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lll. OTRAS DISPOSICIONES

CONSEJO DE SEGURIDAD NUCLEAR

391 Resolucién de 11 de diciembre de 2018, del Consejo de Seguridad Nuclear,
por la que se publica el Acuerdo especifico de colaboracién con la Universidad
Auténoma de Madrid, la Universidad Autbnoma de Barcelona y la Universidad
Rovira i Virgili, para el estudio de la busqueda de marcadores genéticos de
sensibilidad a las bajas dosis de radiacion en células linfoides humanas.

El Presidente del Consejo de Seguridad Nuclear, el Rector de la Universidad Auténoma
de Madrid, el Vicerrector de Investigacion y de Transferencia de la Universidad Autbnoma
de Barcelona y la Rectora de la Universidad Rovira i Virgili han suscrito, con fecha 15 de
noviembre de 2018, un Acuerdo para el estudio de la busqueda de marcadores genéticos
de sensibilidad a las bajas dosis de radiacién en células linfoides humanas.

Para general conocimiento, y en cumplimiento de lo establecido en el articulo 48.8 de
la Ley 40/2015, de 1 de octubre, de Régimen Juridico del Sector Publico, dispongo la
publicacion en el «Boletin Oficial del Estado» del referido Acuerdo, como anejo a la
presente Resolucion.

Madrid, 11 de diciembre de 2018.—El Presidente del Consejo de Seguridad Nuclear,
Fernando Marti Scharfhausen.

ANEJO

Acuerdo especifico de colaboracion entre el Consejo e Seguridad Nuclear, la

Universidad Auténoma de Madrid, la Universidad Auténoma de Barcelona y la

Universidad Rovira i Virgili para el estudio de la busqueda de marcadores genéticos
de sensibilidad a las bajas dosis de radiacion en células linfoides humanas

REUNIDOS

De una parte: Don Fernando Marti Scharfhausen, Presidente del Consejo de Seguridad
Nuclear (en adelante CSN), cargo para el que fue nombrado por el Real Decreto
1732/2012, de 28 de diciembre («BOE» numero 313 del 29), en nombre y representacion
de este Organismo, con domicilio en la calle Justo Dorado, n.° 11, de Madrid y nimero de
identificacion fiscal Q2801036-A.

De otra parte: Don Rafael Garesse Alarcén, Rector de la Universidad Autdbnoma de
Madrid (en adelante UAM), cargo por el que fue nombrado por Decreto 41/2013, de 20 de
junio de 2017, del Consejo de Gobierno («BOCM» n.° 147, jueves 22) y cuyas
competencias ostenta en virtud del articulo 20 de la Ley Organica 6/2001, de 21 de
diciembre, de Universidades, parcialmente modificada por Ley Organica 4/2007, de 12 de
abril, y los articulos 39 y 40 de los Estatutos de la UAM, aprobados por Decreto 214/2003,
de 16 de octubre, modificados por Decreto 94/2009, de 5 de noviembre, con domicilio en
la calle Einstein 3, Campus Universitario de Cantoblanco de Madrid, y nimero de
identificacion fiscal Q2818013A.

De otra parte: Don Armand Sanchez Bonastre, Vicerrector de Investigacion y de
Transferencia de la Universitat Autbnoma de Barcelona (en adelante UAB), segun
nombramiento de 6 de junio de 2016, y haciendo uso de las atribuciones que le otorga la
resolucién de 15 de junio de 2016, que confiere autorizacion a los vicerrectores de
Investigacion y Transferencia e Innovacion y de Proyectos Estratégicos, para la
subscripcion de convenios y contratos de Investigacién por parte de la UAB, con sede
social en el Campus Universitario s/n, 08193 Bellaterra (Cerdanyola del Vallés), y nimero
de Identificacion fiscal Q-0818002-H.
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De otra parte: Dofia Maria José Figueras Salvat, Rectora de la Universitat Rovira i
Virgili (en adelante URV), cargo para el que fue nombrado por Decreto 32/2018, de 7 de
junio («DOGC» 7638, del 8) que representa esta institucion de acuerdo con las
competencias que prevé el articulo 66 de Estatuto de la URV, aprobado por el Decreto
202/2003, de 26 de agosto («DOGC» 3963, de 8 de septiembre), y modificado por Acuerdo
de Gobierno GOV/23/2012, de 27 de marzo («DOGC» 6100, de 2 de abril). La URV tiene
el domicilio en la calle Escorxador s/n de Tarragona, y numero de identificacion fiscal
Q-9350003-A.

Todas las Partes intervienen por sus respectivos cargos y en el ejercicio de las
facultades que, para convenir en nombre de las Entidades a que representan, tienen
conferidas vy, a tal efecto,

EXPONEN

Primero.

Que el CSN, como unico organismo competente en materia de seguridad nuclear y
proteccion radioldgica, tiene legalmente asignada la funciéon de evaluar el impacto
radiologico de las instalaciones nucleares y radiactivas y de las actividades que impliquen
el uso de radiaciones ionizantes, asi como la de controlar y vigilar la calidad radiol6gica del
medio ambiente de todo el territorio nacional.

Segundo.

Que el CSN suscribe el presente convenio en ejercicio de la funcion que le atribuye su
Ley de Creacion (Ley 15/1980, de 22 de abril) en su articulo 2, letra p), que es la de
establecer y efectuar el seguimiento de planes de investigacion en materia de seguridad
nuclear y proteccion radioldgica.

Tercero.

Que el CSN tiene suscrito un acuerdo marco de colaboracion con la Universidad
Auténoma de Madrid, de fecha 24 de julio de 1990, para la realizacion de actividades en el
campo de la seguridad nuclear y la proteccion radioldgica, siendo esta institucién la que
realizara la coordinacion técnica de este proyecto a través del Centro de Biologia Molecular
Severo Ochoa.

Cuarto.

Que en virtud del interés comun de las Partes en la investigacién acerca de los riesgos
asociados a las bajas dosis de radiacion, las Partes estan interesadas en la busqueda de
marcadores genéticos de sensibilidad a las bajas dosis de radiacion. La identificacion de
estos indicadores genéticos permitiria realizar una mejor estimacion de los riesgos
asociados a la salud en los trabajadores expuestos ocupacionalmente a las bajas dosis de
radiacion y a las personas sujetas a los procedimientos de radiodiagndstico médico.

Quinto.

Que las Partes consideran que la UAM, a través del Departamento de Biologia Celular
e Inmunologia del Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa (CBMSO), del que forma
parte junto al Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC); que la UAB, a través
del Departamento de Biologia Celular, de Fisiologia y de Immunologia; y que la URV, a
través del Laboratori de Toxicologia y Salud Mediambiental (TecnATox), disponen de
capacidad y experiencia suficientemente demostradas para llevar a cabo estudios como
los descritos en el punto anterior, asi como del personal necesario para realizarlo.
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Sexto.

Que las Partes consideran que la colaboracion entre ellas en este campo contribuira al
mejor cumplimiento de los objetivos propios de cada una de ellas, y aumentara el
conocimiento cientifico y técnico en este ambito en beneficio de todas las Partes.

Séptimo.

Que el Acuerdo supone una cooperacion entre CSN vy las otras tres instituciones con
la finalidad de garantizar que los servicios publicos que les incumben se prestan de modo
que se logren los objetivos que tienen en comun; y que el desarrollo de dicha cooperacién
se guia unicamente por consideraciones relacionadas con el interés publico.

Por todo ello, las Partes convienen en formalizar el presente Acuerdo Especifico con
sujecion a las siguientes:

CLAUSULAS

Primera. Objeto.

El objeto de este Acuerdo es la realizacién de un estudio encaminado a la busqueda
de marcadores genéticos de sensibilidad a las bajas dosis de radiacién en células linfoides
humanas con el objetivo de proporcionar nuevos instrumentos que permitan ser utilizados
en los procesos de proteccion radiologica para valorar los riesgos en la poblacion de la
exposicién a bajas dosis de radiacion. El alcance de las actividades que se realizaran para
alcanzar los objetivos expuestos se detalla en la Memoria Cientifica que se adjunta a este
Acuerdo como Anexo A.

Segunda. Vigencia.

El presente Acuerdo entrara en vigor en la fecha de su firma, y tendra una duracion de
tres afios. No obstante, el Acuerdo podra ser objeto de modificacion o prérroga por mutuo
acuerdo de las Partes, por un periodo maximo de otros cuatro afos en el segundo caso, si
fuera necesario rectificar las actividades acordadas o variar su plazo de ejecucion. Para
este caso, se formalizara la oportuna Clausula Adicional con las condiciones de la prorroga
o modificacion.

Tercera. Obligaciones de las partes.
Son obligaciones de la UAM, UAB y URV dentro de este Acuerdo Especifico:

Realizar las actividades que se describen en la Memoria Cientifica que se adjunta
como Anexo A, relacionadas con el objeto del Acuerdo descrito en la cldusula primera.

Poner a disposicion del Acuerdo los recursos humanos necesarios para garantizar la
maxima calidad de los trabajos en él incluidos.

Poner a disposicion del CSN los métodos, metodologias, y, en general, toda la
informacion y resultados que se generen durante la realizacion de las actividades objeto
de este Acuerdo.

Documentar los trabajos realizados dentro del Acuerdo, en la forma que se describe en
la Memoria Cientifica que se adjunta.

Son obligaciones del CSN dentro de este Acuerdo Especifico:

Contribuir a la financiacion del Acuerdo en la forma que se describe en la clausula
cuarta.

Poner a disposicion de la UAM, UAB y la URV los datos u otra informacion que en su
caso sea necesaria para la realizacion de los trabajos objeto de este Acuerdo.
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Cuarta. Presupuesto y financiacion.

Los costes asociados a las actividades incluidas en este Acuerdo se detallan en la
Memoria Econémica que se incluye como Anexo B. El coste total del Acuerdo comprendera
las partidas correspondientes a recursos humanos y materiales, asi como las
correspondientes a los viajes que se consideren necesarios y a los gastos de realizaciéon
de analisis.

Con arreglo a las cantidades que figuran en dicha Memoria, los gastos correspondientes
al proyecto, a lo largo de toda su duracién, ascienden a un total de novecientos nueve mil
cuatrocientos cincuenta y dos euros (909.452 €). EI CSN contribuira a la financiacion del
proyecto con la cantidad de trescientos veintiun mil trescientos ochenta y seis euros
(321.386 €), cantidad en la que ya se han incluido todo otro tipo de gastos e impuestos. La
diferencia entre lo aportado por el CSN y el presupuesto total del proyecto sera aportada
por otras fuentes de financiacién, que se describen de forma pormenorizada en la Memoria
Econdmica del proyecto que acompana a este acuerdo.

La distribucion de esta contribuciéon del CSN se establece en aportaciones anuales a
lo largo de tres ejercicios presupuestarios, correspondiendo a la aplicacion presupuestaria
con codigo 20.302.424M.640. Estas aportaciones anuales se abonardn mediante notas de
pago emitidas por cada entidad participante (UAM, UAB y URV), en la forma y plazos que
se detallan en la Memoria Econdmica, haciéndose los pagos en las correspondientes
cuentas corrientes de cada una de las entidades que sean indicadas.

Las citadas cantidades seran satisfechas por el CSN previa entrega y aceptacion de la
documentacién que se define en la Memoria Cientifica y en la Memoria Econdmica, y se
abonaran condicionadas a la previa existencia de crédito especifico y suficiente en cada
ejercicio, con cumplimiento de los limites establecidos en el articulo 47 de la Ley General
Presupuestaria.

Tanto el CSN como las otras cuatro instituciones realizan en el mercado abierto menos
del 20% de las actividades objeto de la cooperacion.

Quinta. Seguimiento del acuerdo.

El CSN y las Partes designan respectivamente como responsables de la coordinacion
técnica del Acuerdo:

Por el CSN: Area de instalaciones radiactivas y exposiciones médicas de la
Subdireccion de Proteccion Radiologica Operacional del CSN.

Por la UAM: Javier Santos Hernandez, Profesor Titular de Genética, que actuara como
Coordinador de todo el Proyecto.

Por la UAB: Anna Genesca Garrigosa, Catedratica de Genética.

Por la URV: Maria Victoria Linares Vidal, Profesora Agregada de Fisiologia.

Los coordinadores técnicos seran responsables de controlar el desarrollo de este
Acuerdo especifico, y de adoptar, por mutuo acuerdo, las decisiones necesarias para la
buena marcha de las actividades contempladas en el mismo. Para ello, se reuniran con la
frecuencia que consideren necesaria y podran asesorarse de los expertos que consideren
oportuno.

Sexta. Confidencialidad.

Las Partes conceden, con caracter general, la calificacion de informacion confidencial
a la obtenida en aplicacion de este acuerdo de colaboracién, por lo que asumen de buena
fe el tratamiento de restriccion en su utilizacion por sus respectivas organizaciones, a salvo
de su uso para el destino o finalidad pactados.

En caso de que los trabajos o resultados del Acuerdo sean objeto de difusién, ya sea
oral o escrita, por cualquiera de las Partes, para usos que no sean de caracter cientifico o
académico, esta debera ser aprobada por las Partes. Toda publicacion, presentaciéon o
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difusién por cualquier medio incluira una mencion explicita a la financiacién parcial del
estudio por parte del CSN.

Séptima. Propiedad de los resultados.

Los resultados de las actividades que se realicen con la financiaciéon proporcionada en
este Acuerdo perteneceran en exclusiva y por igual proporcion a las Partes, asi como a las
otras entidades financiadoras cuando proceda.

Octava. Terminacién y suspension.

Cualquiera de las Partes podra rescindir o suspender temporalmente este Acuerdo,
preavisando con al menos tres meses de antelacion a la fecha en que la resolucion deba
ser efectiva. En tal caso, las Partes se comprometen a abonar el importe de los trabajos y
gastos incurridos y los comprometidos a los que ineludiblemente haya que hacer frente
pese a la resolucion del Acuerdo.

En el supuesto de que la interrupcion se produjera por incumplimiento culpable de
alguna de las Partes, procedera restablecer previamente el equilibrio financiero del
Acuerdo, en el estado en el que se encuentre. Toda Parte que no realice las gestiones
necesarias para dicho restablecimiento, y en tanto en cuanto no se produzcan, quedara
excluida de la parte de la propiedad en los resultados, asi como su derecho de explotaciéon
para cualquier fin.

La UAM, UAB y URV entregardn al CSN un informe conjunto de los resultados
parciales obtenidos hasta el momento de la interrupcién y podran utilizar libremente dichos
resultados, siempre que se salvaguarden las condiciones estipuladas en las clausulas
Sexta y siguientes.

Novena. Régimen juridico.

El presente Acuerdo, por su propia naturaleza, esta excluido de la aplicacion de la Ley
9/2017, de 8 de noviembre, de Contratos del Sector Publico, sometiéndose a la Ley
40/2015, de 1 de octubre, de Régimen Juridico del Sector Publico, las demas normas
generales de Derecho Administrativo, los principios de buena administracién y al
ordenamiento juridico en general.

Décima. Controversias.

La interpretacion del Acuerdo se realizara bajo el principio de buena fe y confianza
legitima entre las Partes, que convienen en solventar de mutuo acuerdo las diferencias
que pudieran presentarse en su aplicaciéon. Para ello, surgida la controversia, cada Parte
designara un representante si bien, en el caso de no lograrse comun acuerdo, las Partes
someteran la cuestion al conocimiento y competencia de la Jurisdiccion Contencioso-
Administrativa, de conformidad con lo establecido en la Ley 29/1998, de 13 de julio,
reguladora de la Jurisdiccién Contencioso-Administrativa.

Habiendo leido el presente por si mismos y hallandose conformes, lo firman por
cuadruplicado ejemplar y a un solo efecto en Madrid, a 15 de noviembre de 2018. Por el
Consejo de Seguridad Nuclear, el Presidente, Fernando Marti Scharfhausen.—Por la
Universidad Autbnoma de Madrid, el Rector, Rafael Garesse Alarcon.—Por la Universidad
Auténoma de Barcelona, el Vicerrector de Investigacién y de Transferencia, Armand
Sanchez Bonastre.—Por la Universidad Rovira i Virgili, la Rectora, Maria José Figueras
Salvat.

Verificable en http://www.boe.es

cve: BOE-A-2019-391



BOLETIN OFICIAL DEL ESTADO P
Lunes 14 de enero de 2019 Sec. lll. Pag. 2609
ANEXO A

Memoria Cientifica del Acuerdo Especifico de Colaboracion entre el Consejo de

Seguridad Nuclear, la Universidad Auténoma de Madrid, la Universidad Auténoma de

Barcelona y la Universidad Rovira i Virgili para el estudio de la busqueda de

marcadores genéticos de sensibilidad a las bajas dosis de radiacién en células
linfoides humanas

Busqueda de marcadores genéticos de sensibilidad a las bajas dosis de radiacion en
células linfoides humanas

Informacién de las instituciones participantes:

N.° participante Acrénimo Nombre de la institucion participante
1 UAM Universidad Auténoma de Madrid.
2 UAB Universidad Auténoma de Barcelona.
3 URV Universidad Rovira i Virgili.

Coordinacion del proyecto: Universidad Autonoma de Madrid, Centro de Biologia
Molecular Severo Ochoa. c/ Nicolas Cabrera, 1. 28049-Madrid.

Nombre del coordinador del proyecto: Prof. Javier Santos Hernandez.

Teléfonos de contacto del coordinador: 91 497 82 00/ 91 196 46 27.

Direccién de correo electrénico: javier.santos@uam.es

indice:

A.1 Resumen de la propuesta.

A.2 Finalidad del proyecto.

A.3 Antecedentes y estado actual del tema.

A.4 Hipétesis de trabajo y objetivos.

A.5 Plan de trabajo y metodologias asociadas.

A.6 Descripcion de los grupos participantes.

A.7 Beneficios del proyecto, difusion y explotacion de los resultados.
A.8 Contribucion del proyecto al plan estratégico de 1+D del CSN.

A.1 Resumen de la propuesta.

La radiacion ionizante se considera un potente agente carcinogénico sin un umbral de
dosis a partir del cual se aprecian sus efectos. Sin embargo, la cuantificacion del riesgo de
las exposiciones encontrado a bajas dosis de radiacién sigue siendo problemética y esta
sujeta a incertidumbres. Por lo tanto, el gran desafio de la investigacion en radiobiologia
consiste en proporcionar datos que contribuyan a mejorar el conocimiento de las bases
genético-moleculares de la respuesta celular a las exposiciones con bajas dosis de
radiacién ionizante. Este proyecto pretende, por un lado identificar nuevos genes de
sensibilidad a las bajas dosis de radiacion, utilizando un modelo in vitro de células linfoides
y apoyandose en un enfoque innovador basado en un analisis genético a gran escala que
integre tanto los cambios en la expresion génica a nivel del ARN (transcriptoma) y las
proteinas (proteoma) como las modificaciones en los patrones de metilacién del ADN
(epigenoma) y en los niveles de fosforilacion de las proteinas (fosfoproteoma). La
variabilidad individual en el riesgo de cancer relacionado con la radiacion y la susceptibilidad
genética al cancer son dos aspectos de gran relevancia que deben ser tenidos en cuenta
en términos de proteccion radioldgica. Por tanto, nuestra propuesta proyecto se plantea
también validar los genes de respuesta a las bajas dosis de radiacion identificados en el
modelo in vitro en linfocitos de sangre periférica obtenidos de trabajadores expuestos
ocupacionalmente a la radiacién, con el fin de definir marcadores genéticos de
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radiosensibilidad individual que se puedan incorporar a los protocolos de proteccion
radiologica actuales.

A.2 Finalidad del proyecto.

Aunque los riesgos para la salud de las exposiciones a altas dosis de radiacion
ionizante son bien conocidos y son tratados eficazmente por las medidas de proteccion
radiologica actuales, hoy en dia existen incertidumbres acerca de los efectos biolégicos
asociados a las bajas dosis de radiacién ionizante. Para dar respuesta a estos
interrogantes, la Comisién Europea (CE) y cinco de los Estados miembros de la Unién
Europea (UE) que participan en el Programa EURATOM establecieron en 2008 un grupo
de expertos de alto nivel (High Level Experts Group, HLEG) con el objetivo de identificar
las necesidades de investigacion y proponer una mejor la integracion de los esfuerzos
europeos en el campo de la proteccion a las bajas dosis de radiacion. En Abril de 2009, el
HLEG propone la creacién de una plataforma europea dedicada a la investigacion de los
riesgos que tiene sobre la salud la exposicién a las bajas dosis, conocida como MELODI
(Multidisciplinary European LOw Dose Initiative). In 2010 MELODI, se registr6 como
asociacion con 15 socios fundadores, entre ellos la UAM y la URV. A finales de Octubre de
2014, el numero de instituciones incorporadas a MELODI hasta 31, con la incorporacién
entre otras de la UAB. Una de las principales actividades de MELODI es el establecimiento
y actualizacién de una Agenda Estratégica de Investigacion (Strategic Research Agenda,
SRA) a largo plazo (> 20 afos) sobre los efectos de las bajas dosis de radiacién con vistas
a implementar medidas que mejoren los programas actuales de proteccion radiolégica en
Europa.

La SRA pretende también orientar las prioridades de los programas nacionales y
europeos de investigacién y la preparacion de convocatorias competitivas a nivel europeo.
En el futuro, la investigacion europea en proteccién radiolégica se organizara dentro de un
Programa de Accién Conjunta cofinanciado (European Joint Program, EJP). El objetivo de
la EJP es reunir a los organismos de financiacion pertinentes de la UE y los Estados
miembros para integrar la investigacion europea y para administrar las convocatorias de
propuestas de investigacion en proteccion radiolégica en nombre de la Comisién Europea.
Esta actividad se basara en los programas estratégicos de investigacion desarrollados por
las cinco plataformas europeas de investigacion en proteccién radioldgica con el objetivo
de establecer la interaccion y las sinergias entre las diferentes areas de especializacion.
Las cinco plataformas de proteccion radiolégica son MELODI (radiobiologia), ALLIANCE
(radioecologia), NERIS (gestion de emergencias), EURADOS (cuestiones de dosimetria)
y una plataforma médica. Una herramienta operativa importante para el establecimiento de
la EJP es el proyecto europeo OPERRA (Open Project for European Radiation Research
Area), financiado por el VII programa marco de la UE (FP7).

El proyecto OPERRA ha financiado dos convocatorias de ayudas a la investigacion
con el fin de establecer grupos colaborativos de investigacion en proteccién radioldgica.
Uno de los proyectos financiados en la primera convocatoria es SOPRANO (Systems
Oriented Prediction of Radiation Risk) y en él participan, entre otros, la UAM y la URV. EI
proyecto SOPRANO es una actividad de investigacién de 36 meses que reune el primer
equipo de investigacién interdisciplinario en Europa para llevar a cabo una estrategia
basada en la biologia de sistemas aplicado al estudio de los efectos de las bajas dosis de
radiacion. SOPRANO tiene una naturaleza de estudio piloto que pretende explorar los tres
componentes fundamentales de la biologia de sistemas (la generacion de datos, el analisis
bioinformatico y el desarrollo de modelos matematicos predictivos) como el primer paso
para probar la hipétesis de que esta estrategia se traducira en un modelo predictivo capaz
de determinar el riesgo individual a la exposicion con bajas dosis de radiacion. El proyecto
que presentamos pretende contribuir a la identificacion de nuevos genes de respuesta a
las bajas dosis de radiacion, utilizando un modelo in vitro de células linfoides, con vistas a
incorporar informacién nueva al modelo predictivo que se esta desarrollando en
SOPRANO.
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El informe de la SRA de MELODI para el afio 2015 establece que la variabilidad
individual en el riesgo de cancer relacionado con la radiacion y la susceptibilidad genética
al cancer son dos aspectos de gran relevancia que deben ser tenidos en cuenta en
términos de proteccion radiolégica. Por tanto, en nuestro proyecto se plantea también
validar los genes de respuesta a las bajas dosis de radiacion identificados en las células
linfoides como indicadores de radiosensibilidad individual en linfocitos de sangre periférica
obtenidos de trabajadores expuestos ocupacionalmente a la radiacion. Si de estas
investigaciones se dedujera que existen diferencias individuales en el comportamiento de
estos marcadores genéticos, dichos resultados tendrian una gran transcendencia porque
se demostraria una susceptibilidad genética individual a los efectos de las bajas dosis de
radiacion. La demostracion de este hecho nos llevaria a considerar la incorporacion de
estos biomarcadores genéticos en los procedimientos actuales de proteccion radioldgica.

A.3 Antecedentes y estado actual del tema.

A.3.1 La susceptibilidad individual a las bajas dosis de radiacion es un problema no
resuelto de la proteccion radioldgica.

Los efectos bioldgicos inducidos por la exposicion de las células de mamifero a la
radiacion ionizante (IR) estan estrechamente relacionados con las dosis de radiacion y las
tasas de dosis. La evidencia epidemioldgica indica que las exposiciones de 0,2 a 3 Gy
aumento del riesgo de cancer de manera proporcional a la dosis de radiacién recibida [1].
Los riesgos para la salud derivados de la exposicion a bajas dosis de radiacion ionizante
se estiman utilizando una modelo lineal sin umbral de la relacién dosis-respuesta para
extrapolar observaciones hechas en dosis altas [2]. Sin embargo, exposiciones por
debajo de los 0,1 Gy pueden resultar en un escenario complejo de respuestas celulares
que pueden ser de proteccion o supra-letales dependiendo de cual haya sido la dosis
recibida [3].

De los informes del Grupo de Expertos de Alto Nivel de la Uniéon Europea sobre la
investigacion de los riesgos a las bajas dosis de radiacién [4], de la agenda transitoria de
investigacion de DoReMi [5] y de la agenda cientifica de MELODI (Multidisciplinary
European Low Dose Initiative) [6] se desprende que la edad, sexo, la edad que un individuo
tiene cuando recibe la exposicion, el estilo de vida, otras exposiciones ambientales, y
especialmente las diferencias en la constitucion genética individual, son factores que
pueden modificar el riesgo sobre la salud de las exposiciones a las bajas dosis de
radiacion.

A.3.2 Un analisis genético global integrado puede contribuir a mejorar el conocimiento
de las bases genéticas que subyacen en la susceptibilidad individual a las bajas dosis de
radiacion.

El advenimiento de las nuevas tecnologias analiticas y computacionales ha dado lugar
a una transformacion rapida y fundamental en nuestra comprensién de la biologia humana.
Esto ha llevado al descubrimiento de los niveles de complejidad que rigen las respuestas
bioldgicas, incluidos los que afectan a las radiaciones ionizantes. Los enfoques
reduccionistas del pasado, que han asumido una relacién de causalidad directa entre el
dafio del ADN vy los resultados adversos que la falta de reparaciéon o la reparacion
incorrecta de dicho dafno tienen sobre la salud, resultan claramente insuficientes. Un
estudio genético global que integre analisis no s6lo del ADN sino también a nivel del ARN
y de las proteinas, es un enfoque metodoldgico que en la investigacion biomédica se
puede utilizar para tener una imagen mucho mas completa de un determinado proceso
biolégico.

El uso de enfoques basados en las técnicas dmicas ha contribuido a una mejor
comprension de la complejidad de las redes de regulacion de las respuestas biolégicas. El
término «dmicas» agrupa a una serie de aproximaciones experimentales que tienen como
objetivo llevar a cabo un andlisis a nivel global de una muestra bioldgica. Entre ellas, la
genomica se encarga del analisis del genoma completo de una célula a nivel del ADN. La
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transcriptomica, la proteémica y la metabolémica se las agrupa bajo la denominacién de
gendmica funcional, ya que estudian a nivel global los productos de la expresion de los
genes (ARN, proteinas y metabolitos). La protedmica no solo se limita a analizar el
resultado de la expresién génica, sino que también estudia las modificaciones post-
traduccionales que pueden sufrir las proteinas, asi como la interaccion entre ellas. Cuando
se aborda desde un punto de vista global el estudio de las modificaciones epigenéticas
analizando los patrones de metilacién del ADN o las modificaciones postraduccionales de
las histonas hablamos de la epigendmica. Todas las «6micas» se basan en el analisis de
un gran volumen de datos, y por lo tanto se valen de la bioinformatica y de técnicas rapidas
y automatizadas de alto rendimiento.

Durante la ultima década se han venido publicando numerosos estudios basados en el
uso de lineas celulares humanas [7-13] y de modelos in vivo de ratdn [14-15] que ponen
de manifiesto diferencias notables en los perfiles de expresién génica a nivel del
transcriptoma en las células irradiadas con bajas y altas dosis de radiacion ionizante.
Estos datos sugieren que los cambios en la expresion génica se pueden utilizar como un
biomarcador de sensibilidad a la exposicién con bajas dosis de radiacion ionizante.
Ademaés, los analisis del transcriptoma en células obtenidas de machos y hembras de
raton tratados con bajas dosis de radiacién ha demostrado la existencia de cambios
significativos en la expresién génica global entre ambos sexos [16]. Por otro lado, un
estudio a nivel del proteoma logré identificar una serie de proteinas que estaban
fosforiladas en distintos tipos celulares expuestos a bajas dosis de radiacién ionizante [17].
Sin embargo, el valor cientifico de los datos aportados por estos estudios ha sido escaso,
ya que cada conjunto de datos se ha generado mediante un sistema modelo diferente con
exposiciones a diferentes dosis y tiempos de analisis y donde el tipo celular variaba de
unos experimentos a otros.

Un estudio reciente en el que se compararon el dafio cromosdmico producido por la
radiacion y la respuesta transcripcional a nivel global en cepas de ratén con diferencias
genéticas en su sensibilidad al cancer mamario, demostré que la respuesta a la exposicion
con bajas dosis de radiacion varia dramaticamente con el fondo genético [18]. Este tipo de
descubrimientos ponen de manifiesto la potencialidad que tienen los enfoques basados en
la biologia de sistemas en la busqueda de los factores genéticos asociados a la sensibilidad
individual a las bajas dosis de radiacion.

A.3.3 Las células linfoides como modelo para la identificacion de marcadores
genéticos de radiosensibilidad individual en trabajadores ocupacionalmente expuestos a la
radiacion.

La radiosensibilidad de los tejidos del cuerpo humano, definida como probabilidad de
respuesta celular a una dosis fija de radiacién ionizante, depende de las células que los
componen. Por regla general, las células mas radiosensibles son aquellas que presentan
un mayor indice de divisidn celular, un periodo mas largo de la fase mitética y un menor
grado de diferenciacion celular, siendo el tejido linfoide uno de los mas vulnerables al
efecto carcinogénico de las radiaciones ionizantes [19].

El reglamento de proteccion sanitaria de los trabajadores de instalaciones radioactivas
contra las radiaciones ionizantes (RD 783, 2001, Art 40) establece un protocolo de
vigilancia sanitaria especifico que ademas de aportar informacion sobre historial laboral y
clinico del trabajador, obliga a la realizacion de un control biolégico y estudios
complementarios especificos [20]. Una de estos controles son los analisis de sangre en los
que se valoran distintos parametros hematolégicos y bioquimicos.

El analisis de la frecuencia de micronucleos (pequefios cuerpos extranucleares que
resultan de roturas cromosdmicas o retrasos en la segregacion cromosémica durante la
anafase) en linfocitos de sangre de periférica es un indicador utilizado comiunmente en
proteccion radiolégica para medir los efectos de la exposiciéon ocupacional a bajas dosis
de radiacién ionizante [21]. Uno de los principales inconvenientes del ensayo de
micronucleos (MN) en linfocitos humanos es su reducida sensibilidad para la deteccién de
dafio inducido por bajas dosis de radiacion, debido a la alta variabilidad individual de las
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frecuencias de MN espontaneos. Este problema se consiguid resolver estudiando aquellos
MN que contienen fragmentos acéntricos, los cuales surgen especificamente como
consecuencia de la exposicion a la radiacién [22]. La introduccion de procedimientos semi-
automatizados en el analisis de fragmentos acéntricos asociados a los MN abre la
posibilidad de utilizar este tipo de ensayo en andlisis a gran escala de individuos
ocupacionalmente expuestos a la radiacion [23]. No obstante, este tipo de analisis tiene
una limitaciéon fundamental relacionada con las exposiciones prolongadas a las bajas dosis
de radiacién (dosimetria retrospectiva). Segun algunos estudios, el analisis de MN en
individuos expuestos ocupacionalmente a la radiacién, dentro del rango de los 0,25-62,9
mSv acumulados durante periodos que van de 1 a 30 afios, no permite demostrar
diferencias significativas en la frecuencia de MN con la situacién control [24]. La razén de
esta falta de significacion hay que buscarla en el hecho de que los MN representan
aberraciones cromosdmicas inestables con una persistencia limitada en condiciones in
vivo [21]. Por tanto, la busqueda de marcadores estables de radiosensibilidad resulta
esencial para su utilizacién como biosimetros en la estimacion del riesgo de la exposicién
ocupacional a la radiacion ionizante.

El analisis del tanscriptoma en células de cerebro de ratones expuestos a bajas dosis
de radiacion ionizante ha demostrado que los perfiles de expresion génica de dichas
células sufren variaciones a lo largo de tiempo, identificando genes de respuesta temprana
transitoria (30 minutos post-irradiacion) genes de respuesta mas tardia (4 horas post-
irradiacion) y genes de respuesta temprana cuyos niveles de expresion persisten en el
tiempo [14]. Resultados similares se han obtenido analizando una linea celular humana
derivada de células madre mesenquimales, distinguiéndose genes de respuesta temprana
(1-4 horas) y genes de respuesta tardia (12-24 horas) [13]. En este caso, ademas se
comprobd que los genes de respuesta temprana sufrian variaciones significativas en sus
niveles de expresion después de diferentes exposiciones, todas ellas dentro del rango de
las bajas dosis. Esta dependencia de dosis de los genes de respuesta temprana se ha
demostrado también en células linfoblastoides humanas [11-12]. Este tipo de evidencias
ponen de manifiesto la utilidad que tienen los marcadores genéticos para estimar los
efectos producidos por las exposiciones a bajas dosis de radiacién. Sin embargo, no
existen hasta la fecha ningun estudio en el que que se haya planteado la identificacion de
marcadores genéticos de radiosensibilidad en células linfoides a nivel de todo el genoma,
validacion como biodosimetros para estimar el riesgo de la exposicidon ocupacional a la
radiacion ionizante.
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A.4 Hipétesis de trabajo y objetivos.

La constitucion genética juega un papel muy importante en la respuesta diferencial de
los individuos frente a la exposicién con bajas dosis de radiacion ionizante. Por tanto, la
identificacion de marcadores genéticos que nos permitan determinar la radiosensibilidad
individual en trabajadores expuestos ocupacionalmente a bajas dosis de radiacion
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ionizante es de gran relevancia para la prevencion y proteccién contra los efectos nocivos
de la radiacion sobre la salud, ya que la sensibilidad de las células a la radiacion esta
intimamente relacionada con la predisposicion al cancer. Los factores genéticos que
modulan en cada individuo el riesgo sobre la salud de las exposiciones a bajas dosis de
radiacion ionizante se pueden identificar de manera efectiva mediante un enfoque
experimental integrado basado en el andlisis global del genoma a nivel del ADN, ARN vy
proteinas.
Para demostrar esta hipétesis de trabajo se han planteado los siguientes objetivos:

1. Identificar genes implicados en radiosensibilidad individual a partir de un analisis
in vitro integrado que estudie de manera global los cambios en la expresién génica a nivel
del transcriptoma y del proteoma, asi como las alteraciones en los patrones de metilaciéon
del ADN (epigenoma) en una linea celular de origen linfoide expuesta a bajas dosis de
radiacién ionizante.

2. Validar genes de radiosensibilidad individual mediante un analisis in vivo de
linfocitos de sangre periférica obtenidos a partir de una muestra de trabajadores sanitarios
expuestos ocupacionalmente a bajas dosis de radiacion ionizante, estratificada por sexo,
edad y dosis recibida, para su utilizacion posterior como biomarcadores genéticos en los
procedimientos de proteccion radioldgica.

A.5 Plan de trabajo y metodologias asociadas.
A.5.1 Estrategia general del plan de trabajo.

Nuestra estrategia se centrara en un analisis genético a gran escala utilizando distintas
tecnologias dmicas y las herramientas bioinformaticas necesarias para identificar genes
que respondan diferencialmente a las bajas dosis de radiacion ionizante en una linea
celular linfoblastoide (estudio in vitro) y su validacion en linfocitos de sangre periférica
obtenida de trabajadores sanitarios implicados en procedimientos de diagndstico o
tratamiento médico con radiaciones para definir marcadores de sensibilidad relevantes
para la proteccion radioldgica (estudio in vivo).

Hemos seleccionado como modelo la célula linfoide, ya que combina un fenotipo
sensible a las bajas dosis de radiacion ionizante con la disponibilidad de lineas celulares
linfoblastoides que derivan de linfocitos primarios de individuos sanos. Ademas, el tejido
hematopoyético, a través de los analisis de sangre, tiene un papel importante en los
controles sanitarios preceptivos que se hacen a los trabajadores ocupacionalmente
expuestos a la radiacion.

Las células linfoides seran tratadas con rayos X a una dosis de 0,02 Gy, que es
equivalente al limite maximo de exposicion permitido a los trabajadores ocupacionalmente
expuestos a la radiacion (20 mSv/aio). Paralelamente, se irradiaran las células con una
dosis alta de radiaciéon de 2 Gy para determinar que genes se alteran exclusivamente en
respuesta a las bajas dosis de radiacién ionizante.

A.5.2 Desarrollo del plan de trabajo.

El presente proyecto se desarrollara en tres fases, cada una de ellas con una duracién de
un afo. El plan de trabajo se ha organizado en base a cuatro tareas principales. La tarea 1
sera la fase de generacioén de los datos genéticos a nivel global en el tipo celular seleccionado.
Las células linfoblastoides irradiadas se analizaran a las 4 h después de finalizados los
tratamientos, estudiando a nivel global los cambios en la expresiéon génica (transcriptoma y
proteoma) y en los patrones de fosforilacion de las proteinas (fosfoproteoma) y de metilacién
del ADN (metiloma) en respuesta temprana a la radiacion. La tarea 2 se centrara en el andlisis
bioinformatico de los datos generados por las distintas tecnologias émicas, para construir un
mapa molecular de la respuesta génica a las bajas dosis de radiacién a distintos niveles de
funcionalidad (transcriptoma, proteoma y epigenoma). Este mapa nos permitira identificar
genes de respuesta temprana y tardia a las bajas dosis de radiacion en células linfoides. En
la tarea 3 se llevara a cabo una validacion de los genes de radiosensibilidad identificados,
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seleccionando aquellos que sean mas relevantes desde el punto de vista de la respuesta a la
radiacion, en linfocitos de sangre periférica obtenidos de trabajadores sanitarios expuestos
ocupacionalmente a unas bajas dosis de radiacion, estudiando cambios de expresion (ARN y
proteinas), alteraciones epigenéticas y modificaciones postraduccionales. Sobre estos genes
se llevara un analisis de sus secuencias nucleotidicas para identificar posibles polimorfismos
funcionales. Todos estos datos nos permitiran definir, a nivel genético, biomarcadores de
sensibilidad individual a la radiacién.
A.5.3 Representacion esquematica de las tareas del plan de trabajo.
Taren 1
Zenaracion de los datos Smicos
Teres 2
Ainalisis bicinformaticos de bos datos
DImiCDS
dentificacion genes
radics=nsibilidad
Teres 3
Walidacion in vivo genes
radicesnsibibdad
Biomarcadones g=neticos de
redicsensibilidad individuz] =n
c=lubas linfoides
A.5.4 Descripcion metodolégica de las tareas del plan de trabajo. 3
(]
o
A.5.4.1 Tarea 1. Generacion de los datos dmicos obtenidos de células linfoblastoides g
humanas GM14511 expuestas a dosis bajas de rayos X. o2
o8
a) Sub-tarea 1.1. Irradiacion de células linfoides con 0,1 y 1 Gy de rayos X (UAM) S<
<": 0]
L
Se utilizara un unico vial de células linfoides humanas CD3+ Pan T, derivadas de §‘f‘3
muestra de sangre periférica de una persona sana. Estas células seran irradiadas usando 65
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100 kV de rayos X administrados en una dosis unica de 0,1 Gy o 1 Gy. Paralelamente se
utilizaran células no irradiadas como control. Las distintas condiciones experimentales se
analizaran a las 6h post-irradiacion para evaluar si existen diferencias genéticas en la
respuesta temprana a las bajas dosis. Prepararemos tres replicados para cada dosis a
partir de células con el mismo numero de pases y procedentes del mismo stock pero
crecidas en diferentes dias. Una vez irradiadas, las células se recolectaran y se congelaran
sus pellets. Para llevar a cabo los analisis 6micos correspondientes.

b) Sub-tarea 1.2. Andlisis del transcriptoma (UAB).

Tras la exposicién a radiacion ionizante, las células modulan la expresién de genes
asociados con las respuestas al dafio en el ADN (DDR, DNA Damage Responses) con la
finalidad de prevenir la propagaciéon de mutaciones que pudieran originar inestabilidad
genomica y cancer. Las vias de respuesta al dafio en el ADN dependen de la activacion de
una serie de genes cuyos productos coordinan la parada transitoria del ciclo celular, la
remodelacion de la cromatina y la reparacion de la lesion o, en su defecto, la induccién de
los procesos de apoptosis o senescencia. Si bien la mayor parte de los factores
identificados hasta el momento son proteinas, estudios recientes indican la participacion
de RNAs largos no codificantes (IncRNA) en los procesos de DDR. Por tanto, la
identificacion de nuevos IncRNA que junto a los RNAs que codifican proteinas estan
implicados en las respuestas celulares al dafio inducido en el ADN es importante para
comprender la singularidad de los efectos de las bajas dosis de radiacion.

El analisis del transcriptoma de las células mediante microarrays o micromatrices
proporcionara datos sobre la expresion de decenas de millares de genes codificantes
(mRNA) y no codificantes (IncRNA) regulados por exposiciéon a dosis bajas de radiacion.
Para aplicar esta metodologia de analisis global de la expresién génica se purifica el RNA
total de las distintas muestras mediante tratamiento con Trizol y DNasa y se trabaja con
triplicados técnicos de cada muestra para incrementar la robustez de los resultados. Para
identificar los genes codificantes y no codificantes cuya expresion esta regulada por bajas
dosis de radiacion se hibrida el RNA total de cada muestra (previamente retrotranscrito a
cDNA) en una micromatriz ArrayStar Human LncRNA Expresion v3.0 que lleva unidos un
total de 58.944 sondas de genes que codifican mMRNA (26.109) y IncRNA (30.586). La
micromatriz se utiliza para monitorizar de manera simultanea los niveles de expresion de
miles de genes codificantes y no codificantes. Su funcionamiento consiste, basicamente,
en medir el nivel de hibridacién entre la sonda especifica y la sonda de RNA problema
pasado a cDNA, proporcionando para cada gen un nivel de fluorescencia emitida que es
proporcional a su expresion. Dado que el RNA total de las muestras irradiadas y no
irradiadas habra sido marcado con fluoréforos distintos, la visualizacion de la matriz
permitira detectar los genes que se activan o reprimen en distintas condiciones de
irradiacion. La comparacion de los niveles de cada uno de los RNA proporcionara datos
relevantes acerca de los genes regulados por las bajas dosis de radiacion.

c) Sub-tarea 1.3. Analisis epigendmico de los patrones de metilacion del ADN (UAM).

La metilacién en el carbono 5 de residuos de citosinas (5mC), presentes en las islas
CpG de las regiones reguladoras de los genes, es un mecanismo epigenético usado por
las células para controlar la expresion génica. Los cambios epigenéticos inducidos por la
exposicion a las bajas dosis de radiacion ionizante incluyen tanto variaciones en el nivel
global de metilacion del ADN del genoma como alteraciones en la metilacion del ADN en
las regiones promotoras de genes especificos. Recientemente, se ha demostrado que la
5-hidroximetil citosina (5hmC), un producto de la desmetilacién de la 5mC, juega un papel
importante en la expresioén transcripcional de los genes. Por tanto, en este trabajo
analizaremos los niveles de 5-metil citosina (5mC) y 5-hidroximetil citosina (5hmC) a nivel
genomico para definir los patrones especificos de metilacion del ADN en respuesta a las
bajas dosis de radiacion.

Estudiaremos los niveles de 5mC (o 5hmC) en las regiones promotoras de genes
especificos utilizando la micromatriz «Infinium MethylationEPIC BeadChip (lllumina)
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(Nlumina Inc., San Diego, CA, USA). Esta micromatriz incluye las citosinas presentes en
las regiones promotoras, en 5’UTR, en el primer exén, en el interior de la secuencia
codificante y en 3'UTR, con el fin de proporcionar la vision mas amplia y mas completa del
posible estado de metilacion del ADN a nivel gendémico. La micromatriz de Illumina detecta
la metilacion de citosinas (5mC) en las islas CpG en base al genotipado del ADN genémico
modificado mediante un tratamiento con bisulfito (JDNA). Dicho tratamiento se llevara a
cabo utilizando el «EZ DNA Methylation-Gold kit» (Zymo Research Corp., Irvine, CA, USA).
Tras el tratamiento con bisulfito, las citosinas no metiladas se convierten en uracilo,
mientras que las citosinas no metiladas se mantienen sin cambios. El ensayo interroga los
diferentes genes quimicamente diferenciados utilizando dos sondas especificas de sitio,
una disefiada para el locus metilado y la otra para el locus no metilado. Estas sondas se
utilizan como cebadores para una sintesis de ADN en donde se incorpora un ddNTP
marcado, que posteriormente se tifie con un reactivo de fluorescencia. La micromatriz de
lllumina la utilizaremos también para cuantificar los niveles reales de 5mC y 5hmC. En este
caso utilizaremos el «True Methyl Array kit» (Cambridge Epigenetics Ltd., Cambridge, UK)
que permite la oxidacion selectiva de la 5hmC a 5-formil citosina (5fC). En presencia de
bisulfito, la 5fC y las citosinas no metiladas se transforman en uracilo. Un analisis
comparativo de los resultados obtenidos de la plataforma lllumina a partir de muestras de
ADN tratadas independientemente con los dos kits mencionados nos permitira determinar
los niveles reales de 5mC y 5hmC.

El estudio epigenémico se completara con el analisis de las modificaciones de histonas
a nivel de dos residuos de la histona 3, lisina 4 trimetilada (H3K4me3, marca de activacion
génica) y lisina 9 monometilada (H3K9me1, marca inhibidora).

d) Sub-tarea 1.4. Analisis del proteoma y fosfoproteoma (URV).

Se procedera a la extraccién de las proteinas y a una digestion proteolitica mediante
un procedimiento de transferencia de fase surfactante. Los pellets de las células se
homogenizaran mediante sonicacion en un tampon de lisis y se determinara la
concentracion de proteinas mediante DC protein assay kit (Bio-Rad). Posteriormente se
toma una muestra de 2mg del extracto de proteinas para iTRAQ o 500ug para SRM se
someten a diferentes solventes y acidos hasta conseguir recoger la fase acuosa que
contiene los péptidos.

El enriquecimiento de fosfopéptidos se llevara a cabo mediante cromatografia de
afinidad (Fe-IMAC). Los fosfopéptidos enriquecidos se marcan con iTRAQ4 plex (Applied
Biosystems), siendo una de ellas la de referencia. Estos experimentos nos serviran para
comparar los perfiles de fosforilacion. Por otro lado, los péptidos marcados se fraccionan
mediante HPLC mediante una columna e SCX (Agilent Technology). Los péptidos
fraccionados se analizan mediante LTQ-Orbitrap y LC-SRM y se cuantifican.

e) Hitos de latarea 1.

— H1.1: Compra de las células CD3+ Pan T y cultivo de las mismas en fase de pre-
inmortalizacion (Mes 2) (UAM).

— H1.2: Finalizacion de la irradiacion de las células y recoleccién de las mismas (Mes
4) (UAM).

— H1.3: Finalizacion del envio de todas las muestras (Mes 6) (UAM).

— H1.4: Obtencion de todos los datos 6micos (Mes 18) (UAB, UAM, URV).

A.5.4.2 Tarea 2. Andlisis bioinformatico/bioestadistico de los conjuntos de datos
omicos obtenidos de células linfoides humanas CD3+ Pan T expuestas a dosis bajas de
rayos X

a) Sub-tarea 2.1. Aimacenaje de los datos émicos (UAM).

Los datos dmicos generados en las tareas anteriores se almacenaran en los servidores
compartidos del grupo UAM y ISCIII. La transferencia de archivos entre cliente/servidor se
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realiza siguiendo protocolos sftp que encriptan la sesion de conexion. Ademas cuenta con
un sistema de control de usuario mediante contrasefia y un control de IP (la direccion IP
desde donde se produce la conexion para la transferencia de archivos debe facilitarse
previamente a nuestro administrador, haciendo imposible la conexién desde otro lugar que
no sea el indicado). Por ultimo, el espacio disponible por defecto que se habilita para un
almacenamiento nuevo de datos es de 2TB (pudiéndose ampliar si fuera necesario) y el
software de conexion que se emplea bajo un sistema operativo Windows es el WINSCP o
el Filezilla, ambos gratuitos. Si fuera necesario, se ha desarrollado un manual de conexioén
a los servidores que se puede facilitar para entrenar este proceso.

b) Sub-tarea 2.2. Analisis bioinformatico/bioestadistico de los conjuntos de datos
Omicos (UAM).

Primero se realizara un control de calidad de los datos que implicara la revision de las
muestras analizadas, valores obtenidos en los distintos analisis del transcriptoma,
epigenoma y proteoma, y se valorara la imputacion, recodificacion y seleccién de las
distintas variables recogidas.

En segundo lugar, utilizando herramientas bioinformaticas (librerias «annotate», «GO.
db» de Bioconductor) se llevara a cabo la anotacion de los distintos tipos de datos, asi
como la creacidn de una base de datos integrada de todo el proyecto.

En tercer lugar, se llevaran a cabo los analisis bioestadisticos para identificar las
marcas genéticas a nivel del ARN, metilacion y proteinas individualmente que se ven
moduladas en respuesta a las bajas dosis de radiacion ionizante en las células GM14511.
Para ello se emplearan, entre otras, las funciones recogidas en las librerias «Limmay,
«topGO.dby», «RnBeads», «methyAnalysis» y «methylkit» del proyecto R/Bioconductor. Se
incluiran, ademas, analisis utilizando métodos de «Gene Set Enrichment» (GSEA)
(GSEAPreranked).

c) Sub-tarea 2.3. Analisis integrativos (UAM).

Se llevara a cabo un analisis integrativo del proteoma, transcriptoma y metiloma para
identificar las marcas genéticas, que nivel del ARN, metilacion y proteinas estudiadas en
conjunto, se ven moduladas en respuesta a las bajas dosis de radiacién ionizante en las
células GM14511. La integracion de multiples datos y la construccién de redes funcionales
de genes pueden proporcionar nuevos datos sobre los mecanismos moleculares que
estan operando. Para ello, se valoraran las metodologias descritas por Cabezas-
Wallscheid N et al (Identification of regulatory networks in HSCs and their immediate
progeny via integrated proteome, transcriptome, and DNA methylome analysis.Cell Stem
Cell. 2014 Oct 2;15(4):507-22. doi: 10.1016/j.stem.2014.07.005. Epub 2014 Aug 21),
Pineda S et al (Framework for the Integration of Genomics, Epigenomics and
Transcriptomics in Complex Diseases. Hum Hered. 2015;79(3-4):124-36. doi:
10.1159/000381184. Epub 2015 Jul 28) y Tyekucheva S et al (Integrating diverse genomic
data using gene sets. Genome Biol. 2011; 12(10): R105. Epub 2011/10/25. doi: 10.1186/
gb-2011-12-10-r105).

También, se estudiaran las redes bioldgicas y las vias de sefializacion de las regiones
identificadas en los analisis individuales utilizando entre otras las herramientas
bioinformaticas «Ingenuity Pathway Analysis, DAVID» (https://david.ncifcrf.gov/) y STRING
(http://string-db.org/).

d) Hitos de la tarea 2

— H2.1: Aimacenamiento de datos (Mes 18) (UAM).
— H2.2: Analisis bioinformaticos/bioestadisticos individuales. (Mes 24) (UAM).
— H2.3: Andlisis integrativos (Mes 33) (UAM).
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A.5.4.3 Tarea 3. Identificacion de marcadores de sensibilidad individual a la radiacion.

a) Sub-tarea 3.1. Seleccion y recogida de muestras de trabajadores sanitarios
expuestos ocupacionalmente a bajas dosis de radiacion ionizante (URV).

La seleccion de los sujetos de estudio se realizara de acuerdo a los puestos de trabajo
catalogados como profesionalmente expuestos a radiaciones ionizantes segun el Real
Decreto 783/2001 de 6 julio, por el que se aprueba el Reglamento sobre proteccion
sanitaria contra radiaciones ionizantes (modificado el 26 de julio de 2002, BOE n° 178).
Los sujetos que participaran en este estudio pertenecen todos ellos a un grupo de
trabajadores del Hospital Universitario Sant Joan de Reus expuestos a muy bajas dosis de
radiacién (n = 50). La muestra seleccionada se estratificara posteriormente en diferentes
subgrupos atendiendo a la dosis recibida, el sexo y un rango de edades comprendido
dentro de la edad laboral. Como grupo control se seleccionaran personas no expuestas a
la radiacion (n = 50). Previamente, se obtendra la aprobacién del Comité Etico del Hospital
Universitario Sant Joan de Reus y del personal seleccionado, el preceptivo consentimiento
informado para participar en este estudio.

Se utilizaran linfocitos obtenidos de sangre periférica de los trabajadores sanitarios
seleccionados para la validacion in vivo de la genes de radiosensibilidad identificados en
los estudios in vitro. Estas muestras seran rutinariamente procesadas y crioconservadas,
siguiendo procedimientos experimentales ya establecidos.

b) Sub-tarea 3.2. Validacién de genes de radiosensibilidad en linfocitos de sangre
periférica mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real (UAB).

Una vez analizados mediante herramientas bioinformaticas los resultados del andlisis
del transcriptoma de las células GM14511 se realizara un filirado por «fold change». Ello
permite seleccionar los genes que cambian mas radicalmente su expresién para su
posterior aplicacion como biomarcadores de exposicién en linfocitos de trabajadores
sanitarios expuesto a bajas dosis de radiacion. Previo a su uso como biomarcadores
deben comprobarse los cambios identificados en las micromatrices mediante ensayos de
expresion de genes individuales. Esta validacidon se realiza mediante PCR cuantitativa
(QRT-PCR), en la que se emplea para cada gen cDNA (obtenido por retrotranscripcion del
ARN total) que actia de molde, un par de cebadores especificos, desoxinucleétidos
trifosfato y una enzima ADN polimerasa estable que cataliza la reaccion de amplificacion
del RNA problema (convertido a cDNA). Se afiade a todo ello una sustancia marcada con
un fluoréforo que, en un termociclador dotado de sensores para medir la fluorescencia, al
ser excitado con luz de longitud de onda adecuada, nos permitira medir la tasa de
generacion del producto especifico. Esta medida se realizara después de cada ciclo de
amplificacion proporcionando una estimacion de la cantidad inicial de RNA problema, que
es inversamente proporcional al nimero de ciclos de PCR necesarios para obtener una
cantidad detectable de producto.

Una vez validados en la linea celular CD3+ Pan T los genes candidatos cuya expresion
cambia de manera mas significativa en células irradiadas, se analizaran estos mismos
candidatos en muestras de ARN de linfocitos de sangre periférica de trabajadores
sanitarios a fin de detectar diferencias interindividuales.

c) Sub-tarea 3.3. Validacion de genes de radiosensibilidad en linfocitos de sangre
periférica mediante modificacién del ADN con bisulfito y pirosecuenciacion (UAM).

Los datos obtenidos del metiloma en células CD3+ Pan T que muestren una variacion
mas relevante en los niveles de metilacion del ADN seran posteriormente validados
mediante la modificacion del ADN con bisulfito y pirosecuenciacion. Las marcas
epigenéticas validadas seran objeto de un segundo analisis, esta vez, en muestras de
linfocitos de sangre periférica de trabajadores sanitarios para determinar si existen
variaciones inter-individuales en los patrones de metilacién del ADN.
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d) Sub-tarea 3.4. Validacion de genes de radiosensibilidad en linfocitos de sangre
periférica mediante Western blot o SRM (URV).
Después de la identificacion de potenciales biomarcadores, los datos obtenidos del
proteoma seran posteriormente validados mediante Western Blotting o ELISA y/o mediante
la comparacion entre los métodos de espectrometria de masas de proteinas y péptidos
(SRMiiTRAQ) en células CD3+ Pan T. Las marcas validadas seran objeto de un segundo
analisis en muestras de sangre periférica de trabajadores sanitarios.
Parametros
fenotipicos
jalel ielsielelele]
000000 Q00
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Ce0000000
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O00000000
e) Sub-tarea 3.5 Identificacion de polimorfismos funcionales en genes de
radiosensibilidad candidatos (UAM).
Una vez analizados los perfiles de expresion transcripcional y proteica, asi como los
patrones de metilacion del ADN en los genes de radiosensibilidad candidatos,
procederemos a la pirosecuenciacion de dichos genes con el fin de identificar posibles
variantes alélicas funcionales. Con ello, se completaria el analisis de los genes de
radiosensibilidad a nivel de la propia secuencia nucleotidica.
f) Hitos de la tarea 3.
— H3.1: Seleccion y estratificacion de la poblacion problema (Mes 19) (URV).
— H3.2: Recogida de linfocitos de sangre periférica de la muestra problema (Mes 21)
(URV).
— H3.3: Validacion funcional de genes de radiosensibilidad en linfocitos de sangre
periférica (Mes 32) (UAB, UAM, URV).
— H3.4: Identificacion de polimorfismos funcionales en genes de radiosensibilidad
(Mes 32) (UAM). ]
A.5.5 Tablas descriptivas de las distintas tareas: Ié
Fecha de inicio de la actividad: Mes 1. Fecha de finalizacion de la actividad: Mes 18. g:a
Tarea 1: Generacion de datos 6micos en células linfoides CD3+ Pan T irradiadas. 8 g
52
Ow
22
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Objetivos:

* Irradiar células CD3+ Pan T, derivadas de un unico vial, a dos dosis de rayos X.

» Obtener tres replicados biolégicos a las 4h post-irradiacion de cada situacion
experimental.

* Llevar a cabo analisis Gmicos en los tres replicados a los distintos tiempos para cada
situacion experimental.

* Generar los datos 6micos para su analisis bioinformatico (tarea 2).

Descripcion:

» Sub-tarea 1.1. Irradiacion de células CD3+ Pan T a 0,1 Gy y 1 Gy (UAM).

* Sub-tarea 1.2. Analisis del transcriptoma (UAB).

* Sub-tarea 1.3. Analisis epigendmico de los patrones de metilacion del ADN y
modificacion de histonas (UAM).

* Sub-tarea 1.4. Analisis del proteoma y fosfo-proteoma (URV).

Resultados previstos:
R1. Datos dmicos para cada dosis y tiempo en cada situacion experimental (Mes 18).

Fecha de inicio de la actividad: Mes 12. Fecha de finalizacién de la actividad: Mes 33.
Tarea 2: Analisis bioinformatico/bioestadistico de los conjuntos de datos dmicos
obtenidos de células CD3+ Pan T irradiadas.

Objetivos:

» Almacenar de manera segura los datos émicos.

* Realizar un analisis bioinformatico/bioestadistico de manera individual de cada
conjunto de datos émicos.

* Llevar a cabo un analisis bioinformatico/bioestadistico de manera colectiva de todos
los conjuntos de datos 6micos.

* Integrar los conjuntos de datos dmicos en redes y rutas de sefalizacion.

Descripcion:

* Sub-tarea 2.1. Almacenaje de los distintos datos 6micos (UAM).
» Sub-tarea 2.2. Analisis bioinformatico/bioestadistico datos 6micos (UAM).
» Sub-tarea 2.3. Analisis bioinformatico/bioestadistico integrado (UAM).

Resultados previstos:

R2. Integracion de datos dmicos mostrando redes y rutas de senalizacién relevantes
alteradas en respuesta a las bajas dosis de radiacion en células linfoides (Mes 33).

Fecha de inicio de la actividad: Mes 18. Fecha de finalizacion de la actividad: Mes 36.
Tarea 3: Identificacidon de marcadores de sensibilidad individual a la radiacion.

Objetivos:

* ldentificar genes de radiosensibilidad individual mediante un analisis in vivo de
linfocitos de sangre periférica obtenidos a partir de una muestra de trabajadores sanitarios
expuestos ocupacionalmente a bajas dosis de radiacion.

Descripcion:

» Sub-tarea 31. Seleccion y recogida de muestras de trabajadores sanitarios expuestos
ocupacionalmente a bajas dosis de radiacion ionizante (URV).

» Sub-tarea 3.2. Analisis transcripcional de genes de radiosensibilidad en linfocitos de
sangre periférica (UAB).
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* Sub-tarea 3.3. Estudio de los patrones de metilacion del ADN de genes de
radiosensibilidad en linfocitos de sangre periférica (UAM).

» Sub-tarea 3.4. Analisis de expresion proteica de radiosensibilidad en linfocitos de
sangre periférica (URV).

Resultados previstos.

R1. Identificacion de marcadores genéticos de radiosensibilidad individual en células
linfoides humanas (Mes 36).

A.5.6 Cronograma del plan de trabajo.

Tareas 36
Tarea 1

Subtarea 1.1

Subtarea 1.2

Subtarea 1.3

Subtarea 1.4

Tarea 2

Subtarea 2.1

Subtarea 2.2

Subtarea 2.3 _

Tareas ]
Subtarea 3.1

Subtarea 3.2

Subtarea 3.3 _
Subtarea 3.4 _

A.6 Descripcion de los grupos participantes.
A.6.1 Participante n.° 1.

Grupo de Genética y Biologia Molecular del Cancer (GGBMC), Dpto de Biologia
Celular e Inmunologia, Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa-Universidad Auténoma
de Madrid (CBMSO-UAM).

Descripcidn del grupo participante:

El Centro de Biologia Molecular «Severo Ochoa» (CBMSO) fue fundado en 1975 como
un centro mixto entre la Universidad Auténoma de Madrid (UAM) y el Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC). En él trabajan varios de los grupos mas activos en el
campo de la genética y la biologia molecular en Espafa. El CBMSO también juega un
papel importante en la formacién de jévenes investigadores. En los ultimos 15 afios el
GGBMC ha generado varios modelos de raton para identificar genes supresores de
tumores y genes de resistencia/ susceptibilidad al cancer implicados en el desarrollo de los
linfomas timicos inducidos por los rayos gamma (gRITL) en el marco de proyectos
nacionales e internacionales. El uso de hibridos F1 entre cepas de ratén sensibles a los
gRITLs (RF, C57BL/6, BALB/c) nos permitié demostrar la participacion, entre otros, de p15,
p16, p73 y Pten, que se inactivan por deleciones y/o los cambios epigenéticos. También
demostramos, en colaboracion con el Dr. M Esteller (CNIO), que Cdh1 y Cdh2 se inactivan
epigenéticamente en las células del estroma del timo. Recientemente, hemos identificado,
en colaboracion con el Dr. M Malumbres, (CNIO), 41 microRNAs con expresién reducida
en los gRITL. Uno de ellos (miR203) controla la expresién de dos oncogenes importantes
(Abl 'y Bcer) en el desarrollo de los linfomas. Utilizando cepas de ratones consémicos y
congénicos interespecificos generadas entre la cepa resistente a gRITL SEG/Pas y la
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sensible C57BL/6, por los Dres. JL Guenet y X Montagutelli (Instituto Pasteur) en el marco
de un proyecto colaborativo, se demostré que el gen Anxa1 juega un papel importante en
la induccidn de la resistencia a los gRITLs en las células estromaticas del timo. En el
marco de un proyecto financiado por el Consejo de Seguridad Nuclear, hemos estudiado
la respuesta radioadaptativa en un modelo in vivo de ratéon demostrando un efecto genético
diferencial de dicha respuesta en ambos sexos en el que esta implicado, entre otros, un
gen supresor de tumores muy importante como es Trp53.

Papel en el proyecto del grupo participante:

El grupo de la UAM contribuira al proyecto como coordinador cientifico.
Experimentalmente nos implicaremos en la sub-tarea 1.1, donde realizaremos los cultivos
celulares y procederemos a la irradiacién de las células para su distribucion entre los
participantes para su analisis 6mico. La UAM sera responsable de los analisis del
epigenoma en células GM14511 irradiadas y en muestras obtenidas de los trabajadores
expuestos ocupacionalmente a la radiacién (sub-tarea 1.2 y sub-tarea 3.3)

Miembros del grupo participantes en el proyecto:

Javier Santos (Prof. titular Genética) sera el IP del grupo UAM. Ha participado
activamente en proyectos de | + D financiados por EURATOM. Es el representante de la
UAM en MELODI y también participa como IP del equipo en un proyecto financiado por
Consejo de Seguridad Nuclear (CSN). Los estudios de metilacion se llevaran a cabo bajo
la supervision de José Fernandez-Piqueras (Catedratico Genética), director del laboratorio
y lider del grupo de Genética del Cancer en el CBMSO. Tiene experiencia como IP en
numerosos proyectos financiados por el Plan Nacional, cuyos objetivos son el estudio de
los mecanismos genéticos y epigenéticos responsables de la induccion de los gRITLs.
Pilar Lépez-Nieva (PhD senior) colaborara en los estudios de metilaciéon del ADN. Ella
tiene experiencia en este campo ya que trabajé durante mas de cinco afios en uno de los
grupos epigenéticos lideres en el mundo bajo la direccion del Dr. Esteller.

La Dra. Iria Gonzalez Vasconcellos con amplia experiencia en el analisis epigenéticod
e histonas realizara el estudio de las modificaciones de histons propuestas.

Los analisis informaticos contaran con el asesoramiento del Dr, Pablo Fernandez
Navarro (CIBERESP), que cuenta con experiencia tanto el campo de la Epidemiologia
Ambiental (estudios geograficos y de mortalidad por cancer y enfermedades cardio-
respiratatorias utilizando registros individuales y poblacionales) como en el de la
Epidemiologia Genética (Identificacion de genes de susceptibilidad en cancer de mama,
en linfomas linfoblasticos T humanos y de ratén inducidos por radiacién gamma, densidad
mamografica y de resistencia a drogas en trastornos psiquiatricos mayores a partir de
datos genoémicos).

Publicaciones recientes relevantes para el proyecto:

— Lopez-Nieva et al (2015) Transcriptomic analysis reveals sex-specific differences in
the expression of Dcl1 and Fis1 genes in the radio-adaptive response of thymocytes to
Trp53-mediated apoptosis. BMC Genomics. Submitted: GICS-D-15-01148.

— Roncero e t al (2015). Contribution of JAK2 mutations to T-cell lymphoblastic
lymphoma development. Leukemia doi 10.1038/leu.2015.202.

— Gonzalez-Gugel et al (2013). Down-regulation of specific miRNAs enhances
expression of the gene Smoothened and contributes to T-cell lymphoblastic lymphoma
development. Carcinogenesis 34: 902-8.

— Lépez-Nieva et al (2012). EPHA7, a new target gene for 6q deletion in T-cell
lymphoblastic lymphomas. Carcinogenesis 33: 452-8.

— Bueno et al. (2011).Combinatorial effects of microRNAs to suppress the Myc
oncogenic pathway. Blood 117: 6255-66.
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— Santos et al (2010). The stromal gene encoding the CD274 antigen as a genetic
modifier controlling survival of mice with gamma-radiation-induced T-cell lymphoblastic
lymphomas. Oncogene 29: 5265-73.

— Santos et al (2009). A role for stroma-derived annexin A1 as mediator in the control
of genetic susceptibility to T-cell lymphoblastic malignancies through prostaglandin E2
secretion. Cancer Res 69: 2577-87.

— Fernandez-Navarro P, Gonzalez-Neira A, Pita G, Diaz-Uriarte R, Tais Moreno L,
Ederra M, Pedraz-Pingarron C, Sanchez-Contador C, Vazquez-Carrete JA, Moreo P, Vidal
C, Salas-Trejo D, Stone J, Southey MC, Hopper JL, Pérez-Gémez B, Benitez J, Pollan M.
Genome wide association study identifies a novel putative mammographic density locus at
1912-g21. Int J Cancer. 2015 May 15;136(10):2427-36. doi: 10.1002/ijc.29299.

— Lindstrém S, Thompson DJ, Paterson AD, Li J, Gierach GL, Scott C, Stone J,
Douglas JA, dos-Santos-Silva I, Fernandez-Navarro P, Verghase J, Smith P, Brown J,
Luben R, Wareham NJ, Loos RJ, Heit JA, Pankratz VS, Norman A, Goode EL, Cunningham
JM, deAndrade M, Vierkant RA, Czene K, Fasching PA, Baglietto L, Southey MC, Giles
GG, Shah KP, Chan HP, Helvie MA, Beck AH, Knoblauch NW, Hazra A, Hunter DJ, Kraft P,
Pollan M, Figueroa JD, Couch FJ, Hopper JL, Hall P, Easton DF, Boyd NF, Vachon CM,
Tamimi RM. Genome-wide association study identifies multiple loci associated with both
mammographic density and breast cancer risk. Nat Commun. 2014 Oct 24;5:5303.

— Li J, Foo JN, Schoof N, Varghese JS, Fernandez-Navarro P, Gierach GL, Quek ST,
Hartman M, Nord S, Kristensen VN, Pollan M, Figueroa JD, Thompson DJ, Li Y, Khor CC,
Humphreys K, Liu J, Czene K, Hall P. Large-scale genotyping identifies a new locus at
22q13.2 associated with female breast size. J Med Genet. 2013 Oct;50(10):666-73.

A.6.2 Participante n.° 2.

Grupo de Integridad Genomica (GIG), Departamento de Biologia Cellular, Fisiologia e
Inmunologia. Universidad Autbnoma de Barcelona (UAB).

Descripcion del grupo participante:

El equipo de investigacion Genome Integrity de la UAB (GIG) ha publicado en revistas
cientificas de 1er decil i 1er cuartil en las areas de Genética y Herencia, Toxicologia,
Oncologia y Gerontologia y Geriatria. Los resultados de este equipo han contribuido a la
comprension de los mecanismos de inestabilidad gendmica dependiente de disfuncion
telomérica, que se reconoce como un importante factor promotor de la tumorigénesis en
humanos. Los estudios llevados a cabo por este equipo de investigacion demuestran que
el comportamiento mitético de los puentes de cromatina originados por la fusion de
cromosomas con telémeros erosionados determina los distintos tipos de anomalias
generadas en células premalignas. Estudios llevados a cabo en este laboratorio
demuestran que los puentes que resisten la tension del huso mitético sin romperse originan
fenémenos de tetraploidizacion y segregacion anémala de los cromosomas. Por su parte,
la rotura de los puentes origina translocaciones desequilibradas y amplificacion génica. La
presencia de teldmeros excesivamente cortos en las células provoca ademas una mayor
radiosensibilidad, que puede contribuir al aumento de la radiosensibilidad que se observa
con la edad. En un estudio reciente, el equipo de investigacion demuestra que las dosis
recibidas por la mama tras una sola exploracion mamografica inducen un aumento
significativo en la frecuencia de roturas de doble cadena de DNA en las células epiteliales
mamarias envejecidas, pero no en las jévenes. Ello se debe a que las células envejecidas
poseen vias de respuesta al dafio en el DNA menos eficaces que las jéovenes. Estudios
previos de este equipo de investigacion demuestran también la importancia de una
deteccion rapida y completa de las lesiones presentes para mantener la integridad del
genoma. Tanto las anomalias en la cinética de respuesta al dafio en el DNA como la
deteccion incompleta de las lesiones se traduce en una elevada radiosensibilidad e
inestabilidad del genoma de las células. Ademas, este equipo de investigacion ha
contribuido a comprender la importancia del ambiente en el que se producen las lesiones:
las lesiones que han quedado secuestradas en los micronucleos son incapaces de reclutar
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de manera eficiente las proteinas necesarias para su reparaciéon. Los micronucleos, que
se habian considerado hasta hace poco indicadores de inestabilidad gendmica, emergen
ahora como una fuente de inestabilidad al mismo tiempo.

Papel en el proyecto del grupo participante:

El grupo de la UAB sera responsable de la sub-tarea 1.2, donde realizaremos el
analisis del transcriptoma del modelo experimental. La UAB participara ademas en la
validacién de los candidatos identificados y en los analisis del transcriptoma en las
muestras obtenidas de los trabajadores expuestos ocupacionalmente a la radiacion (sub-
tarea 3.2).

Miembros del grupo participantes en el proyecto:

Anna Genesca (Catedratica de area Biologia Celular) sera el IP del grupo UAB. Ha
participado activamente en proyectos de | + D financiados por EURATOM, habiendo sido
work package leader o investigador principal en un total de 6 proyectos europeos en el 3°,
4°,5° 6°y 7° Programa Marco. En cuanto a la financiacion nacional, ha sido investigadora
principal de cinco proyectos de investigacion del Consejo de Seguridad Nuclear y de tres
proyectos del Programa Acciones Especiales del Ministerio de Educaciéon y Ciencia y
similares. Es el representante de la UAB en MELODI. Mariona Terradas (investigadora
posdoctoral) y Marta Martin (Profesora Titular Interina del area Biologia Celular)
participaran en los estudios de transcriptoma y los estudios funcionales de los nuevos
genes relevantes en la respuesta a bajas dosis de radiacion. Tienen experiencia en este
campo ya que han participado en el proyecto Dark Risk: Studies on a cohort of Serbian
children exposed to x-irradiation to determine the contribution of the non-coding genome to
susceptibility at low doses.

Publicaciones mas relevantes para el Proyecto:

— Dominguez D, Feijoo P, Bernal A, Ercilla A, Agell N, Genesca A, Tusell L. Centrosome
aberrations in human mammary epithelial cells driven by cooperative interactions between
p16INK4a deficiency and telomere-dependent genotoxic stress. Oncotarget. 2015 Sep
29;6(29):28238-56.

— Russo A, Pacchierotti F, Cimini D, Ganem NJ, Genesca A, Natarajan AT, Pavanello
S, Valle G, Degrassi F. Genomic instability: Crossing pathways at the origin of structural
and numerical chromosome changes. Environ Mol Mutagen. 2015 Aug;56(7):563-80.

— Hernandez L, Terradas M, Camps J, Martin M, Tusell L, Genesca A. Aging and
radiation: bad companions. Aging Cell. 2015 Apr;14(2):153-61.

— Martin M, Terradas M, Hernandez L, Genesca A. yH2AX foci on apparently intact
mitotic chromosomes: not signatures of misrejoining events but signals of unresolved DNA
damage. Cell Cycle. 2014;13(19):3026-36.

— Feijoo P, Dominguez D, Tusell L, Genesca A. Telomere-dependent genomic
integrity: evolution of the fusion-bridge-breakage cycle concept. Curr Pharm Des.
2014;20(41):6375-85.

— Hernandez L, Terradas M, Martin M, Tusell L, Genesca A. Highly sensitive automated
method for DNA damage assessment: gamma-H2AX foci counting and cell cycle sorting.
Int J Mol Sci. 2013 Jul 30;14(8):15810-26.

— Hernandez L, Terradas M, Martin M, Feijoo P, Soler D, Tusell L, Genesca A.
Increased mammogram-induced DNA damage in mammary epithelial cells aged in vitro.
PLoS One. 2013 May 7;8(5):€63052.

— Terradas M, Martin M, Hernandez L, Tusell L, Genesca A. Is DNA damage response
ready for action anywhere? Int J Mol Sci. 2012;13(9):11569-83.

— Frias C, Pampalona J, Genesca A, Tusell L. Telomere dysfunction and genome
instability. Front Biosci (Landmark Ed). 2012 Jun 1;17:2181-96.
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— Pampalona J, Frias C, Genesca A, Tusell L. Progressive telomere dysfunction
causes cytokinesis failure and leads to the accumulation of polyploid cells. PLoS Genet.
2012;8(4):e1002679.

— Martin M, Terradas M, Tusell L, Genesca A. ATM and DNA-PKcs make a
complementary couple in DNA double strand break repair. Mutat Res. 2012; 751:29-35.

— Terradas M, Martin M, Hernandez L, Tusell L, Genesca A. Nuclear envelope defects
impede a proper response to micronuclear DNA lesions. Mutat Res. 2012 Jan 3;729(1-
2):35-40.

— Genesca A, Pampalona J, Frias C, Dominguez D, Tusell L. Role of telomere
dysfunction in genetic intratumor diversity. Adv Cancer Res. 2011;112:11-41.

— Tusell L, Pampalona J, Soler D, Frias C, Genesca A. Different outcomes of telomere-
dependent anaphase bridges. Biochem Soc Trans. 2010 Dec;38(6):1698-703.

— Terradas M, Martin M, Tusell L, Genesca A. Genetic activities in micronuclei: is the
DNA entrapped in micronuclei lost for the cell? Mutat Res. 2010 Jul-Sep;705(1):60-7.

— Pampalona J, Soler D, Genesca A, Tusell L. Whole chromosome loss is promoted by
telomere dysfunction in primary cells. Genes Chromosomes Cancer. 2010 Apr;49(4):368-78.

— Pampalona J, Soler D, Genesca A, Tusell L. Telomere dysfunction and chromosome
structure modulate the contribution of individual chromosomes in abnormal nuclear
morphologies. Mutat Res. 2010 Jan 5;683(1-2):16-22.

A.6.3 Participante n.° 3.

Grupo de Toxicologia y Salud Mediambiental (TecnATox), Unidad de Investigacién de
Lipidos y Arteriosclerosis (URLA) de la facultad de Medicina y Ciencias de la Salud, y el
Grupo de investigacion de oncologia radioterapica (GIOR) del Hospital Universitario Sant
Joan de Reus, Universidad Rovira i Virgili (URV).

El grupo de la URV participara en este proyecto con cientificos TecnATox y URLA.
TecnATox, el laboratorio de Toxicologia y Salud Mediambiental fue uno de los primeros
grupos de Europa en abordar el risk assessment en salud humana, derivado de la
exposicion a agentes ambientales. Durante mas de 30 afios, se han llevado a cabo
diferentes estudios para valorar los efectos sistémicos debido a bajas dosis de radiacion y
toxicos mediambientales. Ademas se estan llevando a cabo diversos estudios en los que
se relacionan diferentes patologias con los efectos fisicos y quimicos de las radiaciones
tanto externas como internas. Estos grupos han colaborado en el estudio del impacto de
Chernobil en Catalufia. URV ha participado en diversos proyectos de EURATOM, siendo
los mas recientes CEREBRAD y SOPRANO. Ademas forma parte de las plataformas
MELODI y OPERRA. La URV cre6 el Centro de Ciéncias Omicas (COS), centro
especializado en técnicas metabolomicas, proteomicas, transcriptomicas, y genémicas.

URV (TecnATox-URLA) tienen experiencia en regulacion epigenética y dentro del
proyecto sera responsable de la sub-tarea 1.4, donde se realizara el analisis del proteoma
y fosfo-proteoma de las muestras generadas, de la sub-tarea 3.1, donde se seleccionaran
y obtendran muestras de trabajadores sanitarios expuestos ocupacionalmente a bajas
dosis de radiacién, subtarea 3.4 donde se validaran los genes radiosensibles de sangre
periférica.

Miembros del grupo participantes en el proyecto:

Victoria Linares Vidal (Profesora Agregada de Fisiologia) sera la IP del grupo URV. Ha
llevado a cabo diversos estudios para determinar los mecanismos implicados en los
efectos cancerigenos y no cancerigenos debido a la exposicion a radiaciones externas y
internas. En la actualidad es la representante de la URV en MELODI y OPERRA. Ha
participado en proyectos de | + D financiados por EURATOM, habiendo sido work package
leader o investigador principal en varios de ellos. Montserrat Bellés es profesora Titular de
Fisiologia. Sus principales lineas de trabajo son el estudio de los efectos in vivo de
radionucleidos a nivel sistémico. Joan Carles Vallvé es un investigador con una amplia
experiencia como responsable de grupo y como IP en numerosos proyectos financiados
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por el Plan Nacional, cuyos objetivos son el estudio de los mecanismos genéticos y
epigenéticos a nivel cardiovascular. Tiene una amplia experiencia en las ciencias émicas.

Publicaciones mas relevantes para el Proyecto:

— Serra N, Rosales R, Masana L, Vallvé JC. Simvastatin Increases Fibulin-2 Expression
in Human Coronary Artery Smooth Muscle Cells via RhoA/Rho-Kinase Signaling Pathway
Inhibition. PLoS One. 2015 Jul 24;10(7):e0133875.

— Ibarretxe D, Girona J, Plana N, Cabré A, Heras M, Ferré R, Merino J, Vallvé JC,
Masana L. FABP4 plasma concentrations are determined by acquired metabolic
derangements rather than genetic determinants. Nutr Metab Cardiovasc Dis. 2015
Sep;25(9):875-80.

— Guardiola M, Vallvé JC, Zaina S, Ribalta J. [Epigenetics in atherosclerosis]. Clin
Investig Arterioscler. 2015 Jun 15. pii: S0214-9168(15)00054-6.

— Echeverria P, Guardiola M, Gonzalez M, Vallvé JC, Bonjoch A, Puig J, Clotet B,
Ribalta J, Negredo E. Association between polymorphisms in genes involved in lipid
metabolism and immunological status in chronically HIV-infected patients. Antiviral Res.
2015 Feb;114:48-52.

— Guardiola M, Oliva I, Guillaumet A, Martin-Trujillo A, Rosales R, Vallvé JC, Sabench
F, Del Castillo D, Zaina S, Monk D, Ribalta J. Tissue-specific DNA methylation profiles
regulate liver-specific expression of the APOA1/C3/A4/A5 cluster and can be manipulated
with demethylating agents on intestinal cells. Atherosclerosis. 2014 Dec;237(2):528-35.

— Vallvé JC, Serra N, Zalba G, Fortufio A, Beloqui O, Ferre R, Ribalta J, Masana L.
Two variants in the fibulin2 gene are associated with lower systolic blood pressure and
decreased risk of hypertension. PLoS One. 2012;7(8):e43051.

— Guardiola M, Alvaro A, Vallvé JC, Rosales R, Sola R, Girona J, Serra N, Duran P,
Esteve E, Masana L, Ribalta J. APOA5 gene expression in the human intestinal tissue and
its response to in vitro exposure to fatty acid and fibrate. Nutr Metab Cardiovasc Dis. 2012
Sep;22(9):756-62.

— Alvaro A, Rosales R, Masana L, Vallvé JC. Polyunsaturated fatty acids down-regulate
in vitro expression of the key intestinal cholesterol absorption protein NPC1L1: no effect of
monounsaturated nor saturated fatty acids. J Nutr Biochem. 2010 Jun;21(6):518-25.

— Horra A, Salazar J, Ferré R, Vallvé JC, Guardiola M, Rosales R, Masana L, Ribalta
J. Prox-1 and FOXC2 gene expression in adipose tissue: A potential contributory role of the
lymphatic system to familial combined hyperlipidaemia. Atherosclerosis. 2009
Oct;206(2):343-5.

— Alvaro A, Sola R, Rosales R, Ribalta J, Anguera A, Masana L, Vallvé JC. Gene
expression analysis of a human enterocyte cell line reveals downregulation of cholesterol
biosynthesis in response to short-chain fatty acids. IUBMB Life. 2008 Nov;60(11):757-64.

— Bellés M, Heredia L, Llovet MI, Linares V. Brain development behavioural effects
after internal (137)cesium exposure. GD12 vs postnatal. Int J Dev Neurosci. 2015
Dec;47(PtA):29.

— Bellés M, Heredia L, Llovet I, Linares V. Neurocognitive effects of exposure to low-
dose internal radiation and paraquat in developing offspring mice. Int J Dev Neurosci. 2015
Dec;47(PtA):29.

— Bellés M, Heredia L, Llovet MI, Linares V. Brain development behavioural effects
after internal (137)cesium exposure. GD12 vs postnatal. Int J Dev Neurosci. 2015
Dec;47(PtA):29.

— Bellés M, Heredia L, Llovet I, Linares V. Neurocognitive effects of exposure to low-
dose internal radiation and paraquat in developing offspring mice. Int J Dev Neurosci. 2015
Dec;47(PtA):29.

— Linares V, Bellés M, Domingo JL. Human exposure to PBDE and critical evaluation
of health hazards. Arch Toxicol. 2015 Mar;89(3):335-56.

— Heredia L, Bellés M, Llovet MI, Domingo JL, Linares V. Neurobehavioral effects of
concurrent exposure to cesium-137 and paraquat during neonatal development in mice.
Toxicology. 2015 Mar 2;329:73-9.
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— Bellés M, Linares V, Perell6 G, Domingo JL. Human dietary exposure to uranium in
catalonia, Spain. Biol Trace Elem Res. 2013 Apr;152(1):1-8.

— Arenas M, Montero A, de Las Pefias MD, Algara M. The position and current status
of radiation therapy after primary systemic therapy in breast cancer: a national survey-
based expert consensus statement. Clin Transl Oncol. 2015 Sep 14. [Epub ahead of print]

— Arenas M, Sabater S, Hernandez V, Rovirosa A, Lara PC, Biete A, Panés J. Anti-
inflammatory effects of low-dose radiotherapy. Indications, dose, and radiobiological
mechanisms involved. Strahlenther Onkol. 2012 Nov;188(11):975-81.

— Arenas M, Gil F, Gironella M, Hernandez V, Biete A, Piqué JM, Panés J. Time course
of anti-inflammatory effect of low-dose radiotherapy: correlation with TGF-beta(1)
expression. Radiother Oncol. 2008 Mar;86(3):399-406. Epub 2007 Nov 26.

— Arenas M, Gascon M, Rovirosa A, Hernandez V, Riu F, Loépez I, Montero A, Sabater
S. The effect of lymphadenectomy and radiotherapy on recurrence and survival in
endometrial carcinoma. Experience in a population reference centre. Rep Pract Oncol
Radiother. 2014 Oct 14;20(1):50-6.

A.7 Beneficios del proyecto, difusiéon y explotacion de los resultados.
A.7.1 Beneficios esperables del desarrollo del proyecto.

La constituciéon genética de un individuo es un factor que puede modificar el riesgo
sobre la salud de las exposiciones a las bajas dosis de radiacion y siguen a la espera de
que se identifiquen con exactitud los mecanismos moleculares que estan detras de la
susceptibilidad genética a la radiacién. Las tecnologias émicas han aportado mucha
informacion a nivel genético sobre la respuesta celular a las exposiciones con dosis bajas
de radiacion. Sin embargo, este tipo de analisis ha puesto de manifiesto una gran
variabilidad en dicha respuesta dependiendo de cual haya sido el tipo celular examinado.
Por tanto, un analisis centrado en un unico tipo celular que integre los datos generados por
dichas tecnologias a nivel del ADN, ARN y proteinas resulta una aproximacion experimental
idonea que puede contribuir a un mejor conocimiento de las bases genéticas de la
radiosensibilidad. Nuestro proyecto propone por primera vez llevar a cabo un analisis
genético a gran escala que integre los datos obtenidos del andlisis transcriptomico,
protedmico y epigendémico en un unico tipo celular de origen linfoide. Los resultados que
se obtengan en este proyecto nos daran una visién integradora de la respuesta de las
células linfoides a las bajas dosis de radiacion.

Hoy en dia, las diferencias individuales en el riesgo sobre la salud de las exposiciones
a las bajas dosis de radiacion no estan contempladas en los sistemas actuales de
proteccion radiolégica. Esto solo puede cambiar cuando se conozcan mejor los
mecanismos responsables de la radiosensibilidad individual y se puedan disponer de
marcadores genéticos que permitan evaluar de manera fiable en cada individuo el riesgo
sobre la salud de las bajas dosis de radiacion. Este proyecto pretende dar un primer paso
hacia la incorporacién de marcadores genéticos como biodosimetros en la evaluacion del
riesgo de los trabajadores expuestos ocupacionalmente a las bajas dosis de radiacion, y
la inclusion de la radiosensibilidad individual en los programas de proteccién radioldgica.

A.7.2 Difusidn y explotacion de los resultados.

El nivel de nuestras publicaciones internacionales seria nuestro mejor aval y nuestra
incorporacion a MELODI y al proyecto Europeo SOPRANO garantizan foros adecuados de
discusion y difusiéon de los resultados.

A.8 Contribucion del proyecto al plan estratégico de I+D del Consejo de Seguridad
Nuclear (CSN).

El presente proyecto se ajusta perfectamente a las actividades de promocioén de la
investigacion del CSN en el campo la proteccion radioldgica, contempladas en sus planes
estratégicos de 1+D. El retorno fundamental de las actividades de 1+D del CSN es la
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obtencidn de conocimiento que contribuya al mejor desarrollo de las labores de evaluacion
e inspeccion que dicho organismo tiene asignadas. En este sentido, nuestra propuesta
aportaria al CSN nuevos conocimientos sobre los efectos genéticos de las exposiciones a
las bajas dosis de radiacion, asi como informacion de primera mano sobre la existencia de
marcadores genéticos de radiosensibilidad. La identificacion de biomarcadores genéticos
de radiosensibilidad es un hecho de gran relevancia por cuanto ayudaria a potenciar los
protocolos de proteccion radiolégica que actualmente se vienen aplicando. Por tanto, con
una minima sinergia el CSN tendria un importante retorno de las actividades desarrolladas
por el proyecto.

Por otro lado, las instituciones participantes en el proyecto participamos de manera
activas en las iniciativas promovidas por la Comision Europea en el marco del programa
EURATOM a través de proyectos de investigacion competitivos (DARK RISC y SOPRANO).
Este seria otro retorno importante para el CSN al promover programas de investigacion a
nivel nacional complementarios a los de la Comisién Europea. La idea de una
cofinanciacion de programas europeas en el campo de las bajas dosis de radiacion es uno
de los pilares en los se apoya el programa Horizonte 2020 en el campo de la proteccién
radioldgica. Dicho programa establece la necesidad de promover y mantener programas
de investigacién en radioproteccion. Por lo tanto la sinergia establecida entre nuestro
proyecto y el CSN como organismo financiador daria cumplimiento a esta necesidad.

ANEXO B

Memoria Econémica del Acuerdo Especifico de Colaboracién entre el Consejo de

Seguridad Nuclear, la Universidad Auténoma de Madrid, la Universidad Auténoma de

Barcelona y la Universidad Rovira i Virgili para el estudio de la Busqueda de

marcadores genéticos de sensibilidad a las bajas dosis de radiacién en células
linfoides humanas

B.1 Instalaciones y equipamiento para la realizacion del proyecto.

Como personal del CBMSO y de la UAM se tiene acceso a todos los servicios de
ambos organismos, ademas de los del Parque Cientifico de Madrid, situados todos en el
campus universitario de Cantoblanco, necesarios para el desarrollo de este proyecto:
tecnologias 6micas y de secuenciacién automaticas, cuartos de cultivo celulares
adecuadamente equipados e instalaciones radiolégicas que incorporan entre su
equipamiento un irradiador de rayos X. Ademas el laboratorio del grupo GGBMC del
CBMSO-UAM cuenta con toda la infraestructura necesaria para acometer con garantias el
proyecto propuesto: equipos de centrifugacion, termocicladores convencionales y en
tiempo real, congeladores y ultracongeladores, cabinas de flujo equipo de electroforesis
convencionales y en campo pulsado, espectrofotometros, transiluminadores, sistemas de
analisis de da imagen, incubadores de CO,, etc. Por todo ello, no se solicita ayuda para
instalaciones o equipos.

En relacién con el sistema de almacenamiento y computo necesario para llevar a cabo
las tareas de bioinformatica y analisis estadistico, el grupo UAM cuenta con un Centro de
Procesamiento de Datos (CPD), cuyos equipos se encuentran situados en el campus de
la UAM. Este sistema que ya da cobertura a otros proyectos del grupo, necesitaria ser
renovado en algun punto clave como es el del almacenamiento y asi abordar con garantias
los objetivos del proyecto. Por ello se solicita hardware que a) vendria a sustituir el actual:
como es el servidor general de transferencia de datos y b) alguna unidad adicional de
discos duros para la realizacién de backups de todo el trabajo que se realice.

En las instalaciones de la UAB, el equipo de investigacion del proyecto dispone del
equipamiento necesario para el desarrollo del proyecto de investigacion. Disponemos de
una campana de seguridad de flujo vertical para la manipulacién de muestras y células
humanas, un incubador de CO,, un microscopio invertido para el control del crecimiento de
las células en cultivo, un termociclador de gradiente, cubetas de electroforesis, fuentes de
alimentacion para electroforesis, bafios termostaticos, centrifugas refrigeradas y varios
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microscopios de epifluorescencia equipados con camaras y sistema para la captura de
imagenes. Ademas, el equipo de investigacion va a tener acceso a los servicios core de la
Universidad como el servicio de citometria y el de microscopia.

El grupo TecnATox-URLA de la URV tiene acceso a todas las instalaciones de la
Universidad asi como los servicios técnicos de la misma. Disponemos de toda la
infraestructura necesaria para llevar a cabo el proyecto: congeladores/ultracongeladores,
incubadores de CO,, espectrofotometros, transiluminadores, campana de seguridad de
flujo vertical, termocicladores, cubetas de electroforesis, fuentes de alimentacion, bafos
termostaticos y centrifugas refrigeradas, microscopios, cromatografos, etc. Para la
utilizacion de todo este equipamiento no solicitamos financiacién en el proyecto.

B.2 Presupuesto.

El coste total del Acuerdo Especifico se ha calculado sobre la base de los costes que
se detallan a continuacién. Todas las cantidades incluyen todos los impuestos aplicables.

B.2.1 Costes de ejecucion.

Costes de ejecucion. Participante n.° 1- UAM Contribucion Contribucion

UAM CSN
1. Costes de personal.
1.1 Personal propio UAM.
— Prof. Titular (coste/hora 31,53) x 3 afos. 44.930
— Catedratico (coste/hora 42,27) x 3 afos. 54.951
— Prof. Ayudante Dr (coste /hora 16,17) x 3 afos. 34.565
— Investigador Dr (coste /hora 20,25) x 3 afios. 34.263
— Investigador Dr (coste /hora 20,25) x 3 afios. 34.263
202.972
1.2 Contratacion de un titulado universitario en informatica. 36.000
2. Otros costes directos (servicios, fungible, gastos de viaje).
2.1 Servicios de Gendmica para analisis del metiloma. 37.500
2.2 Material fungible (Kits de extraccion de ADN; kits de modificacion del ADN con bisulfito; oligos 39.550
para secuenciacion; consumibles informaticos).
2.3 Gastos de viaje (reuniones para la gestion del proyecto). 2.500
Total Costes directos. 202.972 115.550
3. Impuestos (IVA 21%). 42.624 24.266
Costes totales. 245.596 139.816
Porcentaje de contribucion al proyecto (%). 63,7% 36,3%

Costes de ejecucion. Participante n° 2- UAB Contribucién Contribucién

UAB CSN
1. Costes de personal.
1.1 Personal propio UAB.
— Catedratica (coste/hora 50,06) x 3 afos. 100.120
— Prof. Titular Interina (coste/hora 29,35) x 3 afios 19.958
— Técnico de apoyo invest. (coste/hora 24,09) x 3 afos 30.042 _
150.120 g
1.2 Técnico de investigacion (12 meses). 9.010 &
1.3 Becario predoctoral (6 meses). 9.506 g
1.4 Doctor con experiencia acreditada en estudios de transcriptoma. 12.000 z
3
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. . - o Contribucién Contribucion
Costes de ejecucion. Participante n° 2- UAB UAB CSN
2. Otros costes directos (servicios, fungible, gastos de viaje).
2.1 Arrays analisis de transcriptoma (MRNA y IncRNA). 12.000
2.2 gRT-PCR andlisis individual para validacion de genes candidatos. 9.343
2.3 Servicios centralizados internos y externos. 4.500
2.4 Gastos de viaje y alojamiento (reuniones para la gestion del proyecto). 2.350
Total Costes directos. 150.120 58.709
3. Compensacion por gastos generales (canon). 15.605
Total Costes directos + canon. 150.120 74.314
4. Impuestos (IVA 21%). 15.606
Costes totales. 150.120 89.920
Porcentaje de contribucién al proyecto. 62,60% 37,40%
. L - Contribucion Contribucién
Costes de ejecucion. Participante n.° 3- URV URV CSN
1. Costes de personal.
Profesor agregado, dedicacion parcial 3 afios (coste hora 36,45). 73.200
Titular Universidad, dedicacion parcial 3 afios (coste hora 31,38). 63.110
Catedratico, dedicacion parcial 2 afos (coste hora 50,84). 29.275
Personal técnico, dedicacion parcial 3 afios (coste hora 24,90) 26.765
192.350
Técnico de investigacion (dedicacion equivalente a 24 meses de trabajo a tiempo 57.120
completo).
2. Otros costes directos (servicios, fungible, gastos de viaje). 6.000
Total Costes directos. 192.350 63.120
3. Compensacion por gastos generales (canon). 12.624
Total Costes directos + canon. 192.350 75.744
4. Impuestos (IVA 21%). 15.906
Costes totales. 192.350 91.650
Porcentaje de contribucion al proyecto (%). 67,08% 32,92%

B.2.2 Distribucion del presupuesto aportado por el

Los costes se distribuiran a lo largo de tres ejercicios presupuestarios, en la forma que

se indica en la siguiente tabla:

CSN.

Participante n.° 1- UAM 1.2 anualidad | 2.2 anualidad | 3.2 anualidad Total
Gastos de personal a cargo del proyecto. 18.000 18.000 0 36.000
Uso de servicios centralizados de investigacion. 14.000 14.000 9.500 37.500
Material fungible. 14.550 14.000 11.000 39.550
Gastos de viaje. 1.000 1.000 500 2.500
Total Costes directos. 47.550 47.000 21.000 115.550
Impuestos (21% IVA). 9.986 9.870 4.410 24.266
Costes totales a aportar por CSN. 57.536 56.870 25.410 139.816
Participante n.° 2- UAB 1.2 anualidad | 2.2 anualidad | 3.2 anualidad Total
Gastos de personal a cargo del proyecto. 21.506 4.505 4.505 30.516
Uso de servicios centralizados de investigacion. 1.500 1.500 1.500 4.500
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Participante n.° 2- UAB 1.2 anualidad | 2.2 anualidad | 3.2 anualidad Total
Material fungible. 10.000 6.000 5.343 21.343
Gastos de viaje. 800 800 750 2.350
Total Costes directos. 33.806 12.805 12.098 58.709
Canon. 8.986 3.404 3.215 15.605
Total Costes directos + Canon. 42.792 16.209 15.313 74.314
Impuestos (21% IVA). 8.986 3.404 3.216 15.606
Costes totales a aportar por CSN. 51.778 19.612 18.530 89.920
Participante n.° 3- URV 1.2 anualidad | 2.2 anualidad | 3.2 anualidad Total
Gastos de personal a cargo del proyecto. 26.100 22.000 9.000 57.120
Uso de servicios centralizados de investigacion. 2.035 1.263 702 4.000
Material fungible. 500 400 100 1.000
Gastos de viaje. 400 400 200 1.000
Costes directos. 29.035 24.083 10.002 63.120
Canon. 5.807 4.816 2.001 12.624
Total Costes directos + canon. 34.842 28.899 12.003 75.744
Impuestos (21% IVA). 7.317 6.069 2.521 15.906
Costes totales a aportar por CSN. 42.159 34.968 14.523 91.650

B.2.4 Costes totales del proyecto.

Contribucién Contribucion
Costes de ejecucion totales por participante. Institucion CSN
participante
Universidad Auténoma de Madrid. 245.596 139.816
Universidad Autonoma de Barcelona. 150.120 89.920
Universidad Rovira i Virgili. 192.350 91.650
Subtotal. 588.066 321.386
Totales. 909.452

B.2.5 Forma de pago del presupuesto.
El calendario de pagos de este proyecto de I+D es el que se describe a continuacién:

* En 2018, un primer pago por importe de 57.536 € a la UAM; de 51.778 € ala UAB; y
de 42.159 € a la URV.

* En 2019, un segundo pago por importe de 56.870 € a la UAM; de 19.612 € a la UAB;
y de 34.968 € a la URV.

 Ala finalizacion del proyecto, un ultimo pago por importe de 25.410 € a la UAM; de
18.530 € a la UAB; y de 14.523 € a la URV.

Cada uno de los pagos se realizara previa entrega por parte del coordinador del
proyecto (UAM) de la documentacion mencionada en la Memoria Técnica correspondiente
a cada hito y que consistira en un informe de progreso de las tareas y objetivos marcados
en cada periodo, asi como de las facturas emitidas independientemente por cada una de
las cuatro instituciones participantes, en las que se reflejan los gastos generados como
consecuencia del desarrollo del proyecto en dicho periodo.

En lo referido al dltimo pago (en 2020), se presentara con un mes de antelacion un
informe que resuma las conclusiones y recomendaciones de la totalidad de los trabajos
realizados dentro de este Acuerdo Especifico, haciendo referencia a toda la documentacion
generada a lo largo del mismo. El libramiento del ultimo pago quedara condicionado a la
presentacion del informe final citado.
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