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	Justificación del proyecto: La aparición de fibrosis en la médula ósea de pacientes con síndrome mielodisplásico (SMD) o leucemias agudas mieloblásticas (LAM) tiene un profundo impacto en el pronóstico (1). Sin embargo, tanto el diagnóstico como las implicaciones patogénicas de esta alteración están sólo parcialmente exploradas. 
Se define fibrosis como la presencia de haces de colágeno o reticulina en un tejido. En el tejido hematopoyético, el Consenso Europeo sobre la clasificación de la fibrosis de médula ósea establece 4 grados de acuerdo con la abundancia y disposición de fibras de reticulina y la presencia de colágeno (2). El grado 0 se refiere a la ausencia de fibrosis, existiendo escasas fibras de reticulina y sin intersecciones. En el grado 1 las fibras de reticulina forman una red suelta con muchas intersecciones, sobre todo en el espacio perivascular. En el grado 2 la red se hace mucho más densa y con más intersecciones, con haces de colágeno y pequeños focos de osteoesclerosis. Finalmente, en el grado 3 aparecen haces gruesos de colágeno y áreas extensas de osteoesclerosis que se añaden a la red de reticulina. 

Incidencia
La frecuencia de mielofibrosis grado 2-3 en los SMD se cifra en torno al 17%(1). En el caso de las LAM, no existen datos fiables, lo que es debido a que a que la práctica de una biopsia no es muchas veces necesaria, ya que el diagnóstico se establece mediante aspirado, y la biopsia se reserva para los casos en los que el aspirado es seco(3).  La serie más amplia es la comunicada por WU(4), que estudió 112 pacientes, encontrando que 46% presentaron una elevada densidad de fibras de reticulina.

Valor pronóstico de la mielofibrosis en las Síndromes Mielodisplásicos y Leucemias Agudas Mieloblásticas 
Varios estudios observacionales sugieren que la fibrosis es un factor de mal pronóstico en estas patologías. En una serie de 298 SMD, un 17% (52/298) de los pacientes presentaron mielofibrosis grado 2-31. Este grupo (SMD-F) presentó cifras de hemoglobina y plaquetas significativamente más bajas (P= 0.001 y 0.012, respectivamente), hubo más formas con exceso de blastos (P= 0.001) y citogenética adversa (P= 0.007) y abundaban las categorías de riesgo alto del IPSS y WPSS (P=0.001 y <0.001, respectivamente), comparados con los pacientes sin fibrosis. La presencia de mielofibrosis grado 2-3 constituyó un factor pronóstico peyorativo independiente de supervivencia global y mayor evolución a leucemia aguda. Estos datos se mantuvieron aun cuando se estratificó el análisis en función de la categoría de riesgo establecida por el sistema pronóstico IPSS y WPSS. A pesar de este impacto de la fibrosis sobre los desenlaces de los pacientes con SMD, los mecanismos patogenéticos responsables de este mal pronóstico no se han identificado. 
El valor pronóstico negativo de la fibrosis en las leucemias agudas mieloides (LAM) está mucho menos estudiado y proviene fundamentalmente de la experiencia obtenida a partir de la panmielosis aguda con mielofibrosis (PAMF). Esta entidad se caracteriza histológicamente por una proliferación mieloide trilínea con eritropoyesis displásica con abundantes megacariocitos frecuentemente pequeños y displásicos, precursores CD34+ frecuentemente organizados en clústers y mielofibrosis grado 2(5). El estudio genético de esta entidad, de curso rápido y pronóstico infausto, ha estado enormemente limitado debido a la frecuencia de aspirados de MO secos, al bajo recuento de blastos leucémicos circulantes y la necesidad de utilizar hueso decalcificado o tejido incluido en parafina como fuente de material para estudio(6-9). Sorprendentemente, esta entidad ha sido eliminada de la actual clasificación de las LAM6.
Con estas limitaciones, Pantic y cols(9), en una serie de 16 pacientes, combinan un análisis mutacional junto con análisis de variaciones del número de copias (CNVs), demostrando una frecuencia de afectación de TP53 del 75% (12 de 16 casos), cumpliendo con los criterios de la entidad denominada LAM con mutación en TP53 en la clasificación de la OMS de 20226. Además, la mayor parte de los casos (10/16) presentaron un entorno genético complejo, similar a las LAM con cambios relacionados con mielodisplasia o LAM secundarias a neoplasias mieloproliferativas crónicas  con presencia de anomalías cromosómicas (17p-, 5q-, 7q-, 18p-, 17q-, 11p-, 39-, +3q, +8,+12q, +17q, +21q). Estos hallazgos sugieren la existencia de un continuo en la patología mieloide con fibrosis. 
La genética subyacente a la mielofibrosis no siempre permite explicar el impacto negativo en esta entidad. De hecho, el propio Pantic en su serie de 16 pacientes9 describe 6 pacientes con pronóstico igualmente infausto pero que exhiben menor complejidad genética y no presentan anomalías de TP53. Por otro lado, a pesar de la alta frecuencia de anomalías genéticas, ninguna caracteriza de forma exclusiva a las LAM con fibrosis(8). En la serie reportada por Dellaporta(1) la proporción de pacientes con citogenética de mal pronóstico fue 28% , y de buen pronóstico o intermedio en el 72% restante. En la serie de Wu, de 112 pacientes con LAM en los que se aplicó un método automatizado para contabilizar la densidad de fibras de reticulina(4) encontró que la alta densidad de fibras de reticulina y la citogenética desfavorable fueron los únicos parámetros asociados a peor supervivencia libre de recaída en análisis multivariante. Aunque este método no es el aceptado de forma estándar para la cuantificación del depósito de matriz extracelular, indica que la presencia de mielofibrosis es un fenómeno relativamente frecuente y concuerda con la evidencia previa en el impacto negativo que tiene sobre la enfermedad.
En consecuencia, los datos sugieren que la mielofibrosis es un denominador común a estos dos tipos de neoplasias mieloides, dejando una impronta de mal pronóstico que no se explica en su totalidad por la presencia de anomalías genéticas desfavorables. De hecho, desde el punto de vista patogénico, se considera que la fibrosis en cáncer emerge como un intento de reparación ante el insulto que representan las células tumorales en el tejido(11). Las células tumorales reclutan fibroblastos activados por medio de factores de crecimiento y células inmunes que infiltran tejidos. Entre ellos, TGFB, PDGGF y FGF2 son mediadores clave en la activación de fibroblastos durante el daño tisular agudo o crónico y en cancer(12-14).Los fibroblastos peritumorales, una vez activados, promueven el crecimiento del tumor, en parte por su capacidad de inducir angiogénesis15 y otros programas protumorales(16,17,)incluyendo la adquisición de un fenotipo de célula stem tumoral(18). Finalmente, los fibroblastos peritumorales pueden inducir un entorno en el microambiente que promueve el mantenimiento de la célula stem tumoral(19). Todo lo anterior, aplicado a LAM y SMD indicaría que comportamiento biológico de los blastos tumorales pueda estar determinado tanto por factores intrínsecos de la célula tumoral como por factores provenientes del entorno peritumoral.
Un aspecto que sería importante aclarar es si la fibrosis medular representa un mecanismo común a las leucemias agudas y síndromes mielodisplásicos. Teniendo en cuenta que el punto de corte que determina la distinción entre LAM y SMD se ha vuelto menos rígido, porque cobra mayor papel la genética de la neoplasia, también cabe pensar  que si la fibrosis medular determina un comportamiento biológico diferenciado, éste es independiente de la proporción de blastos en médula ósea. En contradicción con esta nueva visión, en la clasificación reciente de la OMS continúa existiendo la entidad denominada SMD con fibrosis, mientras que la PAMF ha desaparecido de la nueva clasificación. 

Con objeto de explorar estos aspectos, hemos secuenciado el transcriptoma de blastos CD34+ obtenidos a partir de médula ósea (MO, n=15) y sangre periférica (SP, n=26) de pacientes diagnosticados de SMD con exceso de blastos, SMD/LAM y LAM según la clasificación OMS 202210. Sobre las secuencias obtenidas, hemos analizado las diferencias en el perfil de expresión en función de la existencia o no de mielofibrosis grado 2-3. Los resultados preliminares son los siguientes:
1) En el compartimento de MO, los blastos tumorales promueven fibrosis en el microambiente medular así como una intensa respuesta inflamatoria. El análisis transcriptómico realizado cuantificó la expresión de 17.424 genes, de los cuales 186 presentaron diferencias significativas entre pacientes con y sin mielofibrosis grado 2-3 (101 genes sobreexpresados y 85 infraexpresados). 
Con los datos de expresión diferencial se realizó un análisis de enriquecimiento de rutas. Se identificaron 287 rutas con regulación diferencial en pacientes con y sin fibrosis, 186 activadas y 113 inhibidas. Estas rutas se agruparon para facilitar su interpretación: De las 186 rutas activadas, 56 estaban implicadas en diferenciación mesenquimal, transición epitelio-mesénquima, respuesta a proteínas BMP y activación de WNT, todas ellas implicadas en el desarrollo de fibrosis. Otras rutas activadas fueron la quimiotaxis, migración leucocitaria y activación de la inmunidad innata y adaptativa. 
2) En el compartimento de MO, los blastos tienen activados programas de quiescencia. En el análisis de enriquecimiento de rutas, se objetivó que los blastos que asientan sobre médulas fibróticas presentan una inhibición de las vías relacionadas con la activación del ciclo celular, síntesis de nucleótidos y respiración celular, todo ello en concordancia con un fenotipo de célula leucémica quiescente. 
3) En el compartimento de SP, los blastos tumorales de pacientes con mielofibrosis significativa tienen activados programas de replicación celular y reprimidos programas de presentación antigénica y promoción de respuesta inmune.
Se obtuvieron muestras de blastos circulantes de 26 pacientes con diagnóstico de SMD con exceso de blastos, SMD/LAM y LAM. Tras separación de la fracción CD34+ se realizó un análisis transcriptómico y se analizaron las diferencias en el perfil de expresión en función de la existencia de  mielofibrosis grado 2-3. Se cuantificó la expresión de 18.253 genes, de los cuales 1026 presentaron diferencias significativas entre pacientes con y sin mielofibrosis grado 2-3 (500 genes sobre-expresados y 526 infraexpresados). 
En el análisis de enriquecimiento, se identificaron 119 rutas con regulación diferencial en pacientes con y sin fibrosis, 100 activadas y 19 inhibidas. Las 100 rutas activadas estuvieron relacionadas con replicación del DNA, activación del ciclo celular y procesamiento de RNA y ribogénesis. 
Finalmente, para estudiar el potencial diagnóstico de la transcriptómica, se calculó una puntuación de fibrosis en cada muestra. Para ello, en primer lugar, se ordenaron los 100 genes con menor valor de P ajustada y se calculó un score transcriptómico como la media geométrica de estos genes. Posteriormente se comparó su valor en cada uno de los grupos diagnósticos. El score de fibrosis aumento de forma significativa tanto en las muestras de pacientes con diagnóstico de LAM (P=0.004) como en aquellos con diagnóstico de SMD (P=0.017). Esta puntuación mostró un área bajo la curva ROC de 1 para identificar la fibrosis en médula ósea utilizando.
En conclusión, los resultados preliminares mostrados evidencian que la presencia de mielofibrosis grado 2-3 separa claramente un grupo de SMD y LAM con un comportamiento biológico diferenciado. A su vez, las células tumorales activan diferentes programas en función del compartimento donde asientan. Los blastos que asientan en médula ósea presentan una inhibición de los programas que activan la replicación y el ciclo celular, mientras que los blastos circulantes en sangre periférica se comportan a la inversa. Estas diferencias pueden estar propiciadas por las interacciones con el microambiente o por el propio sustrato rígido que impone un nicho fibrótico. En ambos compartimentos los blastos tumorales inhiben los programas que desencadenan una respuesta inmune en las células del entorno. 
En el presente proyecto pretendemos validar los hallazgos observados en nuestra cohorte de SMD en una cohorte externa, tanto con fines diagnósticos como de identificación de dianas terapéuticas. El perfil de expresión de un conjunto de genes puede servir para identificar una firma transcriptómica diagnóstica en sangre periférica. Por otro lado, el análisis de enriquecimiento puede ayudar a explicar el diferente comportamiento de los blastos en función de la rigidez del medio e identificar nuevas dianas terapéuticas, que se confirmarán en estudios in vitro. 

	Objetivos del proyecto: Objetivo principal
Explotar el análisis del transcriptoma de los blastos de pacientes con SMD con y sin mielofibrosis para explicar los mecanismos patogenéticos responsables del mal pronóstico de estos pacientes, mejorar las posibilidades diagnósticas basadas en la secuenciación de RNA e identificar nuevas dianas terapéuticas. 
Analizar en una cohorte externa de pacientes con SMD con y sin mielofibrosis los efectos de la fibrosis medular sobre el transcriptoma de los blastos, así como estudiar los mecanismos que conducen a estos cambios. Estudiar in vitro el efecto de la fibrosis medular sobre la el comportamiento tumoral y la respuesta a fármacos y en último término, identificar dianas terapéuticas que puedan ser usadas para revertir el efecto inducido por la fibrosis medular. 
Objetivos específicos 
1. Comparar, en una cohorte más amplia, el transcriptoma de blastos de médula ósea y sangre periférica de pacientes diagnosticados de SMD y LAM con y sin mielofibrosis significativa y evaluar los mecanismos patogénicos comunes activados por la fibrosis. 
2. Caracterizar el impacto de la fibrosis sobre el fenotipo de las células tumorales, en términos de proliferación celular, apoptosis, e invasividad. 
3. Evaluar la rentabilidad diagnóstica de una firma transcriptómica basada en el RNA de sangre periférica para identificar la fibrosis medular.
4. Identificar drogas capaces de modificar el efecto de la activación o inhibición de los genes  aberrantemente expresados en SMD con mielofibrosis y analizar el efecto de las mismas sobre el comportamiento de los blastos y líneas celulares.

	Población de estudio: A)Pacientes: 
Pacientes con diagnóstico de SMD (con y sin exceso de blastos) y LAM según la clasificación OMS 2022, preferentemente sin tratamiento hipometilante o quimioterápico previo. 



	N del estudio: Con objeto de analizar grupos diagnósticos homogéneos, se realizará el análisis con SMD y LAM por separado. En cada grupo se deberían reclutar al menos 100 pacientes para poder realizar los análisis de descubrimiento validación.


	Análisis estadístico: Objetivo 1 
El análisis del transcriptoma se realizará sobre blastos CD34+ de médula ósea y sangre periférica procedentes de pacientes con diagnóstico SMD con exceso de blastos y LAM con y sin mielofibrosis. Se ha seleccionado el grupo diagnóstico SMD con exceso de blastos dentro de los SMD para asegurar la obtención de suficiente material.  
Los blastos CD34+ se seleccionarán mediante separación con bolas magnéticas marcadas utilizando el protocolo descrito por Myltenyi20. La suspensión celular será homogenizada con Trizol y preservada a -80ºC hasta la extracción del RNA. En el momento de la extracción, se tratará la muestra con cloroformo para desnaturalizar proteínas, eliminar lípidos y reducir las pérdidas de ARN total. Tras centrifugación, se obtendrá una fase acuosa que contiene el RNA, que se recuperará mediante precipitación con etanol y posterior lavado para eliminar impurezas residuales. La purificación del RNA se llevará a cabo con un sistema de columnas. La cantidad y calidad del RNA obtenida se determinará a partir del número de integridad del RNA (RIN). Se considerarán óptimas aquellas muestras con un RIN igual o superior a 8.
El RNA obtenido será secuenciado de acuerdo con las siguientes condiciones: Se purificará el mRNA eliminado el rRNA por medio de RNAsa H. Se fragmentará el RNA tras lo cual se realizará la síntesis de cDNA utilizando random hexamers. La segunda cadena de cDNA se realizará con dUTP en lugar de dTTP. Se ligarán los adaptadores y se utilizará uracil-DNA-glicosilada para eliminar la hebra complementaria marcada. Tras la amplificación se llevará cabo el control de calidad. El DNA será circularizado mediante DNA ligasa y se procederá a la secuenciación mediante DNA nanoball sequencing (DNBseq). La longitud de los fragmentos será de 100 pb y la profundidad de lectura de aproximadamente 30 millones de lecturas por muestra.
Los archivos FASTQ serán procesados mediante el programa Salmon21 que realiza un pseudoalineamiento y cuantificación de cuentas brutas. Estas cuentas brutas se importarán en la plataforma R a través del paquete tximport. Las diferencias de expresión génica entre grupos se identificarán mediante el paquete estadístico DESeq222 Para identificar genes con expresión diferencial entre grupos de interés se empleará el log2 fold change y el p-valor ajustado según el método de Benjamini-Hochberg (False Discovery Rate del 5%). Por último, las rutas biológicas enriquecidas se identificarán mediante un algoritmo GSEA23 (gene set enrichment analysis), que estima el enriquecimiento a partir de una lista ordenada de los genes cuantificados.
Para validar la relación de causalidad entre la aparición de fibrosis y cambios transcriptómicos, se realizarán experimentos in vitro, utilizando tanto líneas celulares (HNT-34 y MUTZ-8, obtenidas a partir de casos de leucemia aguda mieloblástica secundaria a síndromes mielodisplásicos) como muestras de pacientes. Estos cultivos se realizarán en matrices de diferente densidad, mediante el cultivo de las células en hidrogeles con agarosa y colágeno a concentraciones de 2,5 y 10 mg/dL, en los que posteriormente se añade el medio de cultivo, para conseguir diferentes grados de fibrosis. Tras 72 horas de cultivo en condiciones estándar (37°C, 5% CO2), se recuperarán las células mediante lisis de la matriz y se extraerá el RNA como se ha descrito anteriormente. 

Objetivo 2
La caracterización de la modificación del fenotipo de los blastos es esencial para calibrar la relevancia de las alteraciones transcriptómicas identificadas tras la consecución del objetivo previo. Para esta caracterización, se analizarán los siguientes aspectos:
1. Proliferación celular. La actividad proliferativa se estudiará mediante un análisis del ciclo celular. Las células serán fijadas en etanol al 70%, tratadas con RNAsa-A y teñidas con yoduro de propidio. El contenido en DNA de estas células se cuantificará mediante citometría de flujo a partir del histograma de distribución de abundancia de DNA y el paquete FlowPloidy para R. A partir de los porcentajes de células en fases G1, S y G2/M se detectarán paradas en el ciclo celular. También se realzarán curvas de proliferación celular mediante un ensayo estándar con MTT.
2. Apoptosis. Las células serán tratadas con yoduro de propidio y anexina V, para posteriormente ser analizadas mediante citometría de flujo. Brevemente, tras lavar 500.000 células con PBS, éstas serán incubadas en presencia de Anexina V y ioduro de propidio durante 10 minutos. Las muestras serán analizadas en un citómetro de flujo FC500 (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) y analizadas con el Software RXP (Beckman Coulter). Las células viables serán negativas para ambos marcadores. Las células con apoptosis precoz se definen como anexina V positivas y ioduro de propidio negativas, y las células apoptóticas tardías se definen como anexina V positivas y ioduro de propidio positivas. 
3. Invasividad: El potencial invasivo de las células se analizará mediante un ensayo estándar en transwells de matrigel. Las células se siembran en el compartimento superior de una cámara de matrigel, con medio de cultivo estándar. En el compartimento inferior se añade al medio de cultivo suero bovino fetal, que sirve de quimioatrayente. Tras 24 horas en cultivo, se extrae la cámara superior, se retiran las células del compartimento superior mediante lavado y retirada mecánica, y las del compartimento inferior (que se corresponden con las células que han migrado), se tiñen con cristal violeta. Para la cuantificación, se obtiene una fotomicrografía del transwell y se cuantifica de forma automática el número de células y el área cubierta por las mismas usando el software ImageJ.
Todos los ensayos se realizarán por triplicado para cada muestra. Se compararán las muestras procedentes de pacientes con y sin fibrosis (o de cultivos en medios rígidos o blandos) mediante comparaciones bivariadas utilizando las pruebas T de student o Wilcoxon según la distribución de los datos.

Objetivo 3
La firma transcriptómica de fibrosis identificada en la cohorte de los pacientes del Hospital Universitario Central de Asturias será optimizada y posteriormente validada en la cohorte externa de los pacientes incluidos prospectivamente en el presente proyecto. 
El conjunto de genes que mejor discrimina entre pacientes con y sin fibrosis se identificará mediante un algoritmo voraz (greedy), que realiza combinaciones iterativas de genes hasta optimizar el poder de discriminación, maximizando el área bajo la curva ROC. Los resultados preliminares muestran que con una selección de 100 genes se consigue una buena discriminación. El objetivo con esta metodología es optimizar esta lista de genes para facilitar su traslación a la práctica clínica. Con estos genes, se calculará una puntuación para cada muestra, definida como la media geométrica de los genes sobreexpresados menos la media geométrica de los genes infraexpresados en la firma. La validez interna de esta firma se estudiará mediante el cálculo de sensibilidad, especificidad y el área bajo la curva ROC. Para la validación externa, se utilizarán los transcriptomas de las muestras recogidas en la cohorte de validación propuesta. Se calculará la puntuación de la firma transcriptómica y se calcularán de nuevo sensibilidad, especificidad y área bajo la curva ROC. 

Objetivo 4. 
Para identificar dianas accionables a partir del transcriptoma, los genes con expresión diferencial entre blastos con y sin fibrosis se introducirán en la base de datos DgI24. Esta base incluye las interacciones conocidas entre cambios en la expresión génica y fármacos disponibles. Los fármacos que tiendan a atenuar los cambios en la expresión de genes en blastos con fibrosis serán seleccionados en función de su número, su perfil de seguridad y disponibilidad, dando prioridad a drogas disponibles comercialmente (reposicionamiento de fármacos). 
La eficacia de estos fármacos se estudiará en los modelos in vitro desarrollados anteriormente. Los blastos y las líneas celulares cultivados en diferentes condiciones de fibrosis serán tratados con los fármacos seleccionados. Tras 72 horas, se recuperarán las células para el estudio de su viabilidad, apoptosis, proliferación e invasividad, tal y como se ha descrito en apartados anteriores.
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