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CONVENIO ESPECIFICO DE COLABORACION ENTRE EL CENTRO
NACIONAL DE INVESTIGACIONES CARDIOVASCULARES CARLOS IlI
(F.S.P.) Y LA FUNDACION PUBLICA ANDALUZA PARA LA
INVESTIGACION BIOSANITARIA DE ANDALUCIA ORIENTAL-
ALEJANDRO OTERO - FIBAO

En Madrid a 10 de diciembre de 2018

De una parte;

en calidad de Director Gerente y en nombre y
representacion del Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares
Carlos Il (F.S.P.), en acrénimo y en adelante CNIC, con CIF G-82316753,
clasificada como “Fundacién Publica de caracter docente e investigacion” con
el numero MAD-1-3-593 y domiciliada en Madrid, calle Melchor Fernandez
Almagro, 3, 28029 MADRID, y en nombre y representacion de la misma, yen
vitud de las atribuciones y facultades bastantes aue tiene conferidas y
otorgadas ante el Notario de Madrid el 14 de Diciembre
de 2012, con el nimero de su protocolo 4.193.

De otra parte:

actuando en nombre y
representacion de la FUNDACION PUBLICA ANDALUZA PARA LA
INVESTIGACION BIOSANITARIA DE ANDALUCIA ORIENTAL-Alejandro
Otero - en adelante FIBAO, con domicilio en Avenida de las Fuerzas Armadas,
2 18014 Granada en su calidad de Presidente de la Fundacién en virtud de las
atribuciones que tiene conferidas por razén de su cargo a tenor de lo
establecido en los Estatutos Fundacionales, cargo aceptado mediante escritura
publica de poder otorgada ante el Notario de
Granada, con 19 DE ENERO DE 2017 bajo el nimero de su protocolo 96.

FIBAO, que, seglin el acuerdo de colaboracion firmado el 14 de Marzo de 2012
entre la Consejeria de Salud de la Junta de Andalucia, la Universidad de
Granada, el Servicio Andaluz de Salud y la Fundacién Publica para la
Investigacion Biosanitaria de Andalucia Oriental - Alejandro Otero, confiere la
personalidad juridica al Instituto de Investigacion Biosanitaria de Granada (en
adelante ibs. GRANADA).
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Por dltimo, a los efectos de garantizar el conocimiento y aceptacion del
contenido del presente documento,

:omo Director Cientifico del ibs. GRANADA, seguin nombramiento
del. Ratificado por el Consejo Rector de 14 de Mayo de 2018

Las partes se reconocen capacidad plena para suscribir este convenio y
EXPONEN

l.- Que ambas instituciones tienen suscrito el CONVENIO MARCO DE
COLABORACION ENTRE EL CENTRO NACIONAL DE INVESTIGACIONES
CARD/OVASCULARES Y LA FUNDACION PUBLICA ANDALUZA PARA LA
INVESTIGACION BIOSANITARIA DE ANDALUCIA ORIENTAL Y EL
INSTITUTO DE INVESTIGACION BIOSANITARIA DE GRANADA de fecha de
03 de Abril 2018

Il.- Que la clausula segunda del citado convenio marco titulada “Actividades
de interés comun inicial”, establece que “Sin perjuicio de que la colaboracion
entre ambas entidades se amplie a todos los campos de interés comun, este
se centrara inicialmente en las siguientes areas: a) Participacion conjunta en
proyectos de investigacion comun, que incluyen proyectos de investigacion
clinica a través de hospitales y centros sanitarios entre el CNIC y FIBAO; b)
Colaboracion en programas de alta especializacion de personal; c¢)
Colaboracién en el desarrollo conjunto de actividades cientificas y de
formacién; d) Colaboracion en el desarrollo conjunto de actividades de
divulgacion y prevencion”.

En ejecucién de todo ello, las partes, de mutua conformidad, convienen en
suscribir este Convenio especifico, que se regira por las siguientes

CLAUSULAS
Primera.- Objeto del Convenio.

El presente Convenio tiene por objeto el desarrollo de un proyecto de
investigacion traslacional de colaboracion cientifica segun se describe en el
Anexo |. El proyecto se centra en el estudio de los mecanismos patogénicos
por los que mutaciones en FLNC conducen al desarrollo de miocardiopatia, y
mas especificamente los mecanismos que implican un incremento del riesgo
arritmico en el fenotipo de miocardiopatia arritmogénica de predominio
izquierdo. El convenio contempla el uso de nuevas estrategias experimentales
y de andlisis, combinadas con imagenes de alta resolucion de cartografia optica
y estudio a nivel celular con técnica de ‘patch-clamp’.

Los Doctores  _ como investigadores de CNIC, y
el como investigador del Hospital Universitario Virgen de las
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Nieves de Granada, dirigiran los trabajos entre ambas instituciones con los
siguientes objetivos generales:

(1) Identificar y caracterizar clinicamente (historia clinica, electrocardiografia,
ecocardiografia, resonancia magnética), de entre una poblacién de pacientes
con miocardiopatia arritmogénica, sujetos portadores de variantes en FLNC tipo
truncamiento o nonsense.

(2) Identificar los mecanismos patogénicos celulares que subyacen al elevado
riesgo arritmico de los pacientes con variantes nonsense en FLNC en lineas de
células madre pluripotentes humanas inducidas (iPS) hacia cardiomiocitos.

(3) Poner de manifiesto la correlacion de las caracteristicas clinicas con los
hallazgos funcionales identificados.
La direccién especifica del proyecto de colaboracién se vincula a cada uno de
los investigadores de tal forma que:
- sera el coordinador de los siguientes objetivos especificos:
e Evaluar la influencia de la fibrosis en el potencial arritmico de la
miocardiopatia arritmogénica asociada variantes en el gen FLNC, en
monocapas de células madre pluripotentes humanas inducidas (iPS)

diferenciadas a cardiomiocitos.

- sera el coordinador de los siguientes objetivos especificos:

Evaluar la influencia de las variantes radicales en FLNC sobre la
arquitectura y funcién celular: citoesqueleto, sarcémero, disco
intercalar y nucleo celular en iPs diferenciadas a cardiomiocito.

Estudiar el potencial sustrato arritmico de la enfermedad mediante el
analisis de los cambios en la mecanotransduccion, en las uniones
intercelulares y las propiedades de los canales i6nicos (sodio,
potasio, calcio).

e |dentificar marcadores del desarrollo de la enfermedad asi como de
un incremento del riesgo arritmico en monocapas de iPS
diferenciadas a cardiomiocitos.

- sera el coordinador de los siguientes objetivos especificos:
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e Desarrollo de sistemas de transferencia basados en vectores
‘piggybacs’.

- sera el coordinador de los siguientes objetivos especificos:

e Identificacién y caracterizacion clinica de pacientes enfermos y
portadores de variantes nonsense en FLNC.

Segunda.- Dotacion de equipos.

El laboratorio de Desarrollo Avanzado sobre los Mecanismos y Terapia de las
Arritmias, el laboratorio de Arritmias Cardiacas, y el laboratorio de
Cardiomiopatias de Origen Genético de CNIC, cuentan con los equipos
necesarios para realizar la actividad de investigacion descrita en los objetivos
especificos.

El grupo de investigacion clinica del Hospital Universitario Virgen de las Nieves
de Granada, dirigido por el cuenta igualmente con
la dotacién material, técnica y numana para 1a ejecucion de los objetivos
especificos centrados en la parte clinica.

Este convenio no contempla el traslado de material entre instituciones para la
ejecucion del proyecto.

Tercera.- Entrada en vigor y duracion.

El presente convenio entra en vigor en la fecha de su firma y tendra una
duracién de dos afios, prorrogandose por periodos iguales si no media
denuncia de las partes notificada a la otra con una antelacion minima de tres
meses.

Cuarta. Régimen Juridico.

Cada parte mantiene la titularidad del equipamiento aportado para la ejecucion
del proyecto y su responsabilidad sobre el aseguramiento del mismo, asi como
sobre las garantias de seguridad para su utilizacion por parte del personal.

Quinta. Coordinacion y contenido.

Se designa a los Investigadores ) por parte de CNIC,
y oor parte del Hospital Virgen de las Nieves, como
coordinadores globales de los trabajos de investigacion contemplados en la
clausula primera de este convenio especifico. Para cualquier incidencia en
relacion al material utilizado: se designa como responsable por parte de CNIC
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a en calidad de Director Gerente, y por parte de la
FIBAO e ibs.GRANADA sera en calidad de
Presidente, o en su lugar aquellas personas en quienes ambos pudieran
delegar.

Sexta. Lugar de ejecucion de las investigaciones.

Las investigaciones, estudios y funciones para los cuales esta destinado el
presente Convenio, se llevaran a cabo por Investigadores del grupo del
laboratorio de Desarrollo Avanzado sobre Mecanismos y Terapias de las
Arritmias, del grupo de Arritmias Cardiacas, y del grupo de Cardiomiopatias de
Origen Genético, en la sede CNIC, con la colaboracién de investigadores del
grupo de del Hospital Virgen de las Nieves en los
aspectos clinicos, previamente acordados entre investigadores. El listado de
personal investigador participante se incluye en el Anexo Il

Séptima. Proyectos financiadores.

Este convenio no incidira en la ejecucion de los proyectos en virtud de los
cuales se obtuvo financiacion para adquirir el material e infraestructuras
necesarios para su desarrollo.

Octava. Ausencia de prestaciones dinerarias.

La celebracion de este convenio no implica prestaciones dinerarias entre las
partes. La coordinacion, gestion y desarrollo del brovecto se llevara a cabo con
fondos propios de los laboratorios de (en el Hospital
Virgen de las Nieves), (en CNIC), . (en CNIC)
\ (en CNIC) con reparto equitativo en funcién de la especializacion
de cada uno de los laboratorios en aspectos especificos del proyecto.

Novena. Titularidad.

El material instrumental e instalaciones de caracter inventariable que los
investigadores obtengan en convocatorias de ayudas publicas o
colaboraciones privadas tramitadas o gestionadas sera, a todos los efectos,
propiedad de la parte que los consiga desde el momento de su adquisicion vy,
en consecuencia, inventariado fisica y contablemente a nombre de la misma de
conformidad con la normativa interna de esta Institucién, permaneciendo en su
patrimonio tras la finalizacion de la vigencia del presente convenio.

Cada parte mantiene la titularidad del equipamiento aportado para la ejecucion
del proyecto y su responsabilidad sobre el aseguramiento del mismo, asi como
sobre las garantias de seguridad para su utilizacion por parte del personal.
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Décima. Derechos de propiedad industrial e intelectual y publicaciones

Los Conocimientos Previos y los Conocimientos Coetaneos, patentados o no,
distintos a los derivados de la ejecucién del Proyecto que sean aportados por
cada una de las Partes, permaneceran bajo la titularidad de la Parte que los
aporte.

Los Resultados del Proyecto seran propiedad de las Partes en régimen de
cotitularidad, en funcién de la aportacion de cada una de ellas, lo que sera
objeto de un Acuerdo de Cotitularidad especifico realizado a tal efecto. En
cualquier caso ninguna de las Partes cotitulares podra ejercer su derecho de
explotacion de manera independiente sin el consentimiento expreso del resto
de cotitulares.

En lo que respecta a los derechos inherentes a la autoria se otorgara el
reconocimiento correspondiente a quien haya intervenido en la ejecuciéon del
Proyecto, que tendra el derecho moral de autor en la medida y en el porcentaje
que le corresponda.

Si como consecuencia de los trabajos desarrollados por el Investigador en el
Centro, éste quisiese utilizarlos para su publicacion, lectura en una tesis, o
cualquier otra forma de difusion, debera solicitar consentimiento expreso y por
escrito a las Partes para la divulgacion de los mismos.

En las publicaciones, se respetara siempre la mencion a los autores del trabajo.
En cualquiera de los casos de difusion de Resultados se hara siempre
referencia especial a las Partes y Centros implicados en el desarrollo del
Proyecto.

Las Partes respetaran las condiciones suscritas en este Acuerdo, en relacion
con el reparto de gastos generales de tramitacién, solicitud y mantenimiento de
cualquier titulo de Propiedad Industrial e Intelectual en aquellos paises donde
se realice de comun acuerdo a nombre de los cotitulares. El reparto de gastos
se realizara en base a los porcentajes participacion en la invencién pactada de
conformidad con el presente Acuerdo.

Si una Parte propietaria de un Resultado decidiese no solicitar proteccion por
cualquier titulo de Propiedad Intelectual o Industrial o no mantener dicha
proteccion, podra ofrecer la transferencia de estos derechos a la otra Parte
comunicandolo con la suficiente antelacibn como para permitir la toma de
decisiones. En este caso, la Parte interesada podra obtener la titularidad del
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derecho. Las Partes acordaran los términos de la misma en base a un estudio
caso por caso.

Decimoprimera. Confidencialidad.

Ambas partes se comprometen a no revelar a ninguna persona o entidad,
durante la vigencia del Convenio y después de su finalizacién, informacién
alguna referente a los negocios, clientes, operaciones, instalaciones, cuentas o
finanzas de ambas instituciones, ni a sus procedimientos, métodos,
transacciones o cualquier otro aspecto relacionado con la actividad de dichas
entidades que pueda conocer o haya conocido con motivo de este Convenio, y
actuara con la mayor diligencia para evitar la publicacion o revelacién de
cualquier informacién confidencial referente a esas materias.

Decimosegunda. Extincion del Convenio.
El presente Convenio se resolvera por cualquiera de las siguientes causas:
1. Mutuo consentimiento.

2. Desistimiento unilateral de cualquiera de las partes comunicado a la otra de
forma fehaciente con 90 dias de antelacion.

3. Desaparicion, destruccidon u obsolescencia de los objetivos cientificos objeto
del mismo.

4. El incumplimiento por cualquiera de las partes de sus respectivas
obligaciones, que dara derecho a la otra a resolver este Convenio sin necesidad
de preaviso.

Decimotercera. Comunicacién y solucion de conflictos.

Cada parte, a través de sus coordinadores cientificos, pondra en conocimiento
de la otra parte cualquier cambio, modificacion o reestructuracion de los
experimentos necesarios para el proyecto de colaboracion entre ambos grupos.

Ambas partes se comprometen a solventar de forma amistosa las diferencias
que pudieran surgir en la interpretacién o ejecucion del Convenio.

Décimocuarta. Proteccién de datos

De conformidad con las disposiciones de la legislacion vigente sobre proteccién
de datos de caracter personal, las Partes se obligan, en relacion con (i) los
datos personales del resto de Partes o (i) los datos a los cuales una de las
Partes acceda por cuenta de otra Parte con motivo del Acuerdo a:
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a) Tratar los datos Unicamente conforme las instrucciones de su titular;

b) No aplicar o utilizar los datos para fines distintos de los que figuran en el
presente Acuerdo;

c) No comunicar estos datos a Terceros, ni tan solo para su conservacion;
d) Implementar las medidas de seguridad que reglamentariamente sean de
aplicacion, con el objeto de preservar la integridad, la confidencialidad vy
disponibilidad de los datos; y

e) Destruir o devolver los datos a su titular, al igual que cualquier soporte o
documento en el que pueda constar algin dato que haya sido objeto de
tratamiento una vez finalizado el Acuerdo.

f) A meros efectos aclaratorios, el Proyecto no supone en ningun caso el
tratamiento de datos personales de pacientes o el acceso a los referidos datos
por parte de la Compaiiia. En este sentido, el SAS sera el Gnico responsable
del tratamiento de dichos datos personales y su anonimizacion, asi como el
titular de los ficheros de datos personales que puedan eventualmente originarse
durante el Proyecto.

Y en prueba de conformidad con todo lo anterior, las partes suscriben este
Convenio por duplicado, pero a un solo efecto, en lugary fecha ut supra.

Centro Nacional dﬁew_lgyestigaciones Fundacion publica andaluza para la
Cardiovasculares’Eatlositi(F.S.P.) investigaciéon biosanitaria de Andalucia
I/ 8. ) Oriental -FIBAO.

QLI

N
5

S
DIRECTOR Kg‘_‘d XQ/

W&, . GERENTE _&

Fdo.: Fdo.:
irector Gerente Presidente

Por el ibs. GRANADA

Fdo.:V°B

Director Cientifico del ibs. GRANADA.
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ANEXO I. PROYECTO DE INVESTIGACION

Titulo: Caracterizacion Funcional e Identificaciéon de Mecanismos

Arritmicos en los Truncamientos de Filamina C (FLNC).

INTRODUCCION

El término cardiopatias familiares hace referencia a aquellas enfermedades
cardiovasculares que pueden tener un comportamiento hereditario. Todas comparten
una base genética, una dificil estratificacion prondstica y pueden debutar como muerte
subita. En base a sus caracteristicas funcionales y morfoldgicas, se diferencian 5
fenotipos: miocardiopatia hipertréfica, miocardiopatia dilatada (MCD), miocardiopatia
arritmogénica (MCA), miocardiopatia restrictiva y miocardiopatias inespecificas (como

la miocardiopatia no compactada).!

Una entidad de especial riesgo arritmico es la MCA. Se define histolégicamente por la
sustitucion progresiva del miocardio funcional por tejido fibroadiposo. Esto conduce al
desarrollo de insuficiencia cardiaca, arritmias ventriculares y muerte subita,

especialmente en adultos jovenes.?

Clasicamente se ha asociado con afectacién predominante o exclusiva del ventriculo
derecho, sin embargo, la generalizacién del uso de técnicas de imagen como la
resonancia magnética cardiaca, y el creciente conocimiento de la correlacion clinico-
patologica en poblacién enferma no seleccionada, han ampliado el espectro clinico de
la enfermedad. Hoy sabemos que la afectacién ventricular izquierda puede ser paralela
o preceder a la afectacion de ventriculo derecho.® En general, las formas de MCA de
predominio izquierdo presentan una elevada inestabilidad eléctrica con volimenes
ventriculares y funcién sistélica normales, o ligeramente disminuidos.* Trabajos
recientes en resonancia magnética también han demostrado la sustitucién fibrosa en el

miocardio ventricular izquierdo como un marcador precoz de la enfermedad.’ Ademas,
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estudios genotipo-fenotipo han comprobado una mayor gravedad, especialmente por

causa arritmica, en pacientes con afectacion ventricular izquierda.®

Histéricamente se entendié la enfermedad como una enfermedad “desmosomal”. Sin
embargo, el estudio genético con las nuevas técnicas de secuenciacion masiva o “next
generation sequencing (NGS)”, ha ampliado el espectro genético de la enfermedad,
habiendo hasta 11 genes descritos en relacion con este trastorno.” Muchos de estos genes
no codifican proteinas del complejo desmosomal y se han relacionado con otros
fenotipos, fundamentalmente la MCD (LMNA/C, PLN, TIN, DES). Es notorio el
reciente avance en el conocimiento de la implicacion de genes relacionados con el
mantenimiento de la integridad estructural y funcional del miocardiocito en el desarrollo
de MCA. Muchos de estos genes codifican proteinas clave en mecanismos de
sefializaciéon celular, en concreto, la mecanotransduccién. Los desmosomas, canales
ionicos (especialmente los de sodio) y otros complejos celulares con funcion estructural,
actiian como un Gnico macrocomplejo molecular y la pérdida de su integridad puede

involucrar otras estructuras celulares.®’

En linea con lo anteriormente expuesto, en los ultimos afios se ha descrito la
participacién de un nuevo gen en el espectro mutacional de la MCA, el gen FLNC. Este
gen codifica la proteina gamma filamina, expresada principalmente en el tejido
muscular y cuya funciéon basica es la actuacion como anclaje de las proteinas de
membrana al citoesqueleto de filamentos de actina del miocardiocito y al disco
intercalar. Previamente mutaciones en este gen se han relacionado con el desarrollo de

' Sin embargo,

miopatia esquelética miofibrilar'® o miocardiopatia hipertrofica.'
mutaciones nonsense o tipo truncamiento han sido relacionadas con formas de
miocardiopatia pura aislada. Estas variantes tipo truncamiento, han sido recientemente
reconocidas como la etiologia de muchos casos de MCD o MCA con genotipo
previamente negativo. La sospecha y andlisis de este gen debe ser sistematico en este
grupo de pacientes. Su caracteristica principal es su perfil arritmico, presentando

arritmias ventriculares frecuentes y alta tasa de muerte subita familiar a edades precoces.

Amén de un fenotipo de MCD/A con dilatacion y disfuncion sistolica leve de ventriculo

10
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izquierdo y presencia de abundante fibrosis en el miocardio del ventriculo izquierdo.'?
Actualmente conocemos que la fibrosis es un marcador de riesgo relevante para el
desarrollo de arritmias ventriculares y muerte stbita en miocardiopatia no isquémica.'?
A dia de hoy son desconocidos los mecanismos patogénicos por los que mutaciones en
FLNC conducen al desarrollo de miocardiopatia, y més especificamente los mecanismos
que implican un incremento del riesgo arritmico en el fenotipo de MCA de predominio

izquierdo.

Por tanto, la hipédtesis de este proyecto de investigacion es que la grave alteracion de los
mecanismos de mecanotransduccion, la disrupcion de la conectividad intercelular y la
alteraciéon de las corrientes ionicas, fundamentalmente de sodio, afectan a la
propagacién del impulso eléctrico y potencial arritmico en pacientes portadores de

mutaciones tipo nonsense o truncamiento en el gen FLNC.

En esta reciente, y cada vez més identificada enfermedad (LMNA/C, PLN, DES, TTN)
con fenotipo solapado de MCD/MCA de predominio izquierdo, existe la necesidad del
conocimiento de los mecanismos celulares responsables de la elevada carga arritmica
que presenta, mds alla de la disfuncion ventricular izquierda. El uso de estudios
funcionales con modelos animales y la posibilidad de su correlacién clinica con
poblacion humana ayudard a descifrar los mecanismos patogénicos subyacentes
relevantes que conducen al desarrollo de esta enfermedad y la identificacién de

potenciales dianas terapéuticas.

Los objetivos principales son:
(1) Identificar y caracterizar clinicamente (historia clinica, electrocardiografia,
ecocardiografia, resonancia magnética), de entre una poblacién de pacientes con
MCA, sujetos portadores de variantes en FLNC tipo truncamiento o nonsense.
(2) Identificar los mecanismos patogénicos celulares que subyacen al elevado riesgo
arritmico de los pacientes con variantes nonsense en FLNC en lineas de células

madre pluripotentes humanas inducidas (iPS) hacia cardiomiocitos.

11
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(3) Correlacién de las caracteristicas clinica con los hallazgos funcionales

identificados.

Los objetivos especificos son:

(1) Caracterizar clinicamente a los pacientes enfermos y portadores de variantes
nonsense en FLNC.

(2) Evaluar la influencia de las variantes radicales en /LNC sobre la arquitectura y
funcion celular: citoesqueleto, sarcomero, disco intercalar y nucleo celular en
iPs diferenciadas a cardiomiocito.

(3) Estudiar el potencial sustrato arritmico de la enfermedad mediante el analisis de
los cambios en la mecanotransduccién, en las uniones intercelulares y las
propiedades de los canales i6nicos (sodio, potasio, calcio).

(4) Identificar marcadores del desarrollo de la enfermedad asi como de un
incremento del riesgo arritmico en monocapas de iPS diferenciadas a
cardiomiocitos.

(5) Evaluar la influencia de la fibrosis en el potencial arritmico de la enfermedad en

monocapas de iPS diferenciadas a cardiomiocitos.
MATERIAL Y METODOS
Desarrollo

1. Identificacion de sujetos portadores de variantes patogénicas tipo truncamiento

en FLNC:

En colaboracion con la Unidad de Cardiopatias Familiares del Hospital Universitario
Virgen de las Nieves (Granada, Espafa), centro de referencia en este campo, se analizara
]a presencia de pacientes portadores de mutaciones tipo truncamiento en FLNC, de una

base de mas de 800 pacientes/anuales afectos de miocardiopatias hereditarias.

12
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Se incluiran aquellos con diagndstico clinico de MCD o MCA, segun las guias de
practica clinica y documentos de consenso vigentes, y portadores de variantes nonsense

en FLNC tras estudio genético con NGS.

Se excluiran los pacientes con otro fenotipo miocardico o miocardiopatia
indeterminadas, asi como aquellos pacientes portadores de variantes que no sean tipo
truncamiento en F'LNC'y aquellos portadores a la vez de variantes en genes relacionados

con miocardiopatias previamente.

De los pacientes seleccionados se realizara una evaluacion clinica exhaustiva:
- Historia clinica: sintomatologia (disnea, dolor toré4cico, palpitaciones, sincope) y
antecedentes familiares de muerte stbita o cardiopatia.
- Electrocardiografia: ritmo, segmento PR, presencia de bradiarritmias, morfologia
y duracién de QRS, alteraciones de la repolarizacion.
- Ecocardiografia bidimensional y Resonancia Magnética Cardiaca: didmetros y
volumenes ventriculares, funcion sistélica biventricular, funcién diastélica y
alteraciones segmentarias de la contractilidad miocardica. Fibrosis miocardica por
retencion patoldgica de gadolinio.
- Holter-ECG de 24h: presencia y porcentaje de extrasistolia ventricular, taquicardia
ventricular, bradiarritmias.
- Test de laboratorio: hemograma, bioquimica incluyendo BNP (pg/ml), CPK
(mg/dl) y hsTnl (ng/L).

2. Generacién de una linea de células madre pluripotentes humanas inducidas >iPS)

hacia cardiomiocitos procedente de fibroblastos de piel de pacientes portadores

de una variante nonsense en FLNC identificada:

Para ello, se obtendran biopsias de piel abdominal mediante la técnica habitual. Se trata
de un procedimiento minimamente invasivo que consiste en la extraccién de una biopsia
de piel (trozo o muestra de la piel destinado a la investigacién con fines terapéuticos)de

Smm de profundidad y 8mm de didmetro de la zona abdominal. La extraccién se
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realizara en una sola ocasion, por el personal sanitario cualificado para dicha tarea. Este

procedimiento esté practicamente exento de riesgos.

PROTOCOLO DE EXTRACCION DE LA BIOPSIA.

Se realizara en las condiciones lo mas asépticas posible y siempre tratando el tejido con

el maximo cuidado. Los pasos a
seguir seran, de forma resumida,

los siguientes:

.. . . : = Base del instrumento
- Limpiar la piel a biopsiar :
‘ Cuchilla cilindrica a introducir

con Clorhexidina i Superficie piel paciente

Figura 1. Diagrama del protocolo de extraccion
de la biopsia

- Colocaciéon de pafio

estéril

- Aplicacién de anestésico local segun criterio médico (mupivacaina 2%).

- Cortar el trozo de piel con un biopsy punch de 8 mm. Poner especial cuidado

en no perder el tejido celular subcutaneo.

- Cerrar la herida del donante segin criterio médico (sutura).

- Meter la muestra en tubo con medio de transporte para el envio al investigador.
METODOS RELATIVOS A LA OBTENCION Y DIFERENCIACION DE iPS

Derivacion de Celulas iPS: El laboratorio del Dr. Jalife tiene experiencia en la

generacion de hiPSCs libres de vectores utilizando muchos enfoques,'*!8 incluido

Sendai Virus,'” vectores de reprogramacion episomal’’ y reprogramacion de ARN
mensajero.2!+ 22 Utilizaremos el enfoque de reprogramacién del virus Sendai debido a
su facilidad de uso y alta eficiencia. Brevemente, 3 virus Sendai separados
(CytoTune®-iPS2.0) para expresar los factores de células madre pluripotentes K1f4,
Oct4, Sox2 y c-Myc se usan para reprogramar los fibroblastos de la piel en iPSCs. Los
fibroblastos se expanden hasta la confluencia (~ 2x10° células) en placas de 6 pocillos
y estos virus Sendai se aplican para iniciar la reprogramacion. Los medios se cambian
a diario y los cultivos de fibroblastos se controlan cada dos horas mediante
microscopia de lapso de tiempo (Incucyte, Essen Bioscience, Ann Arbor, MI) para
observar el proceso de reprogramacion. Después de siete dias, las células se tripsinizan

y se someten a nuevas placas recubiertas de matrigel.?*>?* Las colonias de iPSC

14
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generalmente aparecen después de ~ 14 dias y los clones se aislan y pasan a placas
nuevas para la expansion clonal. Se generan al menos 3 clones por linea celular de
paciente y las células iPSC no clonales también se crioconservan para garantizar la
banca de pasajes tempranos. Los iPSCs se mantienen usando marcado manual y
seleccion en medios sin Xeno (iPS Brew, Miltenyi Biotec). Alternativamente, si el
enfoque de reprogramacion del virus Sendai (CytoTune®) no tiene éxito, utilizaremos
otros enfoques libres de vectores, que incluyen la reprogramacion de ARN mensajero
o vectores de reprogramacion episomal para generar cardiomiocitos . El proceso se

completa en 28 dias.

Diferenciacion a cardiomiocitos: Para generar lineas de cardiomiocitos portadoras de la
variante en FLNC utilizaremos un protocolo de diferenciacién dirigida cardiaca a partir
de una monocapa de células iPS.'” El proceso es altamente eficiente, reproducible y
produce rutinariamente ~ 60-70% de cTnT + cardiomiocitos en el dia 15 del protocolo
(figura 2).* ?® Ademas, en relacion con este proyecto, hemos desarrollado nuevas
técnicas de bioingenieria para cultivar, madurar y caracterizar el fenotipo del musculo
cardiaco derivado de células madre humanas. El Laboratorio del Dr. Jalife fue el primero
en publicar trabajos sobre la generacion de monocapas cardiacas derivadas de células
madre humanas altamente purificadas (I cm de didmetro).'* !> Dichas monocapas son
invaluables para estudiar los mecanismos de la arritmia en un sistema humano in vitro

y ofrecen numerosas ventajas sobre los sistemas de células de roedores comtinmente

utilizados.
o
&
& ) "
oby} 8‘00 8@&
& 2 2
&(\ oY «,"" ©
& & & o
TRA-1-60 & & & &
§ s & &S
‘.\\q & ‘x& Q‘O A
Dia0 Dial Dia3 Dia 5 Dia 7-8 Dia 15 hiPSC-CMs

e 2 e

Tt 1 1 1 <o

. inhibidor RPMI/827 inhibidor RPMI/B27 RPMI/B827 No cardiomiocitos
C-elulas madre de GSK3  sin de wnt sin con
(iPS humanas) en insulina RPMI/B27 insulina insulina
RPMI/B27 sin

sin insulina
insulina

Figura 2. Curso temporal de la diferenciacién dirigida de células iPS a
cardiomiocitos.
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Purificacion de cardiomiocitos: Para purificar hiPSC-CM, utilizaremos un proceso

llamado MACS que es altamente novedoso y clinicamente relevante.”®*’ Dicho proceso
ha sido validado en el laboratorio de IP en colaboracién con Miltenyi Biotec. MACS
separa a la poblacion de cardiomiocitos de la no miocitica por medio del uso de un
anticuerpo marcado magnéticamente que atrapa a los no miocitos en la columna

magnética mientras que los hiPSC-CM fluyen y se enriquecen (figura 3A). EI nuevo

enfoque MACS es una mej ora Cell Separation Strategy for hiPSC-CM purification:
=t 2 = A, Magnetic cell sorting B, Flow Depletion of non-myocytes
Slgnlﬁcaﬁva S €l uso de la Strategy A mon:)ei:eyrenlialed hPSCs Enriched CM fraction

Depletion of non-target cells 57.7% hiPSC-CMs 97.1% hiPSC-CMs

,,,,,,,,,, Teee———

expresion ~ SIRPA2a  para

<
o

Troponin T

®
% f

Y 3 % %o % 5 m e e v

seleccionar positivamente para

hiPSC‘CM, que hemOS C, Confocal imaging
hiPSC-CM Non-myocytes

enriched recovered D, Optical Action Potentials

utilizado previamente. 15, 32 WPscolteniched Non-myocytes

140
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permite separar y recaptar

hiPSC-CM purificados
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<
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@

Figura 3. Separacion de células por un anticuerpo

mezclados con no-miocitos de - 5 .
o unido a cuentas magnéticas (MACS). A. Estrategia

forma cuantitativa (figura 3C-
azul = DAPI, rojo = a-actinina). Usando este enfoque de enriquecimiento, podemos
aislar hiPSC-CM de una poblacién de solo 57.7% de células ¢TnT + y obtener hiPSC-
CM enriquecidos con 97.1% de pureza. Este enfoque nos permitirda determinar los
numeros precisos y la identidad de las células que no son de cardiomiocitos y que son
esenciales para la formacién de monocapas y micro-tejidos tri-dimensionales (Figura

4).
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La capacidad de utilizar cardiomiocitos derivados de iPSC humanos maduros (hiPSC-

CM) para estudiar las

A, 3D microtissue mold Top View

Side View

consecuencias
arritmogénicas de las
mutaciones de proteinas

cardiacas heredables es

un nuevo y relevante

B, 3D tissue force quantification = = -Ca2+ Transient

16 - ——Motion

modelo para la

investigacion. También

hemos una

Contracted Relaxed

generado

1500 pen. 156 pm .
ime (s)

Figure 4. Vista superior y lateral del molde de micro-

nueva plataforma de

tejido 3D con micro-tejido. Se muestran desde la parte
superior 6 moldes de micro-tejido, cada uno de 2x4x1.5
mm con 2 postes de silicona (PDMS) de 0.5 mm de
didmetro y 2 mm de separacion. hiPSC-CM se siembran
en colageno de alta densidad que se condensa creando
un micro-tejido 3D suspendido entre los dos postes
flexibles a una altura de 1.10 + 0.17 mm después de 7

pruebas preclinicas que
consta de micro-tejidos
3D formados por hiPSC-
CM altamente

enriquecidos y maduros

dias. cultivados dentro de un

molde flexible y sensible que permite una cuantificacion precisa de la estructura y la
funcién eléctrica y contractil (Figura 4). La plataforma deberia permitirnos desentrafiar
los mecanismos moleculares subyacentes a las consecuencias electromecénicas y

arritmogénicas adversas de la mutacién FLN.

En caso de imposibilidad para obtener lineas celulares de iPS, o que estas no alcancen
el grado de madurez necesario para reproducir de forma fiable el comportamiento
eléctrico del cardiomiocito humano, se generardn lineas celulares portadoras de la
variante en FLNC en células iPS humanas SV10 empleando como vector de

transferencia genética plasmidos basados en elementos transponibles PiggyBack.

Estas células iPS SV10 se han generado en CNIC usando Sendai virus como se ha
descrito anteriormente. Estas células se han caracterizado tanto a nivel de capacidad

pluripotente como de diferenciacion cardiaca terminal.
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SISTEMAS DE TRANSFERENCIA BASADOS EN VECTORES PIGGYBACS

El sistema de PiggyBac (PB) deriva de células de insecto (7richoplusia ni) y se
desarrollé en cepas mutantes de baculovirus. En este sistema, el transgene de interés
en este caso FLNC, se inserta entre repeticiones invertidas que se sitian en los
extremos del transposon. Estos elementos permiten la escision e integracion en el
genoma huésped gracias a la actividad transposasa de una enzima PB especifica que se
introduce en otro vector por separado. El sistema de PB permite “cortar y pegar” un
transgen de gran tamafio en el genomio con preferencia en sitios con una secuencia de
nucleétidos TTAA. En el laboratorio del Dr Juan A Bernal en CNIC se han generado
en los ultimos dos afios mas de 10 lineas diferentes de células iPS que expresan genes
mutantes de proteinas relacionadas con arritmias cardiacas. Este sistema tiene la gran
ventaja de que comparten el control isogénico SV10, ya que se puede controlar el
ntimero de inserciones. Con nuestro protocolo el nimero medio de inserciones oscila

entre 1 y 4 del transgen de interés (Figura 5) .

PB pPB CAG-FLNC
|

g— CAG , ' EGFP /-

~.‘£ Reprogramacion Diferenciacion,
- Sllvestre Control Isogénico
Sendai Vll’US : wngMM

& SV10
>

i

Fibroblastos humanos

Mutante

Modelo de sobreexpresion de FLNC

Figura 5. Vector de transferencia PB codifica para el gen de la FLNC bajo el control del
promotor constitutivo CAG seguido por el gen de la proteina fluorescente EGFP

después de una secuencia de traduccion interna (IRES). Las secuencias invertidas
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repetidas (PB) y la secuencia de poliadenilacion también se indica. Tras esta secuencia
se muestra un modulo de seleccién de resistencia a Neomicina que se usa para
seleccionar clones positivos que expresan FLNC. En la parte inferior se muestra un
diagrama de como se generan los cardiomicitos que expresan FLNC y su control

isogenico a partir de células iPS (SV10 derivadas de fibroblastos humanos.

3. Andlisis Funcional (ex vivo)

Una vez se obtengan las lineas celulares de iPS humanas diferenciadas a cardiomiocitos
(o bien iPS SV10) se realizaran una serie de técnicas de laboratorio normalmente

empleadas en ciencias bésicas de la arritmologia:

- Técnicas de Patch-Clamp. El empleo de este recurso facilita el conocimiento de
las propiedades de los canales ionicos cardiacos, pudiendo obtener informacion
funcional relevante de los mismos. Esta técnica se realizard a nivel cardiomiocitos
individuales derivados de iPS. Se evaluaran la corriente de sodio (Ina), corrientes de
salida de potasio dependientes de voltaje (/i), corrientes rectificadoras tardias de
salida de potasio (Zkur, Ix» € Iks) 'y la corriente de entrada de calcio (Ica.z), asi como

el potencial de accion en la célula completa.

- Técnica de Mapeo Optico. El empleo de sistemas de mapeo Optico ofrecen una
imagen bidimensional de la actividad eléctrica en la superficie cardiaca a medida
que se propaga la onda de activacién. Esto permite investigar potenciales factores
que alteren la conduccién eléctrica. Esta técnica se realizard sobre monocapas
celulares de las lineas de iPS como se ha descrito en publicaciones antriores.!* 1526
28, Se utilizaran fluoréforos sensibles a voltaje y calcio para estudiar la propagacion

del frente de activacion y el calcio citoplasmatico.

- Repercusion de la fibrosis miocdrdica: Estas lineas celulares de iPS se organizan
en monocapas y en microtejidos tridimensionales. Sobre éstas, se realizaran técnicas
de mapeo 6ptico para estudiar la propagacién de la onda de activacién, inicialmente

en situaciones basales. Posteriormente, con el objetivo de ser lo mas fieles posibles
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a la patologia in vivo, se introduciran fibroblastos para reflejar la fibrosis miocéardica
identificable en las resonancias magnéticas de los sujetos participantes del estudio.

La fibrosis miocardica una caracteristica casi constante de la enfermedad.
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