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Antecedentes

Enla aCtua“d?d eX'S_te_r_] distintas tecnicas para Técnicas para evaluar la radiosensibibilidad y radiosusceptibilidad
evaluar la radiosensibilidad y la

cromosomico, del ADN y gendmico
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OPEN B ACCESS Freey svadabie oiine PLOS weoicwe Los analisis transcriptomicos han permitido desarrollar firmas genéticas capaces
Gene Expression Signatures That Predict de clasificar con alta precision muestras de sangre periférica humana irradiada ex
Radiation Exposure in Mice and Humans vivo procedente de individuos no expuestos, dentro del rango de los 0,5-10 Gy (altas

Holly K. D 2, Garrett G. *, Nelson J. Chao®, Sarah dows®, Dawn ®, firey 5. Ginsburg', dosis)
Joseph R. Nevins'?, John P, Chute'*"

April 2007 | Volume 4 | Issue 4 | e106

'RESEARCH  OpenAccess
®

Longitudinal multi-omic changes . S c s .

in the transcriptome and proteome Otros estudios transcriptomicos se han centrado en la reconstruccion de dosis a

of peripheral blood cells after a 4 Gy total body partir de muestras de sangre de las que se desconoce con exactitud la dosis recibida,

radiation dose to Rhesus macaques . Zhg . . Y pa-

s o St oo Sy ot e e encontrando firmas genéticas capaces de predecir dosis de radiacion especificas
en el rango de 0,5-4,5 Gy (39) o de 2-8 Gy (dosis altas)

Ghandhi et al. BMC Genomics (2023) 24:139
https://doi.org/10.1186/512864-023-09230-7

Los perfiles de expresion génica podrian ser iutilizados como biodosimetros de la exposicion a la radiacién ionizante
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/~ OBJETIVO N\

Desarrollar proyecto exploratorio enfocado a la identificacion de genes implicados en
radiosensibilidad individual a partir de un analisis in vitro que estudie de manera global
los cambios en la expresion génica a nivel del transcriptoma y del proteoma, asi

como las alteraciones en los patrones de metilacion del ADN (epigenoma) en una

K linea celular de origen linfoide expuesta a bajas dosis de radiaciénionizante. /
GENOMA | TRANSCRIPTOMA PROTEOMA
EPIGENOMA
Transcripcion Traduccion
, a . . '
ol m,‘w&,«. 29 WNT o
“cell-based™ analyses Elementos reguladores

»

J

)
A GENOMICA X EPIGENOMICA TRANSCRIPTOMICA PROTEOMICA
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Determinacion de los perfiles de expresion transcripcional mediante micromatrices de cDNAs (Agilent SurePrint G3 Gene Expression Microarrays (v3))

Sample A Sample B
l mRNA purification l

Cell culture Irradiation RNA isolation Microarray mRNA mRNA
Pan-T cells l Reverse transcription l
derived from v - I i
peripheral blood ozl 7 e _ . cDNA cDNA
of healthy donors ChRgited I \ Agilent SurePrint G3 Labeling
Gene Expression (v3) (e.g., Cy5/Cy3)
@ ase. DNA ‘ DNA
phase ‘ CUNA CUNA
0.1 Gy 2hpIR Interphase ¥
24h pIR Organic
phase i Hybridization
X-ray

- ' 2hpIR '
y 24h pIR RNA - 26.083 genes codificantes

30.606 transcritos de ARN
no codificante largo.

- Enuna primera fase determinamos los perfiles de expresion transcripcional en células Pan T Log2FC: indica la magnitud l
expuestas a dosis de 0,1y 1 Gy de rayos X, utilizando una micromatriz de ADNc y dlfécclon en la Sl ha
- EIARN de las muestras problema se convierten en ADNc y se marcan con fluorocromos cambiado la expresion de 4 Cy5/Cy3 ratio

un gen (o proteina) entre

- EIADNc marcado se deposita sobre la micromatriz y se incuba. Cada ADNc marcado buscara su i) g
dos condiciones distintas

secuencia complementaria en la micromatriz y se unira ella

- Laintensidad fluorescente en cada punto de la micromatriz indicara la cantidad de ARN que se
expresa para ese gen en la muestra original

- Laratio Cy5/Cy3 mide la expresion génica diferencial entre dos muestras de forma comparativa
y ésta se transforma a valores logaritmicos
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A Heatmap B Diagrama de Venn
Dose (Gy) 1 0.1 1 0.1
e R 24 = : 2 Genes expresados diferencialmente
1Gy 2h 0.1Gy24h en respuesta a bajas dosis de RI

(153) (155)

™\
Genes con expresion diferencial en todas
las condiciones de irradiacién

202468
Voo

Figura 4. Representacion grdfica de los genes diferencialmente expresados con la radiacion mediante (A) un Heatmap (B) un diagrama de Venn.

- En esta diapositiva se muestra una representacion grafica de los genes diferencialmente expresados con la radiaciéon mediante un

mapa de calor (izquierda) y un diagrama de Venn (derecha).
- Eneste andlisis se identificaron 72 genes diferencialmente expresados exclusivos de bajas dosis y otros 25 comunes a todas a todas

las condiciones de irradiacion.
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CONCLUSION La existencia de
diferencias en los perfiles de expresion
transcripcional a bajas y altas dosis para
los genes de respuesta al dano permite
considerarlos como potenciales
biomarcadores de radiosensibilidad

- En estaimagen se muestra un listado de genes diferencialmente expresados en todas las condiciones de irradiacion validados por RT-Qpcr.

Analisis del transcriptoma

0'; ,("Y O}L?Iy ;‘G'y‘ Mean logFC Type of gene
1 BBC3 3,67 3,04 5,02 5,03 4,19 Protein coding | —
2 GADD4SA 2,52 1,88 3,33 3,68 2,85 Protein coding | +——
3 ATF3 1,89 1,21 4,56 3,05 2,68 Protein coding
4 PHLDA3 2,17 2,16 2,46 3,69 2,62 Protein coding
3 FDXR [ 14 223 | 256 3,65 2,60 Protein coding
6 VWCE 1,02 1,54 1,78 6,03 2,59 Protein coding l‘;t(:!;:;:r;l,:‘l ’GOO
7 TNFRSF108B 2,16 2,13 2,44 3,50 2,56 Protein coding - p53 =
g mom2 | 211 176 | 260 3.4 248 Protein coding | —
4 TNFSF4 1,74 1,75 1,97 4,07 2,38 Protein coding
10 |Inc-MYC-2=PVT1 1,97 2,01 2,19 2,75 2,23 Non-<oding
11 TNFRSF10D 1,36 1,35 1,62 3,68 2,00 Protein coding
12 DRAM1 1,91 1,08 2,20 2,77 1,99 Protein coding
13 TPS3INP1 1,81 1,19 2,12 2,79 1,98 Protein coding
14 AEN 1,91 1,32 2,32 2,35 1,98 Protein coding Cy toplasm
15 PMAIP1 129 100 | 290 1,99 1,80  Proteincoding | g / &
16 PLK3 1,36 11 2,08 1,94 1,62 Protein coding
17 MGAT3 1,23 1,29 1,25 2,50 1,57 Protein coding \__ p53
18 C1206fS 1,51 1,02 1,69 2,05 1,57 Protein coding
19 XPC 1,28 1,16 1,52 2,18 1,54 Protein coding

Tabla 8. Listado de genes drferenc:almenre expresados con todas las cond/c:ones de irradiacién.

n los 19 genes vailic

ysf

i6n, asf como la media

- En muchos casos existen genes con diferencias de expresion significativas entre bajas y altas dosis de irradiacion (recuadros en rojo).
- Algunos de ellos tienen un papel relevante en la respuesta al dafo en el ADN inducido por la Rl (marcados con flechas), como MDM2 GADD45A, BBC3 (PUMA) o

PMAIP1 (NOXA).

DNA damage response

DNA
Damage
pS3
MDM2
p53 \
Nucleus
MDM2

] Cell cycle arrest
(- \I)I)Ji senescence

PL MA
M)\ A
B i Apoptosis

- CONCLUSION La existencia de diferencias en los perfiles de expresion transcripcional a bajas y altas dosis para los genes de respuesta al dafio permite considerarlos
como potenciales biomarcadores de radiosensibilidad.
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Identificacion y cuantificacion de proteinas el acoplamiento de la Cromatografia Liquida (LC) con la Espectrometria de Masas (MS) utilizando el sistema
nanoLC-(Orbitrap)MS/MS

sl
Digestion Cron?atc.)graﬁa Espect(:ce)metrla L Analisis
enzimatica (L'qu"L’g) Masas bioinformatico
nano et

~ (Orbitrap MS/MS)

Los péptidos eluidos se convierten en iones
en fase gaseosa( ionizacion por Electrospray)

Los espectros generados se comparan con
bases de datos de secuencias proteicas para

. . N identificar la proteina original
El espectréometro realiza un escaneo inicial para

medir la masa exacta de los péptidos (MS).
Luego, selecciona los péptidos, los fragmenta
(MS/MS) y registra los espectros de
fragmentacion

Luegose separan en una columna capilar,
usando caudales de nanolitros por
minuto, maximizando la sensibilidad y
permitiendo detectar proteinas de baja
abundancia

En una segunda etapa procedimos al analisis protedmico utilizando un protocolo experimental basado en el acoplamiento de la cromatografia
liquida y la espectroscopia de masas, y cuyo flujo de trabajo se muestra en esta diapositiva.
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situacion control (log2FC>0<1.5)

0,1 Gy 24h 1 Gy 2h
(79) (58)
0,1 Gy 2h
- 5
654 proteinas identificadas @ a 15
10

s A
21

282 proteinas diferencialmente expresadas respecto de la

1 Gy 24h
(100)

45 proteinas expresadas en bajas dosis
a5 11 proteinas en todas las condiciones
de irradiacion

- Dicho analisis identificé 654 proteinas, de las que 282 estaban diferencialmente expresadas, utilizando como criterio de filtro un log2FC >0<1,5.
- De estas ultimas, 45 se expresaban exclusivamente en condiciones de bajas dosis, mientras que 11 aparecian en todas las condiciones de irradiacién.
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Analisis del proteoma

En esta diapositiva se muestra un listado de proteinas diferencialmente expresadas con la irradiacion y donde observamos en la mitad de los casos

perfiles de expresion inversos entre bajas y altas dosis de irradiacion.

P06899 -2,4278 -1,899 -1,689 -3,458
P02795 1,553 -1,839 1,39 -1,962
P16402 -1,837 -1,353 -2,091 -3,813
F5GXEO 2,595 3,845 -2,468 -2,21
AOA2R8Y4D6 -1,91 -2,16 1,303 1,912
P52209 -3,843 -1,642 1,411 4,663
AOAOCADGS1 -1,813 1,925 2,886 2,762
Q15029 1,568 1,863 1,696 1,778
K7ERQ7 -1,353 -1,789 2,602 2,544
C9JDH9 | -1,243 -3,000 6,161 2,322
VIGYZ6 -1,483 2,549 -2,295 -1,505

Histone H2B type 1-J

Metallothionein-2 OS=Homo sapiens

Histone H1.3

Cation-dependent mannose-6-phosphate receptor (Fragment)
Casein kinase Il subunit alpha (Fragment)
6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase 48 kDa subunit
116 kDa U5 small nuclear ribonucleoprotein component
Kinetochore protein Spc24 (Fragment)
Serine/threonine-protein kinase 25 (Fragment)
Glutamyl-prolyl-tRNA synthetase 1 (Fragment)

Tabla 5 Lisfado de proteinas diferencialmente expresadas con la iradiacién. Se detalla para cada proteina la media del logaritmo del Fold Change.

CONCLUSION: La existencia de perfiles inversos de expresion proteina entre bajas y altas dosis hace del analisis del proteoma
una fuente adicional de potenciales biomarcadores de radiosensibilidad
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Biological process

response to cocaine

mRNA splicing. via spliceosome

cellular response to drug
pentose-phosphate shunt, oxidative branch
pentose-phosphate shunt

pentose biosynthetic process
oxidation-reduction process

D-gluconate catabolic process

protein targeting to lysosome

regulation of transcription, DNA-templated
nuclkeosome positioning

negative regulation of transcription by RNA polymerase Il
negative regulation of DNA recombination
negative regulation of chromatin silencing
histone H3-K4 trimethylation

histone H3-K27 trimethylation
chromosome condensation

response to metal ion

negative regulation of growth
interferon-gamma-mediated signaling pathway
detoxification of copperion

Cromatina

Nucleosoma

[ Modificaciones post-traduccionales de histonas ]

cellular zinc ion homeostasis Proteinas implicadas en procesos ® 3
i u‘:r"::;;’::"t';’x:r:::r; asociados con la remodelacién de RETT L Lo
3 la cromatina phite

cellular response to erythropoietin
cellular response to drug

cellular response to copper ion
cellular response to cadmium ion
cellular copper ion homeostasis
protein ubiquitination

nucleosome assembly

innate Immune response in mucosa

defense response to Gram-positive bacterium

defense response to Gram-negative bacterium

wumoral immune respons e mediated by antimicrobial peptide
antibacterial humoral response

0 1 2

Procesos biolégicos en los que participan las 11 proteinas
diferencialmente expresadas en todas las dosis de Rl

- Elandlisis de los procesos bioldgicos en los que participan las 11 proteinas diferencialmente expresadas en todas las condiciones de irradiacidn mostrd un
enriquecimiento en proteinas implicadas en procesos relacionados con la remodelacion de la cromatina y con la modificacion de las histonas.

- En la parte de la derecha se muestra la estructura del nucleosoma (el primer nivel de organizacion del ADN) y el impacto de las modificaciones de las histonas en
la condensacion de la cromatina.
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La remodelacién de la cromatina es el
proceso epigenético mediante el cual la célula
modifica la estructura del ADN empaquetado
mediante modificaciones postraduccionales
de las histonas

CONCLUSION: En los analisis

protedmicos encaminados a buscar (o ahratiaciie de I I hatrs 3 leka 27

biomarcadores de radiosensibilidad (Hskz‘lm-:) es una“nmrca epigenética que

- 0 72 npdmo xpres ‘Onlo. con

se debe prestar especial atencion a Shesis it e reparacién de (os "o';",','

aquellas proteinas implicadas en la inducidos por la radiacion

remodelacion de la cromatina y en

la modificacion de las histonas

Global ONAdamago

Q¥
¢ ot e e 50 0, =B e

en el ADN, las células descondensarn la cromatina :

para permitir ol acceso de las proteinas de y

reparacion.. Una vez completada la reparacion, se ' Nucleocome &)
produce el reensamblaje de nucleosomas reassembly

Chromatin accessibility
to facilitate revair
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Analisis del epigenoma

Metilacion Global Hidroximetilacion Global
PAN T OH 0,1 Gy 0,647945398 0,017568651
PAN T OH 0,1 Gy 0,580324997 0,026080171
PAN T OH 1Gy 0,85368573 0,021060557
CONCLUSION:
PAN T 2H 0 Gy 0,661260485 0,015058844 Los cambios epigenéticos debidos a
PAN T 2H 0,1 Gy 0,619509477 0,019969336 A T oo i
PAN T 2H 1Gy 0712054549 0018114261 relevancia en respuesta a dosis iguales
- - o inferiores a 1Gy
PAN T 24H 0 Gy 0,637385485 0,077258416
PAN T 24H 0,1 Gy 0,664798548 0,044412677
PAN T 24H 1Gy 0,45454391 0,029135589

Tabla 1. Niveles globales de mefilacién e hidroximetilacién en células linfoides sometidas a dosis de radiacién X de 0,1Gy 1Gy alas 0h, 2hy 24 h
de finalizados los fratamienfos obtenidos en el andlisis colorimétrico

- Finalmente, llevamos a cabo un analisis epigendmico midiendo los niveles de metilacién e hidroximetilacién global del ADN mediante un analisis colorimétrico.
- Enlafigura de la izquierda se muestra un esquema ilustrativo del papel de la metilacion del ADN a nivel de las citosinas y su impacto en el control de la expresion génica.
- En esta tabla se muestran los niveles globales NO observandose diferencias significativas entre las distintas condiciones experimentales.
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Types of Epigenetic Changes La importancia de los ARN no codificantes en la respuesta a la

A. Sponging-based interactions ..
radiacion ionizante

Inhibition of the translation

Cell cycle arrest
rM target mRNA (.
i ; e
H o miR-24 /'
I ® — niriss 2;513 }— miR-182 mIR 221\

DNA Methylation

Histone modification

modfication and histone modfication. Epigensties-associated enzymes are aiso under the confrol o

Non-coding RNA/ silencing by \/ (mlR)ZZ T wam
NO inhiditing of the transiation @
target MRNA Ser!sors gj }j } \ / \{ /j (mlR 197\ nun_-zﬂ?»
jJ\/l W i)osr?plelpo DN‘A j . F8 ] /\\/\ 4-‘:?;—:{" / 54
InCRNA . 3?: 3 2
| __=« Nuestros resultados del epigenoma abren nuevas perspectivas en el .
7 analisis epigendmico de las células linfoides encaminadas a la
DNA h{/ﬁ:»nesn;atig: ,0\/3\/1/\/ DNMTs, " , . . P .
BalA modhoaten busqueda de nuevos biomarcadores epigenéticos analizando genes
miRNAS que dirigen la trasncripcion de ARNs no codificantes (microRNAs y e
Histone methylation A: M.e 8?u P:' HDAC InCRNAS). l l
Histone acetylation ))\) )\) )\)) KDM5B ij1 W i
Schematic fustation of 2 mANA-epgenetic faechack oop. mANAS are eguiated by epigenetic s "“‘ /_g— @ b «\o

Interacciones IncRNA-miRNA-mRNA en la respuesta inducida por IR y su asociacion con p53
- Sin embargo, la metilacién del ADN y las modificaciones de histonas NO son los unicos cambios epigenéticos que modulan la expresion génica.
Existe un tercer tipo en el que estan implicados los ARN no codificantes, aquellos que NO dirigen la sintesis de proteinas.

- Enla parte izquierda se ilustra el papel de los ARNc en el control de la expresion génica, silenciando genes en el caso de los miRNAs y en la
regulacién de éstos por parte de los INcCRNAs.

- Ademas, los ARNnNc juegan un papel esencial en la respuesta a la radiacién ionizante.
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En este contexto, se enmarcan dos proyectos colaborativos en los que esta participando nuestro grupo.

ocupacional

CS

Participantes:

Identificacion de biomarcadores de sensibilidad a bajas dosis de radiacion ionizante
mediante microRNAs-BIORAMI.

Q ®

U (2022-2025)

de Salud
Carlos|ll

IP Dr Pablo Fernandez Navarro (CNE)

E INNOVACION

Identificacion de biomarcadores genéticos cuya expresion se ve afectada por la exposicion

a la radiacion de cardiologos intervencionistas utilizando un anadlisis

transcriptémico de genes codificantes y no codificantes-CARDIORAD

"EUES': SEQURIDAD NUCLEAR (2026-2028) IP Dr Javier Santos Herndandez (CBM-UAM)
1 )

i EXCELENCIA P HU Fundacioén Jiménez Diaz
u Ul\i \le g &E)M 9 ScHoR t%‘ m ‘ ’ HU Rey Juan Carlos

HU Infanta Elena
H General de Villalba

de Madrid

quironsalud
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Short—-term exposure in male Long-term exposure in male

D2_vs_DO D3 vs DO D2_vs_DO D2 vs DO

D1_vs_DO 0 D4_vs_DO

* 58 miRNAs diferencialmente expresados
identificados.

* Se observaron patrones dependientes de
dosis, sexo y tiempo de exposicion.

* Se seleccionaron 8 candidatos prioritarios

Short-term exposure in female para validacién Long-term exposure in female

D2_vs_DO D2_vs_DO

D3_vs_DO D3_vs_DO

D1_vs_DO 0 0 D4_vs_DO D1_vs_DO 0 D4_vs_DO

- Partimos de células T obtenidas de donantes sanos de ambos sexos, irradiadas a distintas dosis y analizadas a distintos tiempos post-tratamiento.

- EI' ARN de estas muestras es sometido a un analisis transcriptomico basado en la secuenciacion del RNA de alto rendimiento (RNA-seq).

- Los miRNA diferencialmente expresados seran validados en una cohorte de cardiologos intervencionistas estratificados por sexo, edad e historial dosimétrico.
- En esta diapositiva se muestran los resultados de la fase experimental.
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OBIJETIVO CARDIORAD
Demostrar la aplicabilidad de los biomarcadores genéticos de radiosensibilidad, investigando la exposiciéon ocupacional a la radiacion de
cardiologos intervencionistas mediante un analisis transcriptémico integrado de genes codificantes y no codificantes

PT1: Establecimiento de la PT2: Analisis transcriptémicos que integran expresion de PT3: Biomarcadores de exposicién a la RO en

poblacion de estudio genes codificantes y genes no codificantes. cardiélogos intervencionistas
S 9800000 BB B2 BB N
TTITeeeT  TTTTI :
e000000e F‘Fooooo'! mRNA '
Pt dHT VAVAVARRRF

Cardidlogos Trabajadores w X
intervencionistas sanitarios
N=25 no expuestos IncRNA T
N=25 — ' Modelos de regresion lineal:
f S\S\gL Relacién expresién génica-dosis
G o —
" ra mMiIRNA ° oo
Muestras ._—/'\_— ' competion b . competton
' de sangre l . a o N )
v v Secuenciacién de ARN  C! rcRNA ——J\_ —— =
de alto rendimiento ° IncRNA ¥ um RNA
~S
WA AL S 3 ® Redes reguladoras de ARN competidores
i A w endogenos (ceRNAs):
Extraccion de ARN ‘ e Ejes circRNA/IncRNA-miRNA-mRNA

La dosimetria personal y la biomonitorizacion como estrategia conjunta en la evaluacion de los efectos de la radiacion ocupacional en la cardiologia intervencionista

- El proyecto CARDIORAD pretende demostrar la aplicabilidad de los biomarcadores genéticos de radiosensibilidad, investigando la exposicion ocupacional a la
radiacion de cardidlogos intervencionistas mediante un analisis transcriptomico integrado de genes codificantes y no codificantes.
- Se ha organizado en tres paquetes de trabajo.
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Muchas gracias por su atencion



