


Antecedentes

En la actualidad existen distintas técnicas para 

evaluar la radiosensibilidad y la 

radiosusceptibilidad a nivel celular, 

cromosómico, del ADN y genómico



Antecedentes

Los perfiles de expresión génica  podrían ser iutilizados como biodosímetros de la exposición a la radiación ionizante





Análisis del transcriptoma

- En una primera fase determinamos los perfiles de expresión transcripcional en células Pan T 

expuestas a dosis de 0,1 y 1 Gy de rayos X, utilizando una micromatriz de ADNc

- El ARN de las muestras problema se convierten en ADNc y se marcan con fluorocromos

- El ADNc marcado se deposita sobre la micromatriz y se incuba. Cada ADNc marcado buscará su 

secuencia complementaria en la micromatriz y se unirá ella

- La intensidad fluorescente en cada punto de la micromatriz indicará la cantidad de ARN que se 

expresa para ese gen en la muestra original

- La ratio Cy5/Cy3 mide la expresión génica diferencial entre dos muestras de forma comparativa 

y ésta se transforma a valores logarítmicos



Análisis del transcriptoma

- En esta diapositiva se muestra una representación gráfica de los genes diferencialmente expresados con la radiación mediante un 

mapa de calor (izquierda) y un diagrama de Venn (derecha).

- En este análisis se identificaron 72 genes diferencialmente expresados exclusivos de bajas dosis y otros 25 comunes a todas a todas 

las condiciones de irradiación.



Análisis del transcriptoma

- En esta imagen se muestra un listado de genes diferencialmente expresados en todas las condiciones  de irradiación validados por RT-Qpcr. 

- En muchos casos existen genes con diferencias de expresión significativas entre bajas y altas dosis de irradiación (recuadros en rojo).

- Algunos de ellos tienen un papel relevante en la respuesta al daño en el ADN inducido por la RI (marcados con flechas), como MDM2 GADD45A, BBC3 (PUMA) o 

PMAIP1 (NOXA).

- CONCLUSION La existencia de diferencias en los perfiles de expresión transcripcional a bajas y altas dosis para los genes de respuesta al daño permite considerarlos 

como potenciales biomarcadores de radiosensibilidad.



Análisis del proteoma

En una segunda etapa procedimos al análisis proteómico utilizando un protocolo experimental basado en el acoplamiento de la cromatografía 

líquida y la espectroscopía de masas, y cuyo flujo de trabajo se muestra en esta diapositiva.



Análisis del proteoma

- Dicho análisis identificó 654 proteínas, de las que 282 estaban diferencialmente expresadas, utilizando como criterio de filtro un log2FC >o<1,5.

- De estas últimas, 45 se expresaban exclusivamente en condiciones de bajas dosis, mientras que 11 aparecían en todas las condiciones de irradiación.



Análisis del proteoma

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

perfiles de expresión inversos entre bajas y altas dosis de irradiación.



Análisis del proteoma

- El análisis de los procesos  biológicos en los que participan las 11 proteínas diferencialmente expresadas en todas las condiciones de irradiación  mostró un 

enriquecimiento en proteínas  implicadas en procesos relacionados con la remodelación  de la cromatina y con la modificación de las histonas.

- En la parte de la derecha se muestra la estructura del nucleosoma (el primer nivel de organización del ADN) y el impacto de las modificaciones de las histonas en 

la condensación de la cromatina.



Análisis del proteoma

CONCLUSION: En los análisis

proteómicos encaminados a buscar

biomarcadores de radiosensibilidad

se debe prestar especial atención a

aquellas proteínas implicadas en la

remodelación de la cromatina y en

la modificación de las histonas



Análisis del epigenoma

- Finalmente, llevamos a cabo un análisis epigenómico midiendo los niveles de metilación e hidroximetilación global del ADN mediante un análisis colorimétrico.

- En la figura de la izquierda se muestra un esquema ilustrativo del papel de la metilación del ADN a nivel de las citosinas y su impacto en el control de la expresión génica.

- En esta tabla se muestran los niveles  globales NO observándose diferencias significativas entre las distintas condiciones experimentales.



Nuestros resultados del epigenoma abren nuevas perspectivas en el

análisis epigenómico de las células linfoides encaminadas a la

búsqueda de nuevos biomarcadores epigenéticos analizando genes

que dirigen la trasncripción de ARNs no codificantes (microRNAs y

lncRNAs).

- Sin embargo, la metilación del ADN y las modificaciones de histonas NO son los únicos cambios epigenéticos que modulan la expresión génica. 

Existe un tercer tipo en el que están implicados los ARN no codificantes, aquellos que NO dirigen la síntesis de proteínas.

- En la parte izquierda se ilustra el papel de los ARNc en el control de la expresión génica, silenciando genes en el caso de los miRNAs y en la  

regulación de éstos por parte de los lncRNAs.

- Además, los ARNnc juegan un papel esencial en la respuesta a la radiación ionizante.



En este contexto, se enmarcan  dos proyectos colaborativos en los  que está participando nuestro grupo. 



Proyecto BIORAMI

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

- El ARN de estas muestras es sometido a un análisis transcriptómico basado en la secuenciación del RNA de alto rendimiento (RNA-seq).

- Los miRNA diferencialmente expresados serán validados en una cohorte de cardiólogos intervencionistas estratificados por sexo, edad  e historial dosimétrico.

- En esta diapositiva se muestran los resultados de la fase experimental.



Proyecto CARDIORAD

- El proyecto CARDIORAD pretende demostrar la aplicabilidad de los biomarcadores genéticos de radiosensibilidad, investigando la exposición ocupacional a la 

radiación de cardiólogos intervencionistas mediante un análisis transcriptómico integrado de genes codificantes y no codificantes.

- Se ha organizado en tres paquetes de trabajo.



Muchas gracias por su atención


