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1. Titulo del proyecto

Modelado y caracterizacidn de jerarquias hematopoyéticas granulo-monociticas en los sindromes
mielodisplasicos

2. Investigador principal
Nombre Irene Gafian Gémez

Centro y direccion del Investigador principal

Clinica Universidad de Navarra
Avda. Pio XII 55
31008 Pamplona

Teléfono Email iganangomez@unav.es

3. Memoria Cientifica

Justificacion del Proyecto

Los SMD se originan por la expansion clonal de células madre hematopoyéticas (HSC) con aberraciones genéticas
en la médula dsea y su consiguiente diferenciacion ineficaz, que da lugar a jerarquias hematopoyéticas con sesgo
mieloide. Concretamente, tanto en SMD como en AML, se han descrito dos jerarquias de diferenciacion aberrante:
una jerarquia “primitiva”, mantenida por HSC con capacidad de reconstitucion a largo plazo (LT-HSC) y progenitores
mieloides comunes (CMP), y una jerarquia “granulo-monocitica” (GM), mantenida por progenitores multipotentes
con sesgo linfo-mieloide (LMPP) y progenitores GM (GMP) [1]. Dichas jerarquias se mantienen durante el
tratamiento con terapias de primera linea y se exacerban durante la progresion, cuando las LT-HSC y los LMPP,
respectivamente, se expanden. El estudio de los mecanismos que guian dicha expansion en los pacientes con SMD
en progresion reveld que las HSC de cada jerarquia dependen de vias de sefializacién diferentes, y que la inhibicion
dirigida de los mecanismos especificos de tipo celular resulta en la eliminaciéon de las HSC correspondientes de
manera selectiva. Asi, se identificd a BCL2 como diana terapéutica en los pacientes con jerarquias primitivas, que
tienden a responder mejor a su inhibidor especifico, venetoclax [2]. De manera interesante, en un estudio posterior
se describio la conversién a jerarquias GM como mecanismo de resistencia adquirida a venetoclax [3]. Este
fendmeno ocurria gracias a la expansién de clones con mutaciones en RUNX1 y STAG2, que estdn enriquecidos en
jerarquias GM [2]. Por tanto, la identificacion de dianas selectivas para la eliminacion de HSC GM (LMPP), en
especial de aquellas con mutaciones en RUNX1 o STAG2, es de gran interés para el desarrollo de terapias
personalizadas para pacientes con jerarquias GM, o jerarquias primitivas que fracasen a terapia con venetoclax.
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Objetivos del proyecto

Las células madre pluripotentes inducidas (iPSC) son células pluripotentes generadas a partir de la reprogramacion
de células somaticas [4, 5]. Las iPSC se pueden expandir y mantener de forma estable en cultivo a lo largo del
tiempo, y se han establecido protocolos para diferenciarlas hacia todos los principales linajes, incluido el
hematopoyético [6]. Al poder generar grandes numeros de HSC, estos sistemas eluden los problemas traslacionales
de los modelos animales y las dificultades intrinsecas de las HSC primarias para usarse en experimentos a gran
escala. Existe, por tanto, una ventana de oportunidad para la generacion de lineas isogénicas de iPSC con
mutaciones en RUNX1 y/o STAG2 que sirvan para la caracterizacion de los mecanismos moleculares que conducen a
la formacion de las jerarquias GM y para el descubrimiento de dianas terapéuticas.

Asi, los objetivos de este proyecto son los siguientes:

1. Esclarecer los mecanismos por los que se generan las trayectorias GM en SMD, empleando como referencia los
pacientes con mutaciones en RUNX1 y/o STAG2.

2. Generar modelos experimentales representativos de los SMD GM mediante la edicion génica de lineas isogénicas
de iPSC humanas para portar mutaciones en RUNX1 y/o STAG2.

3. Identificar oportunidades de intervencion terapéutica para corregir el sesgo, o erradicar, las jerarquias GM en
SMD

Poblacion de estudio y criterios de inclusidon/exclusion

Para llevar a cabo los Objetivos 1y 3 de este proyecto, se necesitardn muestras de médula dsea, frescas o
criopreservadas, de pacientes de SMD a diagndstico, con mutaciones en RUNX1 y/o STAG2 en clones dominantes.
También seran de alto interés las muestras secuenciales de pacientes que adquieran estas mutaciones durante la
progresion, con o sin terapia.

Plan estadistico completo

N necesaria para el estudio y justificacion

Los cdlculos de potencia estadistica estan limitados por la disponibilidad prevista de las muestras bioldgicas. Con
base en la factibilidad y en estimaciones de variabilidad de experimentos previos, los tamafios de cohorte
propuestos deberian proporcionar una potencia estadistica adecuada para detectar tamafios de efecto
bioldgicamente significativos:

- Secuenciacién por bulk RNA-seq de LT-HSC y LMPP (N=5-10)

- Ensayos de diferenciacién de LT-HSC y de formacidon de colonias (N=5)

- ATAC-seq de célula unica (scATAC-seq) (N=2)

- scCATAC-seq con genotipado de los transcriptomas (GoTChA) (N=2)

- Ensayos de validacién funcional (N=5-10)

N total aproximado = 25
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Anilisis estadisticos previstos

- RNA-seq: DESeq2 con prueba de Wald, método FDR

- Ensayos de diferenciacién y formacion de colonias: t de Student, ANOVA

- SCATAC-seq y GoTChA: Wilcoxon Rank-Sum Test para comparar entre clusters de células
- Ensayos de validaciéon funcional: test estadistico ad hoc para cada tipo de ensayo

Bibliografia relevante

1. Ezponda T et al., Clinical Cancer Research, 2025. PMID: 40569167

2. Ganan-Gomez | et al., Nature Medicine, 2022. PMID: 35241842

3. Rodriguez-Sevilla JJ, et al., Nature Communications, 2024. PMID: 38499526
4. Takahashi et al., Cell, 2007. PMID: 18035408

5. Ditadi et al., Nature Cell Biology, 2015. PMID: 25915127

4. Plan de trabajo resumido

1. Andlisis transcripcional de célula Unica: se realizard un re-andlisis de datos de transcriptémica de célula Unica
(scRNA-seq) de células CD34+ aisladas de pacientes de SMD (n=15), del laboratorio de la Dra. Ezponda, integrados
con nuevos datos de 4 pacientes y 5 donantes sanos. Estratificando por jerarquia, se realizaran analisis de
frecuencias,nexpresion génica diferencial, enriquecimiento en procesos, y analisis de redes de regulacién génica.
2. Bulk RNA-seq: los resultados del analisis de scRNA-seq se validaran mediante bulk RNA-seq en sub-poblaciones
de HSC (LT-HSC, LMPP) aisladas de pacientes con distinta jerarquia, asi como de controles sanos (n=5-10/grupo).

3. Analisis de accesibilidad de la cromatina: Para evaluar el origen de la reprogramacion de las HSC, se realizard un
analisis de ATAC-seq a nivel de célula Unica (scATAC-seq) en muestras de 3 pacientes de cada jerarquia, y controles
sanos. Ademas, realizaremos un analisis integrado del genotipo de las células mediante GoTChA en 3 muestras de
pacientes con SMD GM para discriminar los efectos auténomos de las células mutadas y las no-mutadas.

4. Generacion de modelos de SMD-GM con iPSC: Empleando técnicas de edicidn génica mediante reparacion
dirigida por homologia con tecnologia CRISPR/Cas9, generaremos lineas de iPSC humanas portando mutaciones en
RUNX1 o STAG2, a partir de lineas sanas disponibles en el Banco Nacional de Lineas Celulares del ISCIII.

5. Caracterizacién de las HSC derivadas de dichas lineas: Las lineas mutadas y las parentales se diferenciaran a HSCs
y sus trayectorias de diferenciacidn se evaluaran en ensayosde diferenciacidon en cultivo liquido y analisis
clonogénicos. Ademas, se realizard un analisis transcriptémico de las HSC generadas, asi como un estudio de
accesibilidad de la cromatina, mediante bulk RNA-seq y bulk ATAC-seq.

6. Integracion de los datos: Los datos de transcriptdmica y accesibilidad de la cromatina obtenidos de pacientes y
lineas de iPSC se integraran para determinar los mecanismos de desregulacién hematopoyética en jerarquias GM.
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5. Plan de difusidon y de publicaciones (congresos, publicaciones)

1. Congresos nacionales e internacionales: los resultados se presentaran en los congresos de la SEHH, EHA, ASH y/o
la reunion bianual de la MDS Foundation.

2. Publicaciones cientificas: los resultados de este proyecto daran lugar a un articulo cientifico, que se publicard en
una revista con acceso abierto.

3. Accesibilidad de los datos: todos los datos de transcriptémica y gendmica generados se hardn disponibles con
acceso abierto en repositorios como el European Genome-Phenome Archive (EGA). El cédigo generado estara
disponible en Github.

4. Participacidon en seminarios cientificos: los datos se presentaran en la reunion anual del GESMD, en el ciclo de
seminarios del programa de Hematologia-Oncologia del CIMA-Universidad de Navarra y en el ciclo de Keynote
Lectures del CIMA, asi como en otras actividades divulgativas invitadas.

6. Recursos necesarios

Requiere financiacion Si O No @
Requiere datos RESMD Si O No @

Incluir un listado de variables solicitadas

Incluir una relacién de las que estan en el registro y no.

NA

Nota En caso de requerir variables no incluidas, se evaluara su inclusién o recogida paralela fuera del
registro.
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Requiere muestras de otros centros

si () No O)

Tipo de muestras

Para llevar a cabo los Objetivos 1y 3 de este proyecto, se necesitardn muestras de médula dsea, frescas o
criopreservadas, de pacientes de SMD con mutaciones en RUNX1 y/o STAG2 en clones dominantes.

Momentos de recogida (diagndstico, recaida, etc.)

Preferiblemente, a diagndstico. También seran de alto interés las muestras secuenciales de pacientes que
adquieran mutaciones en RUNX1/STAG2 durante la progresion, con o sin terapia.
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	Justificación del proyecto: Los SMD se originan por la expansión clonal de células madre hematopoyéticas (HSC) con aberraciones genéticas en la médula ósea y su consiguiente diferenciación ineficaz, que da lugar a jerarquías hematopoyéticas con sesgo mieloide. Concretamente, tanto en SMD como en AML, se han descrito dos jerarquías de diferenciación aberrante: una jerarquía “primitiva”, mantenida por HSC con capacidad de reconstitución a largo plazo (LT-HSC) y progenitores mieloides comunes (CMP), y una jerarquía “granulo-monocítica” (GM), mantenida por progenitores multipotentes con sesgo linfo-mieloide (LMPP) y progenitores GM (GMP) [1]. Dichas jerarquías se mantienen durante el tratamiento con terapias de primera línea y se exacerban durante la progresión, cuando las LT-HSC y los LMPP, respectivamente, se expanden. El estudio de los mecanismos que guían dicha expansión en los pacientes con SMD en progresión reveló que las HSC de cada jerarquía dependen de vías de señalización diferentes, y que la inhibición dirigida de los mecanismos específicos de tipo celular resulta en la eliminación de las HSC correspondientes de manera selectiva. Así, se identificó a BCL2 como diana terapéutica en los pacientes con jerarquías primitivas, que tienden a responder mejor a su inhibidor específico, venetoclax [2]. De manera interesante, en un estudio posterior se describió la conversión a jerarquías GM como mecanismo de resistencia adquirida a venetoclax [3]. Este fenómeno ocurría gracias a la expansión de clones con mutaciones en RUNX1 y STAG2, que están enriquecidos en jerarquías GM [2]. Por tanto, la identificación de dianas selectivas para la eliminación de HSC GM (LMPP), en especial de aquellas con mutaciones en RUNX1 o STAG2, es de gran interés para el desarrollo de terapias personalizadas para pacientes con jerarquías GM, o jerarquías primitivas que fracasen a terapia con venetoclax.
Algunos de los principales motivos de la limitada disponibilidad de terapias para los SMD son su elevada heterogeneidad genética y clínica, la carencia de modelos de estudio representativos, y las limitaciones asociadas al trabajo experimental con células primarias. Por tanto, para la investigación en profundidad de los mecanismos patogénicos que mantienen las jerarquías hematopoyéticas de SMD, es necesario el desarrollo de modelos representativos de la enfermedad que permitan el uso de técnicas de nueva generación para la identificación de vulnerabilidades terapéuticas en las HSC. Nuestra hipótesis es que los nuevos modelos experimentales de SMD que porten mutaciones en RUNX1 y/o STAG2, que tienen una elevada prevalencia en SMD GM, serán altamente relevantes biológicamente para dicho grupo de pacientes y permitirán la identificación de dianas terapéuticas específicas del mismo. 
	Objetivos del proyecto: Las células madre pluripotentes inducidas (iPSC) son células pluripotentes generadas a partir de la reprogramación de células somáticas [4, 5]. Las iPSC se pueden expandir y mantener de forma estable en cultivo a lo largo del tiempo, y se han establecido protocolos para diferenciarlas hacia todos los principales linajes, incluido el hematopoyético [6]. Al poder generar grandes números de HSC, estos sistemas eluden los problemas traslacionales de los modelos animales y las dificultades intrínsecas de las HSC primarias para usarse en experimentos a gran escala. Existe, por tanto, una ventana de oportunidad para la generación de líneas isogénicas de iPSC con mutaciones en RUNX1 y/o STAG2 que sirvan para la caracterización de los mecanismos moleculares que conducen a la formación de las jerarquías GM y para el descubrimiento de dianas terapéuticas.
Así, los objetivos de este proyecto son los siguientes: 
1. Esclarecer los mecanismos por los que se generan las trayectorias GM en SMD, empleando como referencia los pacientes con mutaciones en RUNX1 y/o STAG2. 
2. Generar modelos experimentales representativos de los SMD GM mediante la edición génica de líneas isogénicas de iPSC humanas para portar mutaciones en RUNX1 y/o STAG2. 
3. Identificar oportunidades de intervención terapéutica para corregir el sesgo, o erradicar, las jerarquías GM en SMD
	Población de estudio: Para llevar a cabo los Objetivos 1 y 3 de este proyecto, se necesitarán muestras de médula ósea, frescas o criopreservadas, de pacientes de SMD a diagnóstico, con mutaciones en RUNX1 y/o STAG2 en clones dominantes. También serán de alto interés las muestras secuenciales de pacientes que adquieran estas mutaciones durante la progresión, con o sin terapia. 
	N del estudio: Los cálculos de potencia estadística están limitados por la disponibilidad prevista de las muestras biológicas. Con base en la factibilidad y en estimaciones de variabilidad de experimentos previos, los tamaños de cohorte propuestos deberían proporcionar una potencia estadística adecuada para detectar tamaños de efecto biológicamente significativos: 
- Secuenciación por bulk RNA-seq de LT-HSC y LMPP (N=5-10)
- Ensayos de diferenciación de LT-HSC y de formación de colonias (N=5)
- ATAC-seq de célula única (scATAC-seq) (N=2)
- scATAC-seq con genotipado de los transcriptomas (GoTChA) (N=2)
- Ensayos de validación funcional (N=5-10)
N total aproximado = 25

	Análisis estadístico: - RNA-seq: DESeq2 con prueba de Wald, método FDR
- Ensayos de diferenciación y formación de colonias: t de Student, ANOVA
- scATAC-seq y GoTChA: Wilcoxon Rank-Sum Test para comparar entre clusters de células
- Ensayos de validación funcional: test estadístico ad hoc para cada tipo de ensayo
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	Plan de trabajo: 1. Análisis transcripcional de célula única: se realizará un re-análisis de datos de transcriptómica de célula única (scRNA-seq) de células CD34+ aisladas de pacientes de SMD (n=15), del laboratorio de la Dra. Ezponda, integrados con nuevos datos de 4 pacientes y 5 donantes sanos. Estratificando por jerarquía, se realizarán análisis de frecuencias,nexpresión génica diferencial, enriquecimiento en procesos, y análisis de redes de regulación génica.   
2. Bulk RNA-seq: los resultados del análisis de scRNA-seq se validarán mediante bulk RNA-seq en sub-poblaciones de HSC (LT-HSC, LMPP) aisladas de pacientes con distinta jerarquía, así como de controles sanos (n=5-10/grupo). 
3. Análisis de accesibilidad de la cromatina: Para evaluar el origen de la reprogramación de las HSC, se realizará un análisis de ATAC-seq a nivel de célula única (scATAC-seq) en muestras de 3 pacientes de cada jerarquía, y controles sanos. Además, realizaremos un análisis integrado del genotipo de las células mediante GoTChA en 3 muestras de pacientes con SMD GM para discriminar los efectos autónomos de las células mutadas y las no-mutadas.  
4. Generación de modelos de SMD-GM con iPSC: Empleando técnicas de edición génica mediante reparación dirigida por homología con tecnología CRISPR/Cas9, generaremos líneas de iPSC humanas portando mutaciones en RUNX1 o STAG2, a partir de líneas sanas disponibles en el Banco Nacional de Líneas Celulares del ISCIII. 
5. Caracterización de las HSC derivadas de dichas líneas: Las líneas mutadas y las parentales se diferenciarán a HSCs y sus trayectorias de diferenciación se evaluarán en ensayosde diferenciación en cultivo líquido y análisis clonogénicos. Además, se realizará un análisis transcriptómico de las HSC generadas, así como un estudio de accesibilidad de la cromatina, mediante bulk RNA-seq y bulk ATAC-seq. 
6. Integración de los datos: Los datos de transcriptómica y accesibilidad de la cromatina obtenidos de pacientes y líneas de iPSC se integrarán para determinar los mecanismos de desregulación hematopoyética en jerarquías GM. 
	Plan de difusión: 1. Congresos nacionales e internacionales: los resultados se presentarán en los congresos de la SEHH, EHA, ASH y/o la reunión bianual de la MDS Foundation. 
2. Publicaciones científicas: los resultados de este proyecto darán lugar a un artículo científico, que se publicará en una revista con acceso abierto. 
3. Accesibilidad de los datos: todos los datos de transcriptómica y genómica generados se harán disponibles con acceso abierto en repositorios como el European Genome-Phenome Archive (EGA). El código generado estará disponible en Github. 
4. Participación en seminarios científicos: los datos se presentarán en la reunión anual del GESMD, en el ciclo de seminarios del programa de Hematología-Oncología del CIMA-Universidad de Navarra y en el ciclo de Keynote Lectures del CIMA, así como en otras actividades divulgativas invitadas.  
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