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ESPECIALIDAD/ES SOLICITADAS ACORDE CON LA NATURALEZA PROYECTO DE
INVESTIGACION AL CUAL SE ADSCRIBIRIAY COLABORARIA EL CONTRATADO

Otros, especificar (TECNICO DE LABORATORIO)

Identificaciéon del perfil epigenético como predictor del potencial metastasico,
respuesta terapéutica y recidiva en el cancer de ovario y la endometriosis. IP: J.
Gilabert-Estellés. Entidad financiadora: Instituto de Salud Carlos Ill, PI17/01945.

El cancer de ovario (CO) y la endometriosis (END) son dos patologias ginecolégicas que comparten
muchos aspectos biol6gicos como capacidad de implantarse a distancia, proliferar e invadir el tejido
circundante, inflamacion, reduccion de la apoptosis y desregulacion de la angiogénesis. La transicion
epitelio-mesénquima (TEM) es un evento clave para la invasion y metastasis en cancer de ovario y se ha
indicado como un pre-requisito para el establecimiento inicial de las lesiones endometridsicas. Se ha
descrito que la desregulacion epigenética (miRNAs y metilacién del DNA) podrian mediar este proceso.
Nuestro objetivo es desarrollar modelos bioestadisticos que permitan predecir la respuesta al tratamiento y
el riesgo de recidiva que mejoren la especificidad de las técnicas actuales (marcadores tumorales, técnicas
de imagen). Estos modelos se desarrollaran a partir de una cohorte retrospectiva de cancer de ovario (CO)
estadios lllc (n=60) y endometriosis (END) en estadios IlI-IV (n=80), en las que se mediaran marcadores
tisulares y plasmaticos relacionados con la TEM a To (pre-cirugia). Los marcadores seleccionados se
validaran en una cohorte prospectiva de pacientes con cancer de ovario estadios llic (n=60) y
endometriosis en estadios IlI-1V (n=60), incluyendo muestras a To (precirugia) (plasma vy tejido) y a T+
(plasma post-cirugia) y T2 (plasma post-tratamiento). Adicionalmente, se desarrollardn modelos
terapéuticos in vitro a través de la modulacion del estado de metilacion de los genes de interés
(determinados a partir de la cohorte retrospectiva) mediante la técnica dCas9.

Arythmies dépendantes du calcium intracellulaire: mécanismes de la tachycardie
ventriculaire catécholaminergique (ANR-13-BSV1-0023-03). IP global: Ana M?
Gomez. IP local. E. Zorio. Entidad financiadora: Agénce Nationale de la Reserche.
La taquicardia ventricular catecolaminérgica polimérfica (TVCP) es una una cardiopatia potencialmente
letal muy infrecuente muy frecuentemente debida a mutaciones en el gen RyR2, responsable en gran
medida del metabolismo del calcio intracelular. La colaboracion en este proyecto con el grupo de Ana M?
Gomez nos ha permitido obtener cultivos de cardiomiocitos derivados de células iPS de varios miembros
(afectados y no afectados) de una familia amplia de nuestra serie con mutacion RyR2 R420Q y bien
caracterizada fenotipicamente por nuestro grupo (Domingo et al, Rev Esp Cardiol 2015;68(5):398-407).
Ademas de la caracterizacion basal de los cultivos a nivel de electrofisiologia celular nos proponemos
realizar estudios similares tras haber modificado exégenamente el perfil de metilacién del gen RyR2. En
caso de observar diferencias en el comportamiento proarritmico de los cultivos se demostraria por primera
vez la modulacién epigenética en las enfermedades genéticas del corazdn. Este hito permitiria explicar
algunos interrogantes acerca de la penetrancia incompleta y la expresividad variable en este contexto y
disefnar nuevas aproximaciones terapéuticas basadas en la modulacion dirigida de la metilacién de los
genes diana.
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PROGRAMA FORMATIVO A REALIZAR POR EL CONTRATADO

Describir el proyecto de investigacion, haciendo especial énfasis en los aspectos
formativos y las tareas a realizar por el contratado FP-I|

La tematica y la tecnologia para trabajar en los dos proyectos expuestos (PI117 y ANR) en curso es comun,
lo cual reportara importantes ventajas al técnico que se podra beneficiar de participar en publicaciones en
una y otra via de investigacion. Tareas concretas:

1.- Actualizaciéon de bases de datos. La base de datos del proyecto PI17 necesita ser alimentada con los
resultados que se va obteniendo con datos epidemiolégicos, analiticos y ginecolégicos de interés en
pacientes con END, pacientes con CO y controles. Estas bases de datos seran imprescindibles para el
posterior analisis dentro del modelo bioestadistico a construir para predecir el riesgo de recidiva.

2.- Procesado de las muestras de tejido (END, CO): limpieza, extraccion de RNA, DNA y proteina,
almacenamiento hasta su estudio en nirégeno liquido, parte del tejido se fijara en formol y se embebera en
parafina.

3.-Procesado de las muestras de plasma: se centrifugara la sangre para obtener el plasma que sera
alicuotado y congelado a -80°C.

4.-Control de calidad. Se monitorizara la homogeneidad de las extracciones de plasma (afiadiendo spike-
in-cell-miR-39-3p al principio de la extraccion y se medira con RT-PCR en todas las muestras). Asimismo,
se cuantificara la pureza e integridad del RNA (mediante NanoDrop ND-1000 y RNA integrity number,
respectivamente).

2.- Identificacion de los perfiles de expresion de miRNAs caracteristicos de determinados tejidos
como en endometriomas ovadricos y cancer de ovario. Para ello se realizaran arrays de expresion de
miRNAs empleando la Plataforma de Arrays del 1IS La Fe (NEBNext Small, lllumina). Se seleccionaran
miRNAs con expresion significativamente diferente entre los grupos a estudio y con potenciales dianas en
las rutas de interés (identificadas con distintas bases de datos reconocidas a tal efecto). Estos miRNAs
seran validados mediante qRT-PCR en un numero mayor de muestras.

3.- Cuantificacion de las moléculas seleccionadas como potenciales biomarcadores plasmaticos:
niveles plasmaticos de los miRNAs distintamente expresados en tejido, de citocinas plasmaticas de
la TEM y concentracion de DNA libre plasmatico. La cuantificacion de proteinas plasmaticas y tisulares
se llevara a cabo con técnicas de ELISA.

4 .-Estudio de metilacion del promotor de los miRNAs diferentemente expresados en tejidos en la
Plataforma de Epigendmica del 1IS La Fe en DNA de tejido de END y CO con conversion con sulfito,
amplificacion y pirosecuenciacion.

5.-Modulacién del estado de metilacion de promotor de los miRNAs de interés en lineas celulares
comerciales y cultivos primarios de endometriomas con la técnica CRISPR/Cas9. De igual manera, en el
proyecto ANR se modulara exégenamente el nivel de metilacion del promotor del gen RyR2 en cultivos ya
disponibles de caridomiocitos derivados de iPs de dos sujetos afectos y dos familiares sanos de la familia
con TVCP por la mutacion RyR2 R420Q.

6.- En el PI17 el estudio del efecto de la modulacién de la metilacion se analizara observando la
viabilidad (con el test azul tripan), la proliferacién celular (con la técnica de incorporacién BrdU) y la
respuesta al tratamiento quimioterapico (CO) u hormonal (END) en los cultivos primarios y lineas celulares.
Por otra parte, en el proyecto ANR se analizara el efecto de la metilacién sobre el potencial proarritmico
mediante el estudio de las corrientes de calcio, la facilidad para la generacion de postdespolarizaciones
tardias, actividad desencadenada, sparks y waves de calcio en situacién basal y con cafeina.

Aunque no sera una tarea directa del contratado, la generacion de un modelo bioinformatico que permita
predecir el riesgo de recidiva en END y CO se habra nutrido de su trabajo como técnico por haber
participado en los puntos anteriores.
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