Formulario de Solicitud de Nuevos Proyectos

Fecha de solicitud: 07/02/26

1. Titulo del proyecto

Sindromes mielodispladsicos con delecién 7q: incidencia y valor prondstico de las deleciones del gen EZH2
y de las mutaciones genéticas.

2. Investigador principal
Nombre Ivan Martin Castillo

Centro y direccion del Investigador principal

Servicio de Hematologia.

Hospital Clinico Universitario de Valencia.
Instituto de Investigacidn sanitaria INCLIVA
Avd. Blasco Ibafiez, 17

Teléfono Email imartin@incliva.es

3. Memoria Cientifica

Justificacion del Proyecto

El presente estudio pretende analizar la influencia de las mutaciones genéticas en el prondstico del subgrupo
especifico de pacientes con SMD y del(7q) pero también, y mas novedoso, el valor prondstico de las pequerias
alteraciones cromosdmicas que no son observables por cariotipo. En los SMD, la del(7q) se considera una alteracion
de prondstico intermedio para el calculo del indice prondstico internacional revisado (IPPS-R) y molecular (IPSS-M).
El IPSS-M identifica 5 grupos prondsticos citogenéticos (muy pobre, pobre, intermedio, alto y muy alto), aunque en
la practica habitual se diferencia 2 grupos prondsticos a la hora de la decisién terapéutica: pacientes de menor
riesgo (riesgo muy bajo, bajo e intermedio del IPSS-M), donde el objetivo principal es la mejoria en la calidad de
vida, y pacientes de mayor riesgo (riesgo alto y muy alto del IPSS-M), donde el objetivo es la mejoria en la
supervivencia. La hipétesis principal de este proyecto plantea que un porcentaje por determinar de pacientes con
del(7q) tendria delecionado también el gen EZH2 (7936) comportandose de manera mds cercana a SMD con IPSS-M
de alto riesgo, presentando una menor supervivencia y una mayor probabilidad de evolucién a LMA. Identificar la
delecién de EZH2 en el momento del diagndstico, permitiria clasificar mejor el riesgo de estos pacientes en
beneficio de una mejor estrategia terapéutica. Complementariamente, el estudio de otros genes afectados por la
del(7q) permitiria identificar alteraciones que también intervienen en la hematopoyesis y que se desconoce su
posible influencia en la caracteristicas clinico-bioldgicas de la enfermedad. Ademas, al tratarse de un estudio en
parte retrospectivo, se analizaria el perfil molecular de los pacientes con del(7q) que recibieron tratamiento con
azacitidina y si la respuesta se relaciona con la delecion de EZH2 o con su estado mutacional. Ademas, dado que la
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Objetivos del proyecto

Objetivo principal: “Evaluar en pacientes con SMD del(7q) la incidencia y valor prondstico de las mutaciones y
delecién cromosdmica del gen EZH2, asi como de otras alteraciones genéticas”. Este objetivo se alcanzard mediante
3 objetivos concretos en etapas sucesivas:

- Objetivo 1: Estudiar mediante multiplex ligation probe amplification (MLPA) en una serie de pacientes de SMD con
del(7q) la incidencia, valor prondstico e impacto terapéutico de las deleciones cromosdmicas en el gen EZH2, asi
como en otras regiones de interés.

- Objetivo 2: Estudiar mediante NGS en una serie de pacientes de SMD con del(7q) la incidencia, valor prondstico e
impacto terapéutico de las mutaciones genéticas.

- Objetivo 3: Analizar los niveles de expresion de los genes EZH2 y ASXL1 en los pacientes de la serie para
determinar codmo les afectan sus alteraciones y, en consecuencia, como influyen en el pronéstico.

Poblacion de estudio y criterios de inclusidon/exclusion

Se realizara un estudio de caracter retrospectivo que incluya una cohorte de pacientes con SMD y del(7q).

El criterio limitante para la inclusidn en el estudio sera la disponibilidad de DNA y RNA obtenidos a partir de células
de médula dsea extraidas mediante puncion esternal o en cresta iliaca posterosuperior. Todas las muestras
dispondran de una exhaustiva caracterizacion clinica y bioldgica, incluyendo citomorfologia, inmunofenotipo,
citogenética convencional y FISH. La informacidn clinica al momento del diagndstico de cada paciente debe estar
incluida en el registro espafiol de sindromes mielodisplasicos (RESMD). La recepcidn, preparacion y almacenamiento
de las muestras sera realizado por el Biobanco del INCLIVA (Instituto de Investigacion del Hospital Clinico de
Valencia) y cumplirdn los requisitos de la legislacidon vigente (Ley 14/2007, de 3 de julio de Investigacién Biomédica).
Todas las muestras contaran con el correspondiente consentimiento informado del paciente para el
almacenamiento del material excedente del diagndstico en Biobanco. El estudio cuenta con la aprobacion del
Comité Etico de Investigacién con medicamentos (CEIm) del HCUV (Cédigo autorizacién: 2022/228) en concordancia

Plan estadistico completo

N necesaria para el estudio y justificacion

Se realizara un estudio de caracter retrospectivo que incluya una cohorte de aproximadamente 90 pacientes con
SMD y del(7q). Los pacientes integrantes del estudio corresponderan a los casos SMD del(7q) diagnosticados en el
Hospital Clinico Universitario de Valencia (HCUV) y los casos del mismo perfil provenientes de otros centros
pertenecientes al GESMD con voluntad de participar. En base al numero de pacientes incluidos en el RESMD se han
encontrado 140 casos de SMD del(7q). Se estima que con una N=90 casos, los analisis descriptivos, comparativos y
de supervivencia presentaradn una robustez adecuada para alcanzar conclusiones sélidas de las distintas variables
que se van a analizar.
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Anilisis estadisticos previstos

El analisis estadistico de los resultados obtenidos se realizara utilizando el programa SPSS versién 23.0 (IBM):

1.- Analisis descriptivo. Las variables referidas a la descripcidn de las muestras se analizaran mediante frecuencias
absolutas y relativas, media y desviacion tipica, mediana e intervalo.

2.- Analisis comparativo. Para las variables ordinales se aplicara la prueba no paramétrica de Mann-Whitney. El
analisis inferencial de las variables cuantitativas continuas se hard mediante pruebas paramétricas (ANOVA). El
analisis de las variables cualitativas se realizara mediante pruebas basadas en la ley de chi cuadrado.

3.- Andlisis de factores prondsticos del resultado de la respuesta al tratamiento (variable dicotomica). El analisis
univariante se hard mediante pruebas paramétricas (t de Student, ANOVA), no paramétricas (U de Mann-Whitney)
y chi cuadrado segun se precise. El andlisis multivariante se realizara mediante la prueba no paramétrica de
regresion lineal maltiple de Cox.

4.- Analisis de supervivencia, duracion de la remision, riesgo de progresion a LMA y supervivencia libre de
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Bibliografia relevante

1.- Jadersten M, Hellstrom-Lindberg E. Myelodysplastic syndromes: biology and treatment. J Intern Med. 2009;
265:307-328.

2.-Sanz G, Solé F, Vallespi T, et al. Estratificacion pronéstica de los sindromes mielodisplasicos. En: Guia espafiola
de diagndstico y tratamiento de los sindromes mielodisplasicos y la leucemia mielomonocitica crénica.
Haematologica. 2012; 97:11-14.

3.- Papaemmanuil E, Gerstung M, Malcovati L, et al. Clinical and biological implications of driver mutations in
myelodysplastic syndromes. Blood. 2013; 122:3616-3627.

4.- Bernard E, Tuechler H, Greenberg PL, et al: Molecular international prognostic scoring system for
myelodysplastic syndromes. NEJM Evid 1:2022.

5.- Gargallo P, Molero M, Bilbao C, et al. Next-Generation DNA Sequencing-Based Gene Panel for Diagnosis and
Genetic Risk Stratification in Onco-Hematology. Cancers (Basel). 2022;14(8):1986.

4. Plan de trabajo resumido

El presente proyecto esta disefiado para ejecutarse en el plazo de dos afios distribuido en funcion de las tareas a
realizar de la siguiente manera:

* 0 - 6 meses: Identificacion de pacientes y muestras. Disefio de la serie a estudio. Analisis expresién de EZH2 y
ASXL1.

* 6 - 12 meses: Estudios MLPA para identificar en los pacientes la delecidon de EZH2.
* 12 - 18 meses: Caracterizacidon NGS de la serie.

* 18 - 24 meses: Analisis estadistico y descripcidn de los resultados obtenidos. Difusién de los resultados en
congresos. Aplicaciones diagnésticas y prondsticas.
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5. Plan de difusidon y de publicaciones (congresos, publicaciones)

Este proyecto se apoya en la colaboracién de los distintos grupos que componen el GESMD y todos los datos
clinicos que son necesarios para analizar las posibles implicaciones diagndsticas y prondsticas que se deriven del
mismo se obtendran del RESMD. Las conclusiones que se obtengan seran difundidas a través de congresos
nacionales e internacionales asi como de una esperable publicacién en una revista cientifica internacional. En
cualquiera de estos trabajos de difusion sera citado el GESMD como parte indispensable en la elaboracion de este
estudio.

6. Recursos necesarios

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

Incluir un listado de variables solicitadas

Clasificacion SMD, sexo, edad, fibrosis, hemoglobina, plaquetas, leucocitos, monocitos, linfocitos, blastos médula
6sea, LDH, ferritina, sideroblastos en anillo, cariotipo, estado actual paciente, transformacién a LMA,
supervivencia, recaida, dependencia transfusional, transplante, tratamientos (lenalidomida, azacitidina, etc.),
caracterizacion NGS.

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

Todas las variables anteriores estan incluidas en el RESMD. Se pedira a los investigadores del GESMD la respuesta
de los pacientes a los tratamientos recibidos: remision completa o parcial, estabilizacion de la enfermedad, no
respuesta, etc.

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

Muestra de DNA y RNA de los pacientes incluidos en la serie.

Momentos de recogida (diagndstico, recaida, etc.)

Diagndstico.
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	Justificación del proyecto: El presente estudio pretende analizar la influencia de las mutaciones genéticas en el pronóstico del subgrupo específico de pacientes con SMD y del(7q) pero también, y más novedoso, el valor pronóstico de las pequeñas alteraciones cromosómicas que no son observables por cariotipo. En los SMD, la del(7q) se considera una alteración de pronóstico intermedio para el cálculo del índice pronóstico internacional revisado (IPPS-R) y molecular (IPSS-M). El IPSS-M identifica 5 grupos pronósticos citogenéticos (muy pobre, pobre, intermedio, alto y muy alto), aunque en la práctica habitual se diferencia 2 grupos pronósticos a la hora de la decisión terapéutica: pacientes de menor riesgo (riesgo muy bajo, bajo e intermedio del IPSS-M), donde el objetivo principal es la mejoría en la calidad de vida, y pacientes de mayor riesgo (riesgo alto y muy alto del IPSS-M), donde el objetivo es la mejoría en la supervivencia. La hipótesis principal de este proyecto plantea que un porcentaje por determinar de pacientes con del(7q) tendría delecionado también el gen EZH2 (7q36) comportándose de manera más cercana a SMD con IPSS-M de alto riesgo, presentando una menor supervivencia y una mayor probabilidad de evolución a LMA. Identificar la deleción de EZH2 en el momento del diagnóstico, permitiría clasificar mejor el riesgo de estos pacientes en beneficio de una mejor estrategia terapéutica. Complementariamente, el estudio de otros genes afectados por la del(7q) permitiría identificar alteraciones que también intervienen en la hematopoyesis y que se desconoce su posible influencia en la características clínico-biológicas de la enfermedad. Además, al tratarse de un estudio en parte retrospectivo, se analizaría el perfil molecular de los pacientes con del(7q) que recibieron tratamiento con azacitidina y si la respuesta se relaciona con la deleción de EZH2 o con su estado mutacional. Además, dado que la del(7q) puede encontrarse en otras neoplasias mieloides como los síndromes mieloproliferativos o la leucemia mielomonocítica crónica, los resultados de este proyecto serían también un buen punto de partida para analizar el valor pronóstico de esta alteración en ambas entidades. 


	Objetivos del proyecto: Objetivo principal: “Evaluar en pacientes con SMD del(7q) la incidencia y valor pronóstico de las mutaciones y deleción cromosómica del gen EZH2, así como de otras alteraciones genéticas”. Este objetivo se alcanzará mediante 3 objetivos concretos en etapas sucesivas:
- Objetivo 1: Estudiar mediante multiplex ligation probe amplification (MLPA) en una serie de pacientes de SMD con del(7q) la incidencia, valor pronóstico e impacto terapéutico de las deleciones cromosómicas en el gen EZH2, así como en otras regiones de interés.
- Objetivo 2: Estudiar mediante NGS en una serie de pacientes de SMD con del(7q) la incidencia, valor pronóstico e impacto terapéutico de las mutaciones genéticas.
- Objetivo 3: Analizar los niveles de expresión de los genes EZH2 y ASXL1 en los pacientes de la serie para determinar cómo les afectan sus alteraciones y, en consecuencia, cómo influyen en el pronóstico.


	Población de estudio: Se realizará un estudio de carácter retrospectivo que incluya una cohorte de pacientes con SMD y del(7q). 
El criterio limitante para la inclusión en el estudio será la disponibilidad de DNA y RNA obtenidos a partir de células de médula ósea extraídas mediante punción esternal o en cresta ilíaca posterosuperior. Todas las muestras dispondrán de una exhaustiva caracterización clínica y biológica, incluyendo citomorfología, inmunofenotipo, citogenética convencional y FISH. La información clínica al momento del diagnóstico de cada paciente debe estar incluida en el registro español de síndromes mielodisplásicos (RESMD). La recepción, preparación y almacenamiento de las muestras será realizado por el Biobanco del INCLIVA (Instituto de Investigación del Hospital Clínico de Valencia) y cumplirán los requisitos de la legislación vigente (Ley 14/2007, de 3 de julio de Investigación Biomédica). Todas las muestras contarán con el correspondiente consentimiento informado del paciente para el almacenamiento del material excedente del diagnóstico en Biobanco. El estudio cuenta con la aprobación del Comité Ético de Investigación con medicamentos (CEIm) del HCUV (Código autorización: 2022/228) en concordancia con las recomendaciones de la Declaración de los Derechos Humanos, la conferencia de Helsinki y las regulaciones institucionales.


	N del estudio: Se realizará un estudio de carácter retrospectivo que incluya una cohorte de aproximadamente 90 pacientes con SMD y del(7q). Los pacientes integrantes del estudio corresponderán a los casos SMD del(7q) diagnosticados en el Hospital Clínico Universitario de Valencia (HCUV) y los casos del mismo perfil provenientes de otros centros pertenecientes al GESMD con voluntad de participar. En base al número de pacientes incluidos en el RESMD se han encontrado 140 casos de SMD del(7q). Se estima que con una N=90 casos, los análisis descriptivos, comparativos y de supervivencia presentarán una robustez adecuada para alcanzar conclusiones sólidas de las distintas variables que se van a analizar.
	Análisis estadístico: El análisis estadístico de los resultados obtenidos se realizará utilizando el programa SPSS versión 23.0 (IBM): 
1.- Análisis descriptivo. Las variables referidas a la descripción de las muestras se analizarán mediante frecuencias absolutas y relativas, media y desviación típica, mediana e intervalo.
2.- Análisis comparativo. Para las variables ordinales se aplicará la prueba no paramétrica de Mann-Whitney. El análisis inferencial de las variables cuantitativas continuas se hará mediante pruebas paramétricas (ANOVA). El análisis de las variables cualitativas se realizará mediante pruebas basadas en la ley de chi cuadrado.
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4.- Análisis de supervivencia, duración de la remisión, riesgo de progresión a LMA y supervivencia libre de enfermedad. Se realizará mediante el método de Kaplan y Meier. El análisis univariante de factores pronósticos de los eventos tiempo-dependientes será realizado mediante pruebas log-rank. El análisis multivariante de factores pronósticos de los diferentes eventos tiempo-dependientes se llevará a cabo mediante el método del riesgo proporcional de Cox.
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	Plan de trabajo: El presente proyecto está diseñado para ejecutarse en el plazo de dos años distribuido en función de las tareas a realizar de la siguiente manera:

* 0 - 6 meses: Identificación de pacientes y muestras. Diseño de la serie a estudio. Análisis expresión de EZH2 y ASXL1.

* 6 - 12 meses: Estudios MLPA para identificar en los pacientes la deleción de EZH2.

* 12 - 18 meses: Caracterización NGS de la serie.

* 18 - 24 meses: Análisis estadístico y descripción de los resultados obtenidos. Difusión de los resultados en congresos. Aplicaciones diagnósticas y pronósticas.





	Plan de difusión: Este proyecto se apoya en la colaboración de los distintos grupos que componen el GESMD y todos los datos clínicos que son necesarios para analizar las posibles implicaciones diagnósticas y pronósticas que se deriven del mismo se obtendrán del RESMD. Las conclusiones que se obtengan serán difundidas a través de congresos nacionales e internacionales así como de una esperable publicación en una revista científica internacional. En cualquiera de estos trabajos de difusión será citado el GESMD como parte indispensable en la elaboración de este estudio. 
	Variables solicitadas: Clasificación SMD, sexo, edad, fibrosis, hemoglobina, plaquetas, leucocitos, monocitos, linfocitos, blastos médula ósea, LDH, ferritina, sideroblastos en anillo, cariotipo, estado actual paciente, transformación a LMA, supervivencia, recaída, dependencia transfusional, transplante, tratamientos (lenalidomida, azacitidina, etc.), caracterización NGS.
	Variable en registro: Todas las variables anteriores están incluidas en el RESMD. Se pedirá a los investigadores del GESMD la respuesta de los pacientes a los tratamientos recibidos: remisión completa o parcial, estabilización de la enfermedad, no respuesta, etc.
	Tipo de muestra: Muestra de DNA y RNA de los pacientes incluidos en la serie.
	Momento de recogida de muestras: Diagnóstico.
	Financiación: Opción3
	Muestras otros centros: Opción5
	Datos RESMD: Opción2


