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Estudio del microambiente inmunológico en gliomas difusos de la línea media

Esquema del proyecto con propuesta de presupuesto.
Proponemos dividir el proyecto en dos fases distintas, con un punto de decisión a mitad de camino para solicitar la segunda parte de la financiación. De esta manera, mantenemos el proyecto dentro de un presupuesto razonable y limitamos los riesgos para ambas partes.

Fase 1: Viabilidad del cribado genético funcional en co-cultivos de glioma y células mieloides.
Fase 1A: Validación extendida de modelos de co-cultivo de glioma difuso de la línea media y células mieloides (6 meses).
Los datos preliminares obtenidos por los dos grupos de investigación participantes en esta propuesta, por un lado el grupo del Dr. Meel en el Hospital Princess Maxima y por el otro el del Dr. Font de Mora en el Hospital La Fe, sugieren que las células mieloides, elementos clave del microambiente tumoral, cuando se co-cultivan en nuestro sistema de co-cultivo con células de glioma difuso de la línea media (DMG), adquieren las características que observamos en las células mieloides del microambiente tumoral de pacientes con DMG. Comenzaremos el proyecto realizando validaciones más extensas en las que analizaremos perfiles de expresión génica y reprogramación epigenética en las células mieloides co-cultivadas con células tumorales. Proponemos hacerlo mediante secuenciación de nueva generación de ARN extraído de células mieloides (microglía y macrófagos) co-cultivadas con cuatro cultivos distintos de DMG y también de células gliales sanas. Para asegurar el estudio secuencial de la reprogramación celular, analizaremos analizaremos la expresión de genes a distintos tiempos. Esperamos enviar 44 muestras, que tienen un coste aproximado de ~300 € por muestra, lo que asciende a un total de 13.200 €. Los datos se cargarán en la plataforma R2 genomics (http://r2.amc.nl) y serán analizados por nosotros, con la ayuda de bioinformáticos experimentados del proyecto R2, con quienes mantenemos una colaboración desde hace años.
Dadas las circunstancias especiales bajo las cuales deben realizarse estos experimentos de co-cultivo, solicitamos un adicional de 6.800 euros para medios de cultivo avanzados y reactivos, así como para la adquisición de células gliales sanas inmortalizadas. Por lo tanto, solicitamos un total de 20.000 euros para la fase 1A.

Fase 1B: Viabilidad del cribado genético funcional en células mieloides co-cultivadas (6-12 meses)
En el grupo de Holanda tenemos una amplia experiencia en la realización de cribados genéticos funcionales utilizando tecnología CRISPR/Cas9 adaptada para células DMG. Para extender esta tecnología a las células mieloides, compraremos las librerías de ARN guía conteniendo también Cas9, así como los derechos para utilizarlos. Dependiendo de los experimentos piloto, compraremos partículas virales listas para usar o alternativamente los plásmidos para generar los virus. Estimamos necesitar ~2.500 € para estos constructos. Después de la infección, selección y co-cultivo, realizaremos un cribado genético funcional en el que determinaremos qué genes son esenciales para la supervivencia de las células mieloides en co-cultivo con células DMG, pero no en co-cultivo con células gliales sanas. Este cribado nos proporcionará información sobre las dependencias genéticas específicas del tumor en células mieloides asociadas a la enfermedad, al mismo tiempo que demostrará la viabilidad de este tipo de cribado en modelos de co-cultivo. Una vez realizado el cribado, aislaremos el ADN de las fracciones celulares co-cultivadas, amplificaremos los fragmentos de gRNA y realizaremos una secuenciación profunda de estos fragmentos. Luego utilizaremos una línea de análisis bioinformático (como MAGeCK-VISPR) para analizar los datos e identificar las dependencias genéticas.
Aunque el grupo de Holanda tiene experiencia con estos procedimientos, consideramos importante establecer también en España esta tecnología para este y futuros proyectos. Actualmente estamos buscando socios adecuados en España para realizar la secuenciación y el análisis bioinformático. La conexión con Holanda servirá como plan de contingencia.
En total, esperamos enviar 14 muestras para secuenciación de gRNA, con un coste de ~500 € por muestra, lo que asciende a 7.000 €. Dada la escala de estos experimentos de cribado y el hecho de que serán necesarios experimentos de validación más pequeños, solicitamos una dotación adicional de 5.000 € para reactivos generales de laboratorio. Finalmente, estimamos necesitar ~2.500 € para adquirir las licencias de software necesarias y/o soporte bioinformático. Por lo tanto, solicitamos un total de 17.000 € para la fase 1B del proyecto.

Fase 2: Identificación de genes impulsores de las características antiinflamatorias de las células mieloides asociadas a DMG.


Fase 2A: Cribado genético funcional de los genes que modulan la enfermedad en células mieloides co-cultivadas (6-12 meses)
Tras la finalización de la fase 1, si ambas partes están satisfechas con los resultados generados, procederemos con la fase 2 del proyecto. Durante esta fase realizaremos un cribado genético funcional utilizando la tecnología CRISPR/Cas9, como en la fase 1, pero en lugar de buscar genes requeridos para la supervivencia de las células mieloides, buscaremos genes esenciales para las características antiinflamatorias de las células mieloides asociadas a la enfermedad. Para ello, a partir de los datos generados en la fase 1 identificaremos un marcador robusto de las células mieloides antiinflamatorias asociadas a la enfermedad. Nuestros datos preliminares de pacientes, modelos murinos y células mieloides co-cultivadas sugieren que CD44 y/o SPP1 pudieran ser buenos marcadores candidatos, pero tomaremos la decisión final al final de la fase 1. Seguidamente realizaremos el cribado genético funcional, al final del cual dividiremos las células mieloides en fracciones positivas y negativas para el marcador. A partir de estas fracciones, se aislará el ADN por separado y se procesará para la amplificación y secuenciación de los gRNA. Dado que esta división en fracciones hace que la escala del experimento sea mayor, enviaremos el doble de muestras para la secuenciación de los gRNA y su análisis. Por lo tanto, esperamos necesitar 14.000 € para la secuenciación y 8.000 € para reactivos generales de laboratorio. Al igual que en la fase 1, también reservamos 2.500 € para soporte bioinformático y licencias. Por lo tanto, el presupuesto total solicitado para esta fase será de 24.500 €.

Fase 2B: Validación de los genes de las células mieloides involucrados en las características antiinflamatorias asociadas a DMG (6 meses)
Durante esta fase, seleccionaremos los dos genes principales de nuestros cribados CRISPR/Cas9 para su validación individual. Con este fin, realizaremos un knockout de estos genes de forma individual en células mieloides co-cultivadas con células DMG y analizaremos el fenotipo de estas células mieloides mediante secuenciación de ARN y otras técnicas de laboratorio. También intentaremos imitar estos efectos aplicando fármacos anticancerígenos clínicamente disponibles a estos modelos de co-cultivo, evaluando los efectos de la misma manera. Durante esta fase, esperamos enviar 24 muestras para secuenciación de ARN, con un coste de 7.200 €. Solicitamos un presupuesto adicional de 5.000 € para otros experimentos de validación y adquisición de fármacos, constructos individuales de gRNA, etc. En total, esperamos necesitar 12.200 € para esta fase final del proyecto.

Personal de apoyo.
Los experimentos serán realizados por científicos experimentados del laboratorio del Dr. Font de Mora. El Dr. Meel tendrá un papel de supervisión y asesoramiento y ayudará en el análisis de datos, interpretación y eventual difusión científica de los datos generados. El proyecto propuesto es altamente intensivo en mano de obra. Por ello, también solicitamos la ayuda de un técnico a tiempo parcial, que será asignado al grupo del Dr. Font de Mora, para asistir en la parte práctica de los experimentos. Para un técnico a 0.5 FTE dedicado a este proyecto, solicitamos 20.000 euros al año.

En resumen, proponemos un proyecto con una duración máxima de tres años, dividido en dos fases, que pueden financiarse por separado. Incluyendo los costes de personal, solicitamos 67.000 euros para los primeros 18 meses de la fase 1. Si los resultados son satisfactorios para ambas partes, proponemos ampliar el proyecto para llevar a cabo la fase 2, que supondría otros 66.700 euros, incluyendo los costes de personal.
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