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TITULO:
Papel de ERCC6L2 en la predisposicion al Sindrome Mielodisplasico

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Maria Diez Campelo

RESUMEN (Objetivos y metodologia del proyecto) (ajustarse al espacio disponible):

Los Sindromes Mielodisplasicos (SMD) son un grupo heterogéneo de trastornos hematoldgicos
que se caracterizan por una hematopoyesis ineficaz, lo que da lugar a citopenias periféricas,
una médula 6sea normo o hipercelular con alteraciones morfoldgicas (hematopoyesis
displasica) y riesgo aumentado de desarrollar una leucemia mieloide aguda. La enfermedad
surge principalmente debido a la adquisicién de alteraciones citogenéticas y mutaciones
somaticas en las células progenitoras hematopoyéticas. Aunque el numero de alteraciones
adquiridas es amplio en su mayoria suelen ser recurrentes y presentar asociaciones clinicas
robustas que permiten certificar su patogenicidad.

Pero ademas de las alteraciones de caracter somatico, en los ultimos afios el numero de
pacientes con SMD de caracter germinal ha aumentado notablemente. Tanto es asi que la
Organizacion Mundial de la Salud incluyé en 2017 una nueva categoria: neoplasias mieloides
con predisposicion en la linea germinal. Sin embargo, este catalogo de alteraciones parece estar
incompleto debido en gran medida a la dificultad para determinar con precision la patogenicidad
real de las variantes encontradas.

En esta propuesta partimos de los resultados obtenidos a partir de la secuenciacion del exoma
completo de la serie mas larga (220) de pacientes jévenes con SMD reclutados de 31 hospitales
en Espafia, en el seno del Grupo Espanol de SMD. Nuestro equipo pretende profundizar en el
estudio de las mutaciones localizadas en genes implicados en respuesta al dafio en el ADN, la
via mas prometedora del estudio previamente mencionado. Y mas concretamente, pretendemos
analizar el papel que ERCC6L2 podria tener en la predisposicion y patogenicidad de los SMD
de caracter germinal. Los resultados obtenidos no solo contribuirian a aumentar el catalogo de
mutaciones germinales asociadas a SMD y por consiguiente a un mejor diagnéstico de los
mismos si o que establecerian las bases para el desarrollo de nuevas terapias dirigidas a este
subconjunto de enfermos lo que llevaria a una medicina mas personalizada en los SMD.
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Los sindromes mielodisplasicos (SMD) son definidos por la organizacion Mundial de la Salud (OMS)
como un cancer hematopoyético caracterizado por una medula 6sea ineficaz (manifestado como
displasias morfolégicas y citopenias periféricas) y una mayor probabilidad de evolucionar a leucemia
mieloide aguda (LMA) (1). La enfermedad surge principalmente debido a la adquisiciéon y
acumulacion de alteraciones citogenéticas y mutaciones somaticas en las células progenitoras
hematopoyéticas. Alrededor del 90% de los pacientes presentan al menos una alteracién de caracter
somatico al momento del diagndstico (2).

Durante los ultimos 10 afios, el desarrollo de la secuenciacién genémica a gran escala ha permitido
describir el perfil mutacional de caracter somatico de la mayoria de los tipos de cancer (3). Pero
curiosamente, ademas de brindar informacién sobre el significado diagnostico y prondstico de estas
alteraciones adquiridas, la evaluacion del material no tumoral o de la linea germinal mostré que un
inesperado 8% de pacientes adultos presentaban una variante patogénica de la linea germinal (4).
Algo similar ha sucedido en los SMD, y en reconocimiento al creciente numero de casos de SMD o
LMA asociados con mutaciones de la linea germinal, la reciente clasificacion de la OMS (2022) incluye
una nueva categoria: neoplasias mieloides con predisposicion en la linea germinal. Esta
clasificacion incluye neoplasias mieloides con predisposicion germinal sin disfuncién organica ni
enfermedad plaquetaria previa (con mutacion en los genes CEBPA, DDX41 o TP53), neoplasias
mieloides con predisposicion germinal y trastorno plaquetario previo (con mutaciones en RUNX1,
ANKRD26 o ETV6) y neoplasias mieloides con predisposicion germinal y otras alteraciones organicas
(con mutacion en los genes GATA2, SAMD9, SAMDYL o BLM) (1).

Por tanto, aunque la génesis del SMD ha sido tradicionalmente asociada con alteraciones adquiridas
en las células progenitoras hematopoyéticas, el creciente numero de casos con SMD asociado a
mutaciones de caracter germinal no puede ser subestimado. Este es un campo de investigacion
en evolucién pero que tiene una clara importancia en el cuidado de los pacientes por varios
motivos: 1. La identificacion de la predisposicion genética a desarrollar un SMD informa y brinda una
oportunidad para el seguimiento y la intervencion temprana. 2. En los pacientes con SMD en los que
es posible realizar un trasplante, la donacion de MO por un familiar (que albergan la misma variante
de susceptibilidad) podria explicar los no infrecuentes fallos de injerto, complicaciones pulmonares o
incluso el desarrollo de un nuevo SMD o leucemia (5). 3. La especial susceptibilidad de los pacientes
portadores de estas mutaciones constitucionales para desarrollar segundos tumores, principalmente
debido a un sistema defectuoso de reparacion del ADN, los convierte en un grupo en el que se deben
evitar los farmacos citotoxicos en dosis altas (6). 4. La detecciéon de una variante de predisposicién en
un paciente tiene, ademas, implicaciones importantes para los familiares portadores de dicha mutacion.

La presente propuesta se plantea a partir de un repositorio de muestras y resultados previos obtenidos
en el seno del Grupo Espafiol de SMD (GESMD). En sus estudios, se analizaron mediante
secuenciacion del exoma completo un total de 220 casos de SMD en adultos jévenes (16-60 afos)
reclutados de 32 centros nacionales para una caracterizacion integral de las variantes germinales
potencialmente predisponentes a SMD. Los resultados de este estudio mostraron que el 27,8% de los
casos presentaban variantes patogénicas o probablemente patogénicas que podrian tener
algun papel en la predisposicion a la enfermedad (7). Mientras que en algunos casos, se trataba
de genes ya incluidos en la ultima clasificacion de la OMS como GATA2 o SAMD9, otros eran genes
no descritos hasta el momento. De todos ellos, las mutaciones localizadas en genes implicados en
respuesta al dano en el ADN (DNA Damage Response — DDR) constituian la via mas prometedora
y dentro de este conjunto de genes, destacé la presencia de mutaciones en ERCC6L2. Mas
concretamente, se identificaron 11 pacientes con mutaciones no descritas previamente en ERCC6L2
(8). 9 de los 11 casos tenian configuracion monoalélica y la media de edad para este conjunto de
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pacientes era de 44 anos.

ERCC6L2 es un miembro de la familia Snf2 de proteinas helicasa-like y esta localizado en el brazo
largo del cromosoma 9. Presenta una isoforma corta con 14 exones y 701 aminoacidos, y una larga
con 19 exones y 1550 aminoéacidos (9). ERCC6L2 es un gen recientemente identificado que esta
implicado en la via de reparacion del ADN por escision de nucleotidos y también podria estar implicado
en las funciones mitocondriales contribuyendo a mantener la homeostasis celular (10). Ademas,
recientes estudios apuntan a que este gen tiene un papel en el modelado de cromatina, al participar
en la resolucion de los bucles R, haciendo que la cromatina sea accesible a la maquinaria de
transcripcion (11).

La enfermedad familiar relacionada con ERCC6L2 fue descrita en 2018. Los nifios afectados
presentaban un fenotipo clinico complejo con varios érganos afectados (retraso en el desarrollo y
microcefalia), ademas de insuficiencia medular. Ninguno de esos casos desarrollé6 SMD o LMA. Sin
embargo, estudios posteriores han descrito pacientes en los que las manifestaciones
extrahematopoyéticas no estaban siempre presentes (12). Siete casos de SMD y/o LMA fueron
comunicados de entre 24 pacientes con mutaciones bialélicas en ERCC6L2. Estos pacientes fueron
diagnosticados con SMD o LMA en la infancia o en la edad adulta joven (rango, 2 a 22 afios) (13). De
manera interesante, la edad media de estos pacientes contrasta con la de aquellos pacientes descrita
en la cohote del GESMD.

La agresividad bioldgica y clinica de los casos identificados, la participacion de ERCC6L2 en un
mecanismo crucial en la respuesta a la quimioterapia y el relativo desconocimiento de su funcion, llevan
a la necesidad de profundizar en su papel biolégico y las potenciales consecuencias de su
alteracion en pacientes mas alla de la edad pediatrica.

Nuestros objetivos en la presente propuesta enfrentan las dos barreras principales para la atencion
clinica de los pacientes con SMD con predisposicién germinal: un catalogo incompleto de genes y
variantes responsables y una incapacidad para determinar con precision la patogenicidad real de las
variantes encontradas. En este trabajo se plantea afadir nuevas capas de precision diagnostica y el
analisis especifico de una de las vias mas prometedoras encontradas hasta el momento en estudios
previos, la respuesta al dafio del ADN.

RESULTADOS PREVIOS

En nuestro grupo se generaron dos modelos celulares en la linea HEL mediante edicion génica con
CRISPR/Cas9: un modelo knock-in (ERCC6L2X), que reprodujo una variante especifica del gen
ERCC6L2 identificada en un paciente con sospecha de predisposicion a SMD, y un modelo knock-out
(ERCC6L2K°), disefiado para inducir mutaciones con pérdida de funcion.

Desde el punto de vista técnico, la estrategia de edicion génica fue altamente eficiente. En el modelo
Kl, un 5,3% de las células incorporaron el complejo de edicion y en el 34,6% de ellas se produjo el
cambio de un nucledtido por otro en la posicion de interés. En el modelo KO, un 24,6 % de las células
incorporaron exitosamente el complejo de edicién, y de estas, un 67,9 % presentaron mutaciones en
ERCC6L2 debidas a inserciones y deleciones (indels) de al menos una base. Estos resultados avalan
la robustez del sistema CRISPR/Cas9 utilizado para el gen ERCC6L2.

A nivel funcional, ambos modelos (KI y KO) mostraron fenotipos celulares consistentes con una
disfuncion de ERCC6L2.

En condiciones basales, tanto las células KI como las KO presentaron un aumento significativo en los
focos de dafio en el ADN en comparacion con las células control (p<0,0001). Esta acumulacion de
dano en el ADN se asocid con un incremento en la proporcion de células apoptéticas (p<0,0001) y con
una reduccion significativa en la proliferacion celular (p<0,0001), en ambos modelos.



Tras la exposicion a mitomicina C (MMC), un agente que induce dano en el ADN, se observo un
aumento significativo en el nimero (p=0,0006) y el tamano (p<0,0001) de los focos de dafio en células
Kly KO.

El tratamiento con MMC provocé ademas un aumento significativo en los niveles de especies reactivas
de oxigeno (ROS) mitocondriales en las células ERCC6L2", alcanzando valores comparables a los
del modelo KO vy significativamente superiores a los observados en las células control (p<0,0001). Esta
alteracion en la homeostasis mitocondrial respalda la existencia de una disfuncién mitocondrial
asociada a la pérdida o alteracion funcional de ERCC6L2.

Este tratamiento también provocd una reduccién de la viabilidad celular (p=0,002), probablemente
asociada al aumento adicional de ROS mitocondriales observado en ambas condiciones (p<0,0001).

Por tanto, el modelo ERCC6L 2" generado a partir de la variante identificada en el paciente mostré una
reparacion ineficaz del dafio en el ADN comparable a la observada en el modelo KO. Estos hallazgos
apoyan la hipotesis de que dicha variante podria predisponer al desarrollo de SMD.

Basandonos en la solidez de estos hallazgos, planteamos la generacion de un modelo murino knock-
in que reproduzca fielmente la variante del paciente, con el objetivo de estudiar su impacto
fisiopatoldgico in vivo en el contexto de predisposicion a neoplasias mieloides.
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En el grupo de pacientes con SMD en adulto diagnosticado a edad temprana, sin disfuncién organica
preexistente, la Organizacion Mundial de la Salud ha reconocido la existencia de sélo tres categorias:
aquellos con variantes en linea germinal en los genes DDX41, CEBPA o TP53. Los datos de
secuenciacion del exoma completo, procedentes del reclutamiento de casos de centros pertenecientes
al GESMD, han revelado otros genes candidatos a albergar variantes de la linea germinal que
potencialmente predisponen a SMD. En este proyecto proponemos experimentos que nos permitiran
poner a prueba nuestra hipotesis de que las nuevas alteraciones previamente detectadas en ERCC6L2
son verdaderamente patogénicas en el tejido hematopoyético y predisponen al desarrollo de un SMD.

OBJETIVO GENERAL:

En la presente propuesta nuestro equipo tiene como objetivo general determinar la patogenicidad y el
papel en la predisposicion a SMD del gen ERCC6L2 con el fin ultimo de ampliar el catalogo de
mutaciones relacionadas con esta enfermedad y de esta manera contribuir a un mejor diagndstico del
conjunto de pacientes con SMD de origen germinal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Desarrollar un modelo de raton que porte una mutacion de linea germinal en ERCC6L2
previamente detectada en un paciente con SMD

2. Evaluar en este modelo modelo in vivo el desarrollo de la enfermedad a lo largo del tiempo, la
supervivencia global y el papel de la mutacion en la DDR en un subconjunto de ratones irradiados.
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DISENO EXPERIMENTAL

Para alcanzar los objetivos especificos de este estudio, el disefio experimental se fundamentara en los
resultados obtenidos previamente en la linea celular HEL. Siguiendo un enfoque similar al utilizado en
la generacion del modelo in vitro knock-in (Kl), se disefiaran las guias CRISPR-Cas9 y se prepararan
los complejos de edicion génica correspondientes. Dado el alto grado de conservacion de la secuencia
en la region gendmica a editar entre las especies humana y murina, la mutacién identificada en el
paciente —e incorporada previamente en el modelo celular— podra ser reproducida de manera precisa
en el genoma murino, permitiendo asi el desarrollo de un modelo animal que refleje fielmente la
alteracion genética de interés.

Los resultados obtenidos en el modelo celular KI, tanto desde el punto de vista técnico (eficiencia de
edicion y validacion genotipica) como funcional (impacto biolégico de la mutacién), respaldan la
viabilidad del enfoque y proporcionan una base sélida que justifica su traslado al modelo murino.

MATERIALES Y METODOS

1. Generacion de ratones genéticamente modificados

Se generaran ratones C57BL/6J genéticamente modificados mediante microinyeccion de CRISPR-
Cas9 en el Servicio de Transgénesis de la Universidad de Salamanca. Para aumentar la probabilidad
de éxito en la edicion genética, se realizaran tres rondas de microinyeccion de cigotos con los
complejos CRISPR-Cas9 y la guia especifica para inducir la mutacién germinal en el gen ERCC6L2.
Los cigotos inyectados se implantaran en hembras pseudogestantes y se llevaran a término.

Los animales nacidos de esta primera generacion (FO) seran genotipados (a partir de muestras de
cola) mediante PCR y secuenciacion para identificar la presencia de la mutacion. Los individuos
portadores de la mutacion germinal confirmada seran cruzados con ratones C57BL/6J de tipo salvaje
para obtener la primera generacion filial (F1), asegurando la transmision heredable de la mutacion y
evitando asi posibles mosaicos.

En la F1, se realizara genotipado para identificar con precision a los portadores de la mutacion
monoalélica. De entre estos, se seleccionaran tres ejemplares portadores para establecer los cruces
fundadores que permitiran expandir la colonia. La cria de estos individuos se mantendra en la
instalacion de animales OGM de la Universidad de Salamanca, bajo condiciones controladas de
biocontencién y bienestar animal.

En las generaciones posteriores, se realizaran cruces entre individuos heterocigotos para obtener
ratones ERCCG6L2 de tipo salvaje (WT), heterocigotos (Het) y homocigotos (Hom) hasta formar grupos
de estudio de 12 animales por genotipo, garantizando asi un tamafio muestral adecuado para el
analisis estadistico.

2. Deteccion de clones patolégicos y evaluacion del fenotipo
Con el objetivo de evaluar el desarrollo de la enfermedad y caracterizar los posibles fenotipos
asociados a la mutacion en ERCC6L2, se llevaran a cabo los siguientes procedimientos:
¢ Seguimiento periédico: Cada tres meses se realizara extraccion de sangre periférica para
efectuar un hemograma completo (CBC) y analisis de las poblaciones y la diferenciacion celular
mediante citometria de flujo, con el fin de detectar alteraciones hematolégicas. Para la
caracterizacion hematopoyética se emplearan anticuerpos monoclonales dirigidos contra los
principales marcadores de linajes murinos, incluyendo linfocitos B (B220), linfocitos T (CD3,
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CD4, CD8), mieloides (Gr-1, CD11b - Mac-1) y células madre/progenitoras (c-Kit - CD117, Sca-
1, CD34), entre otros.

¢ Estudio post mortem: En el momento del sacrificio o muerte natural, se obtendran muestras
de sangre periférica, médula 6sea y bazo. Se realizara un hemograma completo, analisis de
las poblaciones celulares y su diferenciacion por citometria de flujo en médula 6sea (empleando
el mismo panel de anticuerpos), asi como estudios histopatoldégicos de los tejidos
hematopoyéticos y organos linfoides para evaluar posibles alteraciones morfoldgicas y
proliferativas.

¢ Pruebas de estrés genotoxico: La mitad de los ratones de cada genotipo seran sometidos a
irradiacion subletal o tratamiento con 5-fluorouracilo (5-FU) para inducir estrés hematopoyético
y dafio en el ADN. Este enfoque permitira determinar si la reparacion deficiente del dafo en el
ADN, asociada a la mutacién en ERCC6L2, acelera la aparicion de la enfermedad o potencia
la expansién de clones patoldgicos.

ANALISIS DE DATOS

Los datos obtenidos seran analizados utilizando pruebas estadisticas apropiadas (ANOVA, test de log-
rank para supervivencia y analisis de Kaplan-Meier) para determinar diferencias significativas entre los
distintos genotipos y condiciones experimentales. Se considerara un valor de p<0,05 como
estadisticamente significativo. Los analisis y las representaciones graficas se realizaran con el software
GraphPad Prism.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Aunque el modelo murino generado mediante CRISPR-Cas9 constituye una herramienta sélida para
estudiar el papel de la mutacion en ERCC6L2, el proyecto presenta algunas limitaciones que se
abordaran con estrategias especificas.

En primer lugar, aunque ya se han realizado estudios previos en lineas celulares humanas, las
diferencias fisioldgicas y de regulacion génica entre ratén y humano podrian hacer que ciertos fenotipos
hematoldgicos no se reproduzcan completamente; para minimizar esta limitacién, se integraran los
resultados de las lineas celulares con los datos obtenidos en los ratones para identificar patrones
consistentes y validar hallazgos clave.

En segundo lugar, la edicidon genética puede generar mutaciones off-target; para reducir este riesgo,
se emplearan guias de alta especificidad, se confirmara la mutacion mediante secuenciacion Sanger
y NGS, y se realizara un analisis exhaustivo del genoma en los animales fundadores.

Otra limitacion es la variabilidad individual en la expresion del fenotipo, que podria dificultar la
interpretacion de los resultados; para solventarla, se emplearan grupos experimentales homogéneos
de 12 animales por genotipo, se realizara un seguimiento longitudinal estandarizado y se aplicaran
andlisis estadisticos robustos que permitan identificar diferencias significativas entre los genotipos.

Ademas, el tiempo requerido para la cria y expansion de las generaciones (FO, F1, F2) se mitigara
mediante tres rondas de microinyeccion en paralelo y la planificacion optimizada del calendario de
cruces. Estas estrategias permitiran maximizar la validez y reproducibilidad de los resultados
obtenidos.
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El proyecto se desarrollara en cuatro fases principales que se solaparan parcialmente para optimizar
los tiempos:

o ETAPA 1: Edicion genética y generacion de la colonia fundadora
Disefo de las guias CRISPR-Cas9, validacion in silico y preparacion de los complejos de edicion.
Rondas de microinyeccién de cigotos C57BL/6J. Implantacion en hembras pseudogestantes,
genotipado de FO y cruces FO x WT para obtener la generacion F1.

o ETAPA 2: Establecimiento de la colonia experimental
Genotipado de F1. Cruces controlados para expandir la colonia y obtener individuos WT,
heterocigotos y homocigotos. Registro y control sanitario de la colonia.

o ETAPA 3: Seguimiento y caracterizacion fenotipica
Extracciones de sangre periférica cada tres meses. Registro de parametros clinicos, crecimiento,
aparicion de fenotipos hematoldgicos y supervivencia. Estudio histopatolégico de médula 6sea,
bazo y sangre en animales sacrificados o fallecidos de forma natural.

o ETAPA 4: Pruebas de estrés genotoxico y analisis final
Exposicion de la mitad de los animales de cada genotipo a irradiaciéon subletal y/o 5-fluorouracilo
(5-FU) para inducir estrés hematopoyético. Evaluacion comparativa de la aparicion de clones
patolégicos, alteraciones hematoldgicas y supervivencia global. Integracion de resultados, analisis
estadistico y preparacion de manuscritos y reportes finales.

Distribucion de tareas del equipo investigador:

o Maria Diez Campelo: Direccion cientifica y coordinacion general del proyecto. Supervision clinica
de los analisis hematologicos y de los resultados fenotipicos. Interpretacién de los datos en
relacion con las manifestaciones de SMD y redaccion de publicaciones.

e Monica del Rey Gonzalez: Disefio y validacion de las guias CRISPR-Cas9. Andlisis molecular de
los animales (PCR, secuenciacion Sanger/NGS). Control de calidad de los genotipados.
Interpretacién de resultados y redaccion de publicaciones.

e Sandra Muntion Olave: Coordinacion de las microinyecciones, manejo de los animales FO/F1 y
establecimiento de la colonia. Disefio de cruces y seguimiento reproductivo. Apoyo en
irradiaciones y administracion de 5-FU.

o Raul Azibeiro Melchor: Evaluacion clinica de los hemogramas y correlacion con los hallazgos
hematoldgicos. Participacion en la interpretacion de los datos experimentales y en la discusion de
resultados.

o Araceli Sama Barroso: Ejecucion de genotipados de rutina y seguimiento periodico de la colonia.
Extraccidon de muestras, procesado para citometria de flujo e histopatologia. Recogida y analisis
de datos para su tesis doctoral.

o Sara Gonzalez Briones e Irene Rodriguez Iglesias: Apoyo directo en cuidados de la colonia y
cruces controlados. Extracciones de sangre, preparacion de muestras y manejo de los equipos de
citometria. Mantenimiento de registros experimentales y de control sanitario.
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El proyecto se llevara a cabo en:

o Servicio de Transgénesis de la Universidad de Salamanca: disefio y ejecucién de las
microinyecciones CRISPR-Cas9.

Animalario de organismos genéticamente modificados (OGM) de la Universidad de
Salamanca: cria, mantenimiento y seguimiento de la colonia murina.

Laboratorios de Morfologia (Hospital Universitario de Salamanca -HUS) y Citogenética

(Centro de Investigacion del Cancer -CIC): genotipado, analisis de citometria de flujo,
hemogramas e histopatologia.
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El Servicio de Hematologia del Hospital Universitario de Salamanca (HUS) y el Instituto de
Investigacion Biomédica de Salamanca (IBSAL) — Centro de Investigacion del Cancer (CIC) llevan
afnos investigando en hemopatias malignas combinando investigacion clinica y traslacional. Ademas,
desde hace mas de dos décadas nuestro grupo esta implicado en una linea de investigacion basada
en las técnicas de citogenética molecular aplicadas al estudio de las neoplasias y uno de sus
principales objetivos es la correlacion de los hallazgos genéticos con sus implicaciones a nivel clinico.

La Dra. Maria Diez Campelo (MD, PhD), IP de la presente propuesta, centra su actividad asistencial
e investigadora en los SMD y es la responsable del manejo de estos pacientes en el HUS. Ha sido
coordinadora de 3 proyectos competitivos del ISCIII, (P117/01741, P120/00970 y P12023/01103) y 2
proyectos europeos del programa H2020: “MDS Right” y “GenoMed4ALL: Genomics and Personalized
Medicine for all though Artificial Intelligence in Haematological Diseases”. A estos hay que afadir el
proyecto de Medicina Personalizada de Precision recientemente concedido “UMBRELLA-SUMMA
Legacy” y numerosos ensayos clinicos en SMD. Ademas, la Dra. Diez es la presidenta del Grupo
Espanol de SMD (GESMD) desde octubre de 2018. El resultado de este trabajo son mas 80
publicaciones indexadas (JCR), co-editora de 1 libro y coautora de 7 capitulos en libros cientificos,
mas de 70 ponencias invitadas y 200 comunicaciones a congresos. En los ultimos 5 afios ha publicado
mas de 25 articulos en el campo de los SMD en revistas de alto impacto.

La Dra. Ménica del Rey Gonzalez (PhD) cuenta con quince afnos de experiencia en el campo de la
biologia molecular de los SMD. Desarroll6 su tesis doctoral sobre la identificacion de nuevas
alteraciones genéticas y funcionales en los SMD. Durante su periodo postdoctoral, trabajo en dos de
las mejores instituciones para la investigacion del cancer: Memorial Sloan Kettering Cancer Center
(Nueva York) y New York University Langone Medical Center. Su investigacion se centré en la
identificacion de genes resistentes a la terapia en LMA y SMD y en el estudio de la hematopoyesis
relacionada con el envejecimiento y los SMD. La Dra. del Rey ha liderado cuatro proyectos de
investigacion relacionados con la presente propuesta y ha participado en otros proyectos nacionales e
internacionales, principalmente en el campo de los SMD y la secuenciacién masiva.

La Dra. Sandra Muntién Olave (PhD), es investigadora postdoctoral en el Area de Terapia Celular del
HUS desde 2010. Ha colaborado en 30 proyectos de investigacion y esta especializada en modelos
murinos, perfilado transcripcional, y analisis molecular del estroma en neoplasias hematologicas.

El Dr. Raul Azibeiro Melchor (MD) es especialista en diagndstico hematoldgico y en el manejo clinico
de hemopatias mieloides. Ha participado en diversos proyectos de investigacion a nivel regional y
actualmente desarrolla su labor asistencial e investigadora como morfélogo, con especial dedicacion
al estudio de los SMD.

Araceli Sama Barroso, es graduada en biologia, tiene un master en biotecnologia sanitaria y ademas
amplia experiencia en estudios moleculares, funcionales y tecnologias de edicién gendémica. Su
principal linea de investigacion es el estudio de los SMD con predisposicion germinal y también
participa activamente en el resto de proyectos de SMD que se estan desarrollando en el laboratorio.

Sara Rodriguez Briones e Irene Rodriguez Iglesias son técnicas de laboratorio con mas de quince
afnos de experiencia en el manejo de muestras hematoldgicas y en la realizacion de una amplia
variedad de técnicas genéticas y de biologia molecular. Ambas poseen la certificacion para el manejo
de animales y proporcionaran un soporte técnico fundamental para este proyecto.

En definitiva, el personal que compone el equipo constituye un grupo multidisciplinar y la totalidad del
mimo es especialista en el estudio y manejo de los SMD. Estas caracteristicas dotan al equipo de
investigacion de una amplia capacitacion para el estudio que se propone.
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Los SMD son un grupo de neoplasias hematoldgicas que afectan con mayor frecuencia a personas de
edad avanzada y que, tradicionalmente, se han vinculado a alteraciones adquiridas en las células
progenitoras hematopoyéticas. Sin embargo, en los ultimos afios se ha evidenciado que también
adultos jovenes pueden desarrollar SMD de origen germinal, lo que amplia de forma considerable la
heterogeneidad de la enfermedad y refuerza la necesidad de avanzar hacia una medicina de precision
en su diagnostico y tratamiento.

El modelo murino que se generara en este proyecto permitira reproducir y estudiar de manera
controlada las consecuencias bioldgicas de una mutaciéon germinal en ERCC6L2, un gen implicado en
la reparacion del ADN vy recientemente relacionado con predisposicion hereditaria a SMD. Los
resultados obtenidos proporcionaran informacion clave sobre los mecanismos de desarrollo de la
enfermedad, su evolucién y respuesta frente a situaciones de estrés hematopoyético, datos esenciales
para estratificar el riesgo, optimizar el prondstico y disefar estrategias terapéuticas mas eficaces.

Ademas, este proyecto integra de forma directa el uso de tecnologias genéticas de vanguardia, como
la edicién genémica mediante CRISPR/Cas9 y la secuenciacion masiva, acercando estas herramientas
a la practica clinica.

En conjunto, los hallazgos facilitaran la transferencia de conocimiento hacia la rutina diagnostica,
permitiendo identificar de manera temprana a pacientes con predisposicion germinal, orientar el
consejo genético familiar y sentar las bases para futuros tratamientos personalizados en los SMD.

En la actualidad, nuestro grupo posee toda la infraestructura y la tecnologia necesarias para llevar a
cabo este proyecto: Microscopia (campo claro, campo oscuro, fase de contraste, fluorescencia),
Separador AutoMACS Pro de Miltenyi Biotec, contador celular HemoCue WBC, aparato de
electroporacion Neon (Invitrogen), espectrofotometros Nanodrop y Qubit 2.0 (Life Technologies),
TapeStation 4200 (Agilent Technologies), sonicador, microcentrifugas, ultracentrifugas, bafos de
agitacion a temperatura variable, termocicladores, ordenadores con alta capacidad de analisis,
herramientas informaticas para el analisis de resultados, congeladores de -20 y -80° y tanques de
nitrégeno liquido.

El grupo también tiene acceso unidades y servicios de apoyo a la investigacion del CIC y la Universidad
de Salamanca, tales como:

¢ |Instituto de Biologia Funcional y Gendémica (IBFG): plataforma NextSeq 500 de lllumina

¢ Unidad de Citometria: analisis y separacion de poblaciones celulares

¢ Unidad de Gendmica: termociclador PCR en tiempo real, secuenciador Sanger ABI Prism
3130x! (Applied Biosystems) y bioanalizador Agilent
Servicio de Patologia Molecular Diagnéstica y Banco de Tumores
Salas de cultivo celular: campana de flujo laminar e incubadores de CO»
Unidad de Microscopia Confocal
Servicio de Experimentacion Animal y Transgénesis, con amplia experiencia en el desarrollo
de modelos murinos y toda la infraestructura necesaria para la experimentacién animal
cumpliendo los requisitos legales
o Animalario

El CIC dispone de almacén para la gestion de pedidos de reactivos, servicio de recogida de residuos
y seguridad biolégica, servicio de soporte informatico y servicio bibliografico.
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A continuacion, se detalla el coste total del proyecto:

CONCEPTO Subtotal
INVENTARIABLE 0€
FUNGIBLE (kits laboratorio,

reactivos, otros fungibles) 5000 €

) Contratacion de servicios centralizados en el CIC/IBFG, la

PRESTACION DE SERVICIOS Universidad de Salamanca (Nucleus) y/o externos 25000 €
DIETAS-VIAJES Difusion de resultados en congresos 1500 €
PUBLICACIONES-DIFUSION Publicacién de resultados de acceso abierto 2000 €
TOTAL 33500 €

Se estima que el coste total del proyecto sera de 33.500 euros. No obstante, en el marco de la presente
convocatoria se solicitan 6.000 euros, que se destinaran a cubrir parcialmente la partida mas costosa
del proyecto: la prestacion de servicios. En concreto, estos fondos se emplearan en servicios de
transgénesis que incluyen microinyecciones en cigotos, transferencia de embriones, manejo
reproductivo, verificacion de la transmisidon germinal, asi como la criopreservacion y el mantenimiento
durante un ano del esperma de un macho F1. El presupuesto también contempla el mantenimiento de
la colonia en la instalacién animal SPF.

El resto de los gastos necesarios para completar el coste total del proyecto sera asumido por nuestro
laboratorio con fondos propios.



