at 22 
 25 
<210> 15 
<211> 23 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 30 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 15 
gcaacttgct cagcaaaggt act 23 35 
 
<210> 16 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 40 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 16 45 
tgctgccaga ctcaagattt aaaa 24 
 
<210> 17 
<211> 34 
<212> ADN 50 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 55 
<400> 17 
atactacata taatacattc taattccctc actg 34 
 
<210> 18 
<211> 24 60 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 65 
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<400> 18 
tgtttactgc tttgtgtgtg aagg 24 
 
<210> 19 
<211> 26 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 10 
 
<400> 19 
catttctcag gatgtggtca tagaat 26 
 
<210> 20 15 
<211> 23 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador 
 
<400> 20 
cccaattctc agggtcagat tta 23 
 25 
<210> 21 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 30 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 21 
agacttatgt atctttcatc tagctctgg 29 35 
 
<210> 22 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 40 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 22 45 
actctcttcc tttcaaccaa agatt 25 
 
<210> 23 
<211> 27 
<212> ADN 50 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 55 
<400> 23 
atgccacagc ttaatacaga gttagat 27 
 
<210> 24 
<211> 30 60 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 65 
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<400> 24 
tgtcatattg ttcacttcat ctaagctaat 30 
 
<210> 25 
<211> 28 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 10 
 
<400> 25 
gatgctttat ttagtaataa aggcacca 28 
 
<210> 26 15 
<211> 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador 
 
<400> 26 
ttcaacaatt aagaggaaaa gttagaataa tattt 35 
 25 
<210> 27 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 30 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 27 
tgtcattcca ttttgtttct ggata 25 35 
 
<210> 28 
<211> 26 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 40 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 28 45 
aaattaccca gtcttgcata tgtctt 26 
 
<210> 29 
<211> 22 
<212> ADN 50 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 55 
<400> 29 
ctggatcaac taggccacca ac 22 
 
<210> 30 
<211> 33 60 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 65 
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<400> 30 
ccaaaattaa caatgttcat tttacaataa gag 33 
 
<210> 31 
<211> 25 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 10 
 
<400> 31 
gctcttatct ttgcttaatg ggtgt 25 
 
<210> 32 15 
<211> 27 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador 
 
<400> 32 
tgtacatttg gtctaatggt acaactg 27 
 25 
<210> 33 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 30 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 33 
aatggaaacc tatcagtgga caac 24 35 
 
<210> 34 
<211> 26 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 40 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 34 45 
tatatatctg ttgtaaggcc ctgtga 26 
 
<210> 35 
<211> 23 
<212> ADN 50 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 55 
<400> 35 
cagagctttc tggatcctga cat 23 
 
<210> 36 
<211> 25 60 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 65 
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<400> 36 
gcccacgtca tgagaactat actac 25 
 
<210> 37 
<211> 28 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 10 
 
<400> 37 
tctaagctca gtctaccacc catccata 28 
 
<210> 38 15 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador 
 
<400> 38 
tgctcgctgt ctgaccagac ctcat 25 
 25 
<210> 1 
<211> 6869 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 
 30 
<400> 39  
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REIVINDICACIONES 
 
1. Método in vitro para diagnosticar un tumor mieloide o un tumor linfoide en un sujeto, que comprende la etapa de 
analizar una muestra biológica de dicho sujeto: 
 5 

(i) detectando la presencia de una mutación en el gen del miembro 2 de la familia de proteínas Ten Eleven 
Translocation (TET2) que codifica el polipéptido que presenta la secuencia SEC ID nº:2, en el que dicha 
mutación se selecciona de entre el grupo que consiste en supresiones, inserciones y mutaciones de punto, 
tales como mutaciones que afectan a sitios de corte y empalme, mutación de aminoácido y mutaciones 
finalizadoras, y/o 10 

 
(ii) analizando la expresión del gen TET2; 
 

en el que la detección de tal mutación de TET2, de la ausencia de expresión de TET2, o de la expresión de una 
TET2 truncada es indicativa de un sujeto que desarrolla o está predispuesto a desarrollar un tumor mieloide o un 15 
tumor linfoide. 
 
2. Método según la reivindicación 1, en el que dicho tumor que se debe diagnosticar es un tumor mieloide 
seleccionado en el grupo que comprende síndrome mielodisplásico (MDS), leucemia mieloide aguda (AML), 
enfermedad mieloproliferativa (MPD) y síndrome mielodisplásico/mieloproliferativo, preferentemente un síndrome 20 
mielodisplásico/mieloproliferativo y más preferentemente dicho síndrome mielodisplásico/mieloproliferativo es una 
leucemia mielomonocítica crónica (CMML). 
 
3. Método según la reivindicación 1, en el que dicho tumor que se debe diagnosticar es un tumor linfoide 
seleccionado en el grupo que consiste en linfoma, preferentemente linfoma de linfocitos T. 25 
 
4. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2 para diagnosticar una mielofibrosis (MF) en un sujeto, en 
el que dicho sujeto sufre policitemia vera (PV) o trombocitemia (ET), y en el que la detección de una mutación de 
TET2 o la subexpresión de TET2 es indicativa de un sujeto que desarrolla o está predispuesto a desarrollar una 
mielofibrosis (MF). 30 
 
5. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en el que dicho sujeto sufre síndrome mielodisplásico 
(MDS), y la detección de una mutación de TET2 o la subexpresión de TET2 es indicativa de un sujeto con un buen 
pronóstico. 
 35 
6. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicha mutación se detecta en uno o en ambos 
alelos del gen TET2 que codifica el polipéptido que presenta la secuencia SEC ID nº:2. 
 
7. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicha mutación se selecciona en el grupo que 
consiste en una supresión o inserción y da como resultado la ausencia de expresión de la proteína TET2 o la 40 
expresión de una proteína TET2 truncada. 
 
8. Método según la reivindicación 7, en el que dicha proteína TET2 truncada no comprende por lo menos una de las 
dos regiones muy conservadas compartidas por las otras proteínas TET y que corresponde a i) la región de 310 
aminoácidos situada próxima al centro de la proteína TET2 (aminoácidos 1134 a aminoácido 1444, SEC ID nº:3), o 45 
ii) la región de 80 aminoácidos situada próxima al extremo carboxi terminal de la proteína TET2 (que corresponde al 
aminoácido 1843 hasta el aminoácido 1922, SEC ID nº:4), preferentemente la región de 80 aminoácidos situada 
próxima al extremo carboxi terminal de la proteína TET2 (que corresponde al aminoácido 1843 hasta el aminoácido 
1922, SEC ID nº:4). 
 50 
9. Método según la reivindicación 8, en el que dicha supresión o inserción se selecciona en el grupo de supresión o 
inserción presentado en la tabla I, que se refiere a SEC ID nº:39 para la posición de ácido nucleico y a SEC ID nº:2 
para la posición de aminoácido. 
 
Tabla I 55 
 

Cambio de nucleótido Consecuencia 
del1264_1666 p.Glu135 FS 

delC 1642 p.Ser261 FS 
del1893_1896 p.Lys345FS 

delC 2448 p.Gln530 FS 
delA 2505 p.Thr549 FS 
delC 2524 p. Pro555 FS 

Ins 2540_2544 p.Leu560FS 
delT 2685 p.Ser609 FS 
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Cambio de nucleótido Consecuencia 
delA 2815 p.Gln652FS 

del 2834_2835 p.His658 FS 
delA 2935 p.Glu692 FS 
delT 2944 p.Leu699 STOP 
delG 2994 p.Glu711 FS 
delC 3009 p.His717 FS 
insA 3009 p.His717 FS 

del 3131_3137 p. Leu757 FS 
insC 3151 p.Gln764 FS 
delA 3166 p.Gln769 FS 
delT3215 p.Phe785 FS 
insA3350 p.Gln831FS 
insT3995 p.Glu846 FS 
delA3430 p.Asn857FS 
insT 3465 p.Pro869 FS 
insA 5757 p.Gln891 STOP 

insCT 3581 pGly 908 FS 
del CA 3756_3757 p.Gln966 FS 

dupT 3914 p.Glu1026 STOP 
delT 3998 p.Leu1046FS 
delA 4130 p.Lys1090 FS 
delG 4271 p.Glu1137 FS 
delA4327 p.Asn1156 FS 
delG 4527 p.Ala1223 FS 

- p.del 1237-1239 
delG 4932 p.Glu1357 FS 
insG 5119 p.Leu 1420 FS 
delG 5133 p.Asp 1425 FS 
insA 5177 p.Arg1440FS 
dupA 5177 p.Arg 1440FS 
delC 5222 p.Leu1457 STOP 

del5521_5524 pThr1554 FS 
insA 5540 p.Tyr1560 FS 

del 5583_5605 p.Pro1575FS 
delT 5570 p.Leu1637 FS 

del5828_5843 p.Met1656 FS 
del6049_6050 p.Asp1830 FS 

delC 6360 p.Gln1834 FS 
del6396_6531 p.Val1846 FS 

delA 6507 p.Thr1883 FS 
insC 6507 p.Thr1883 FS 

del6511_6512 p.Pro1885FS 
DelC 6555 p. Leu1889FS 

sitio de corte y empalme insC mutación del exón 8 de sitio de corte y empalme  
Del: supresión; ins: inserción; FS: desplazamiento del marco 

 
10. Método según la reivindicación 7, en el que dicha mutación de aminoácido está situada en el marco de lectura 
abierto de la proteína TET2, preferentemente en por lo menos una de las dos regiones muy conservadas 
compartidas por las proteínas TET y que corresponde a i) la región de 310 aminoácidos situada próxima al centro de 
la proteína TET2 (aminoácidos 1134 a aminoácido 1444, SEC ID nº:3), e ii) la región de 80 aminoácidos situada 5 
próxima al extremo carboxi terminal de la proteína TET2 (que corresponde al aminoácido 1843 hasta el aminoácido 
1922, SEC ID nº:4), más preferentemente en la región de 80 aminoácidos situada próxima al extremo carboxi 
terminal de la proteína TET2 (que corresponde al aminoácido 1843 hasta el aminoácido 1922, SEC ID nº:4), y 
todavía más preferentemente dicha mutación de aminoácido se selecciona en el grupo que comprende o que 
consiste en I1175V, L1197N, H1219Y, E1235V, C1271W, K1299E, L1340P, R1302G, G1370E, A1344E, N1387S, 10 
V1417F, H1868R, G1869W, L1872P, I1873T, R1896M, y S1898F. 
 
11. Método según la reivindicación 7, en el que dicha mutación finalizadora está situada en el marco de lectura 
abierto de la proteína TET2, preferentemente antes o dentro de por lo menos una de las dos regiones muy 
conservadas compartidas por las proteínas TET y que corresponde a i) la región de 310 aminoácidos situada 15 
próxima al centro de la proteína TET2 (aminoácidos 1134 a aminoácido 1444, SEC ID nº:3), e ii) la región de 80 
aminoácidos situada próxima al extremo carboxi terminal de la proteína TET2 (que corresponde al aminoácido 1843 
hasta el aminoácido 1922, SEC ID nº:4), más preferentemente antes o dentro de la región de 80 aminoácidos 
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situada próxima al extremo carboxi terminal de la proteína TET2 (que corresponde al aminoácido 1843 hasta el 
aminoácido 1922, SEC ID nº:4), y todavía más preferentemente dicha mutación finalizadora se selecciona en el 
grupo que comprende o que consiste en Q232Stop, Q321Stop, S354Stop, Q417Stop, R544Stop, R550Stop, 
Q557Stop, Q574Stop, Q635Stop, Q642Stop, Q685Stop, L699Stop, S792Stop, Q891Stop, Q943Stop, E1026Stop 
R1067Stop, R1216Stop, Y1225Stop, R1404Stop, L1457Stop, R1465Stop, R1516Stop, Q1524Stop, Q1542Stop, 5 
N1624Stop, Y1724Stop, Y1751Stop, L1819Stop, y Q1834Stop. 
 
12. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que dicha mutación en el gen TET2 induce una 
ausencia de expresión o una subexpresión del polipéptido que presenta la secuencia SEC ID nº:2, preferentemente 
la ausencia de expresión o subexpresión de por lo menos una de las dos regiones muy conservadas compartidas 10 
por las proteínas TET y que corresponde a i) la región de 310 aminoácidos próxima al centro de la proteína TET2 
(aminoácidos 1134 a aminoácido 1444, SEC ID nº:3), e ii) la región de 80 aminoácidos situada próxima al extremo 
carboxi terminal de la proteína TET2 (que corresponde al aminoácido 1843 hasta el aminoácido 1922, SEC ID nº:4), 
más preferentemente de la región de 80 aminoácidos situada próxima al extremo carboxi terminal de la proteína 
TET2 (que corresponde al aminoácido 1843 hasta el aminoácido 1922, SEC ID nº:4). 15 
 
13. Utilización de un kit para diagnosticar in vitro un cáncer mieloide o un cáncer linfoide en un sujeto, en la que 
dicho kit comprende por lo menos una sonda de ácido nucleico u oligonucleótido o por lo menos un anticuerpo, que 
se puede utilizar en un método como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 para detectar la 
presencia de una mutación en el gen TET2 y/o analizar la expresión del gen TET2. 20 
 
14. Utilización según la reivindicación 13, en la que dicho oligonucleótido es por lo menos un cebador de PCR, 
preferentemente un conjunto de cebadores de PCR, que permite amplificar una región del gen TET2. 
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