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REFLEXIONES DEL DIRECTOR / DIRECTOR'S REMARKS

Tras poco mas de un afio como director del CBMSO quisiera
comenzar expresando mi sentimiento de gratitud y privilegio
por tener la oportunidad de servir al Centro durante un periodo
de tiempo. Estoy orgulloso de formar parte de una institucion
clave de la historia de la biologia y biomedicina espafiolas y de
contribuir en la medida de lo posible a su progreso.

A nadie se le escapa que vivimos tiempos dificiles y convul-
sos, marcados por una situacién de severa crisis econémica y
social que empieza a cronificarse y que permea todos los am-
bitos de nuestra sociedad. Ello ha tenido repercusiones impor-
tantes sobre el escenario global de financiacién de la ciencia y
tiene consecuencias inmediatas sobre la viabilidad de muchos
proyectos, obligando a reajustes y adaptaciones permanen-
tes, muchas veces en medio de la incertidumbre mas densa.
Mas alla de este diagnostico que nos obliga a reclutar diaria-
mente fuerzas y espiritu de lucha desde nuestro rincones mas
intimos, el CBMSO ha continuado con una actividad cientifica
notable durante el ultimo periodo, generando publicaciones
de alto nivel, registrando nuevas patentes y contribuyendo a
la creacion de empresas biotecnoldgicas gracias a la capaci-
dad emprendedora de algunos de sus miembros. Un aspecto
esencial es el de la contribucion del CBMSO a la formacion en
todos los periodos de la carrera cientifica, desde la incorpo-
racion de estudiantes en los Ultimos cursos de grado hasta la
formacion predoctoral y postdoctoral avanzada.

La naturaleza y singularidad de centro mixto CSIC-
UAM, dentro del entorno de excelencia procurado por
la UAM, dota a nuestro centro de especial fortaleza a la
hora de contribuir a la sociedad en esta vertiente crucial
y vertebradora de futuro.

Todo ello se ve reflejado en un elevado numero de tesis doc-
torales, trabajos de fin de master y desarrollo de practicas
durante la carrera que son albergadas por el CBMSO. Las
paginas que suceden inmediatamente a estos comentarios y
el contenido detallado de la actividad cientifica de los depar-
tamentos reflejan de manera global y pormenorizada el impor-
tante activo del CBMSO.

Santiago Lamas Pelaez
DIRECTORDELCBMSO/CBMSODIRECTOR

After little over a year as director of the CBMSO, | would like
to begin by expressing my gratitude for the privilege of serving
the center. I'm proud to be part of a key institution in the history
of Spanish biology and biomedicine and to contribute as much
as possible to its progress.

We all know that these are difficult and turbulent times, sha-
ped by a severe economic and social crisis that is becoming
chronic and permeates all areas of our society. This crisis has
had significant effects globally on the funding of science and
immediate effects on the viability of many projects, forcing per-
manent adjustments and adaptations, often amid a thick fog
of uncertainty. In these circumstances that require us daily to
draw strength and fighting spirit from our most inner selves,
the CBMSO has continued its impressive scientific activity,
producing high-level publications, registering new patents and
contributing to the creation of biotechnology companies thanks
to the entrepreneurial skills of some of its members. An essen-
tial aspect of the CBMSO'’s work is its contribution to training
at all stages of the scientific career, from the incorporation of
students in their final year of degree to predoctoral and post-
doctoral advanced training. The CBMSO'’s singular nature as
a CSIC-UAM joint center, within the environment of excellen-
ce created by the UAM, gives our center particular strength in
contributing to society in this crucial and unifying aspect of our
future. This strength is reflected in the large number of doctoral
theses, Masters theses and student internships that are hosted
by the CBMSO. The pages following these comments and the
detailed descriptions of the departments’ scientific activity offer
a comprehensive picture of the CBMSO'’s significant assets.

Scientific activity is under constant scrutiny by scientists them-
selves, funding agencies and social agents. A few months ago,
the CBMSO'’s Scientific Advisory Board, whose members were
proposed by the center and approved by its board, made a
long-planned visit to the center. After confirming the CBMSO’s
quality and high scientific creativity, the committee conducted
a comprehensive analysis of the center and had the opportu-
nity to listen to most of the principal investigators providing an
overview and some detailed examples of its scientific activity.
Here | want to thank the committee members for their work
and commitment to this always difficult task, and also reiterate



La actividad cientifica esta sometida a escrutinio permanente
por parte de los propios cientificos, agencias financiadoras y
agentes sociales. Conscientes de ello, hace algunos meses
tuvo lugar la visita, prevista desde hace tiempo, del Comité
Asesor Externo propuesto por el centro y refrendado por sus
patronos. Tras constatar la buena calidad y alta creatividad
cientificas en el CBMSO, el Comité realizd un analisis global
del centro y tuvo la oportunidad de escuchar a la mayoria de
los investigadores principales aportando una vision de con-
junto y en algunos casos detallada sobre la actividad cientifi-
ca de los mismos. Desde aqui quiero agradecer su trabajo y
compromiso en esta tarea siempre ardua y también reiterar mi
gratitud a todo el CBMSO por su acogida, comportamiento y
profesionalidad durante esta visita. El Centro ha comenzado
el proceso de destilacion y digestion de las recomendacio-
nes del Comité, que debemos adaptar a nuestra realidad, sin
perder de vista el mensaje central: “si los mejores cientificos
joévenes no son favorecidos, el CBMSO no sobrevivira.” Esta
afirmacion, que a muchos puede resultar obvia, es en realidad
el nudo gordiano de una transformacién y unos retos nada
sencillos que escapan en muchos casos a la capacidad de
maniobra inherente a un Centro como el nuestro. Pero no hay
excusas, debemos hacer todo lo que esté en nuestras manos
para facilitar el paso digno de la antorcha, paso que en cual-
quier actividad nos habilita y justifica como especie.

Inmersos en el agreste panorama de retos, como centro de-
bemos también comprometernos con el desarrollo del campus
de excelencia CSIC-UAM, implementando el crecimiento y
transformacion de las plataformas cientifico tecnolégicas y en
la medida de lo posible del polo de biomedicina Madrid-Norte
que se esta gestando en la zona geografica del campus. La
colaboracién y coordinacion con el reelegido cuerpo rectoral
de la UAM ha sido siempre estrecha y esta convergencia es
mas necesaria que nunca a la hora de formalizar cualquier
acuerdo que repercuta en el desarrollo cualitativo y cuantitati-
vo del CBMSO y del campus en general.

Tocados de lleno por las dificultades y ajustes presupuestarios
asistimos a un cambio de ciclo. ElI CSIC atraviesa momentos
dificiles y hace también esfuerzos permanentes no solo por
sobrevivir sino por transformarse en una institucion que no
pierda vigencia en el papel tan significado que lleva jugando
en Espafia desde hace mas de 70 afios. La UAM, persistente
en la senda de excelencia desde su nacimiento, no es ajena al
panorama de recortes y restricciones, que capea con trabajo,
imaginacion e inevitables ajustes. Para nosotros como Centro
es critico que estas adaptaciones nos incluyan como uno de
los baluartes mas emblematicos de ambas instituciones, no
solo por su historia y la impronta indeleble de sus padres fun-
dadores, sino sobre todo por su realidad y potencialidad. Con
frecuencia nos enfrentamos a contradicciones derivadas del
antagonismo entre los ideales puros del quehacer cientifico,
las presiones del mercado y la forma de analizar y financiar
la actividad cientifica. La critica constructiva, la autocritica, la
reflexion, el debate y el andlisis son los Unicos instrumentos
posibles para ir resolviendo, muy paulatinamente, estas con-
tradicciones. Y como el analisis no debe conducir a la paralisis
es bueno recordar a Goethe cuando nos dice: “Knowing is not
enough; we must apply. Willing is not enough; we must do.”

Quiero terminar agradeciendo todo su esfuerzo cotidiano no
solo a todo el colectivo de investigadores que hace posible
amanecer y anochecer la vida en el centro sino también a todo
el personal técnico de los laboratorios, a todos los servicios y
a todos los que integran el personal de apoyo de administra-
cién, gerencia y direccion por su entrega y eficiencia. Desde
mi observatorio privilegiado como director, soy mas que nun-
ca consciente de que, aun no habiendo nadie imprescindible,
ellos son mas imprescindibles que nadie.

CBMSO 2011-2012

my gratitude to all the CBMSO members for their welcoming
behavior and professionalism during this visit. The Center has
begun the process of distilling and digesting the committee’s
recommendations, which we must adapt to our reality without
losing sight of the central message: “if the best young scien-
tists are not supported, the CBMSO will not survive.” This sta-
tement, which will be obvious to many, is actually the Gordian
knot of a transformation that involves highly complex challen-
ges that in many cases lie beyond the room for maneuver
that a Center like ours has. But that is no excuse: we must do
everything in our power to facilitate the handing on of the ba-
ton, an essential step in any activity that enables and justifies
us as a species.

Surrounded as we are by these challenges, we as a center
must also commit ourselves to developing the CSIC-UAM
campus of excellence, aiding as much as we can the growth
and transformation of scientific and technological platforms in
the Madrid-North biomedical axis being created in the area of
the campus. Collaboration and coordination with the newly re-
elected governing team of the UAM body has always been clo-
se and this good working relationship is more necessary than
ever when it comes to entering into any agreement that affects
the qualitative and quantitative development of the CBMSO
and the campus in general.

Affected by grave difficulties and budget cuts, we are witnes-
sing a change of cycle. The CSIC is also facing hard times and
fighting not only to survive but to transform itself into an insti-
tution that does not lose effectiveness in the critical role that it
has played in Spain for over 70 years. The UAM, persistent in
pursuit of excellence since its inception, is no stranger either to
the cuts and restrictions, which it weathers through hard work,
creativity and inevitable adjustments. For us as a Center is
critical that these adaptations include us as one of the most
iconic bastions of both institutions, not only for our history and
the indelible imprint of our founding fathers, but above all for
our reality and potential. Often we face contradictions derived
from the antagonism between the pure ideals of science and
market pressures and how scientific activity is evaluated and
funded. Constructive criticism, self-criticism, reflection, discus-
sion and analysis are the only possible tools to resolve, very
gradually, these contradictions. And as analysis should not
lead to paralysis, we would do well to remember what Goethe
says: “Knowing is not enough; we must apply. Willing is not
enough; we must do.”

| want to end by thanking for their daily efforts not only all the
researchers who give life to the center but also all the labo-
ratories’ technical staff, all the service staff and all those who
make up the administrative and managerial staff for their de-
dication and efficiency. From my privileged observation point
as director, | am more than ever aware that, while no one is
indispensable, they are more indispensable than anyone else.
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CBMSO 2011-2012

MARGARITA SALAS FALGUERAS

Doctor Honoris Causa of the UNED
Doctor Honoris Causa of the Universidad Menéndez Pelayo
Honorary Membership Award of the Sociedad de Inmunologia de la Comunidad de Madrid

JOSE ANTONIO LOPEZ GUERRERO
Scientific Dissemintion Award: Blogs madri+d

M? JESUS BULLIDO GOMEZ-HERAS

Ramén y Cajal Prize for Basic Research
Best Patent, madri+d 2010 Contest

ESTEBAN DOMINGO SOLANS
2 o 11 Ranking Membner of the Real Academia de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales

CARMEN ARAGON RUEDA
Corresponding Member of the Real Academia de Farmacia

AWARDS AND HONORS

MARGARITA SALAS FALGUERAS

Doctor Honoris Causa of the Universidad de Jaén
2 0 1 2 Clara Campoamor Prize of the Ayuntamiento de Madrid
Margarita Salas Research Award of the Fundacion Universidad de Malaga

PAOLA BOVOLENTA

Elected member of EMBO
Fundaluce Prize

CECILIO GIMENEZ MARTIN
Corresponding Member of the Real Academia de Farmacia

JOSE FERNANDEZ PIQUERAS

Coordinator, Biomedicine Area, National Evelauation and Foresight Agency
Member of various ethics committees (CSIC-CBMSO)

MARIA LUISA TORIBIO
Second Paula Estévez Fellowship of the Fundacién Sanda Ibarra

TOTAL CBMSO STAFF HONORS

m 2 Laureates of the Principe de Asturias de Investigacion

m 3 Laureates of the Premio México de Investigacion (of 19 in total)
m 3 Laureates of the Premio Jaime | de Investigacion

m 5 Laureates of the Ramén y Cajal National Prize

m 17 Doctors “Honoris causa” of Spanish and foreign universities

m 2 members of the USA’s National Academy of Sciences

= 9 Spanish Royal Academies members
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FINANCING: OVERALL DATA (*)

491 53

7

@o¢

CSIC

@

cSic =

Agreements (Contracts)
Autonomous Region of Madrid
Patents

Intramurals

EU

Health Research Funding
National Research Funding

459 936 7

Agreements (Contracts)
Autonomous Region of Madrid
Others

EU

Health Research Funding
National Research Funding

UAM

UAM

Agreements (Contracts)
Autonomous Region of Madrid
Intramurals

EU

Health Research Funding
National Research Funding

Agreements (Contracts)
Autonomous Region of Madrid
Health Research Funding
Others

National Research Funding

* Figures in thousand of euros



SCIENTIFIC/TECHNICAL DEPARTMENTS

Animal House Facility

Bioinformatics Facility

Electron Microscopy Facility

Fermentation Facility

Flow Cytometry Facility

Genomics Facility

Optical and Confocal Microscopy Facility
Proteomics and Protein Chemistry Core Facility

Transgenesis Facility

ADMINISTRATIVE DEPARTMENTS

Administration

Biological Security

Cell Culture, Washing and Sterilization
Computing

Graphic Design

Institutional Relations

Instruments and Equipment

Library

Maintenance

Management

Management Board

Personnel Management

Photography

Purchase Department

Reception

Safety and Occupational Risk Prevention
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DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR E INMUNOLOGIA

Cell Biology and Immunology Depariment

Transmision de sefales a través del receptor para el antigeno de células T
Signal transduction through the T cell antigen receptor
Balbino Alarcén Sanchez

Polaridad Celular
Cell Polarity

Miguel A. Alonso Lebrero

Glicogenémica Funcional
Functional Glycogenomics

Pedro Bonay Miarons

Interacciones funcionales entre la tetraspanina CD9 y moléculas de adhesion celular
Functional interactions between tetraspanin CD9 and cell adhesion molecules

Carlos Cabanas Gutiérrez

Interaccion entre el citoesqueleto y la membrana plasmatica
Cytoskeleton-plasma membrane interactions

Isabel Correas Hornero

Inmunologia Viral
Viral Immunology

Margarita del Val Latorre

Susceptibilidad Genética en Enfermedades complejas: genes implicados
en el desarrollo de linfomas linfoblasticos T

Genetic susceptibility in complex diseases: genes involved in T-cell

lymphoma development

José Fernandez-Piqueras

Mediadores proinflamatorios y su implicaciéon en enfermedades de etiologia
inflamatoria e inmune

Proinflammatory mediators and their involvement in immune and
inflammatory-mediated diseases

Manuel Fresno Escudero

Acciones de los prostanoides en procesos inflamatorios
Prostanoids actions in Inflammatory Processes
Miguel Angel Ihiguez Peha

Células troncales tumorales
Cancer Stem Cells

Marta Izquierdo Rojo

Fisiopatologia Molecular del Endotelio Vascular
Molecular pathophysiology of the vascular endothelium

Santiago Lamas Pelaez

Papel de la transicion epitelio-mesénquima de las células mesoteliales en
fibrosis y cancer
Role of the epithelial to mesenchymal transition of mesothelial cells in fibrosis and cancer

Manuel Lépez Cabrera

Mecanismo de asociacion de HLA-B27 con espondiloartropatias (JALC)
Mechanism of association of HLA-B27 with spondyloarthropathies (JALC)

José A. Lopez de Castro

Laboratorio de polaridad epitelial
Epithelial polarity laboratory

Fernando Martin Belmonte

Receptores acoplados a proteinas G: redes de sefializacion e implicaciones
fisiopatoldgicas

G protein-coupled receptor networks: signal transduction and pathophysiological implications
Federico Mayor

Mecanismos moleculares de interaccién virus-célula: el modelo del virus
de la peste porcina africana
Virus Cell Interaction. The ASFV Model

Yolanda Revilla Novella

Homeostasis metabdlica
Metabolic homeostasis

Ignacio V. Sandoval

Oxido nitrico y respuesta inmune adaptativa: regulacién y funcién de la actividad
&xido nitrico sintasa en la activacion y diferenciacion de los linfocitos T

Nitric oxide and adaptive immune response: regulation and function of nitric oxide synthase
activity in the activation and differentiation of T lymphocytes

Juan Manuel Serrador Peiré

Desarrollo del sistema linfohematopoyético humano
Development of the human lymphohematopoietic system

Maria Luisa Toribio Garcia
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BIOLOGIACELULAREINMUNOLOGIA /CELLBIOLOGYANDIMMUNOLOGY

Transmision de sefales a través del receptor para el antigeno de células T
Signal transduction through the T cell antigen receptor

Jefe de Linea / Group Leader: Técnicos de Investigacion /
Balbino Alarcon Sanchez Technical Assistance:
Valentina Blanco Ferreras
Irene Arellano Rojo

Tania Gomez Aranda
Cristina Prieto Carro

Personal Cientifico / Scientific Staff:
Hisse M. van Santen
Aldo Borroto Revuelta

Postdoctorales / Postdoctoral Fellows:
Raquel Blanco Fuentes

Elena Fernandez-Arenas Hervas
Diana Reyes Garau

Becarios Predoctorales /
Graduate Students:
Enrique Calleja Sierra
Pilar Mendoza Daroca
Ana Martinez Riafio

Resumen de investigacion

El reconocimiento del antigeno por parte de los linfocitos T sorprende por su sensibilidad (son activados por unas de-
cenas de moléculas de antigeno), por ser muy especificos (son activados por péptidos antigénicos que difieren en un
Unico aminoacido de péptidos que son ignorados) y por presentar un amplio rango dinamico (las concentraciones de
antigeno necesarias para la saturacion de la respuesta son frecuentemente de 5 a 8 6rdenes de magnitud superiores
a las que inician la sefial mas débil). Estas propiedades en el reconocimiento de antigeno las ejercen a través de un
receptor (el TCR) que presenta una afinidad baja por su ligando (el péptido antigénico unido a MHC), tipicamente entre
1y 10 pM. Creemos que la solucién a esta paradoja se encuentra en que el TCR no actda como una molécula aislada
sino que se expresa, antes de la estimulacion con antigeno, como oligémeros de distinto tamafio que pueden llegar a
ser hasta de 20 TCRs.

La organizacion del TCR en oligomeros puede dotar a los linfocitos T de una mayor avidez en el reconocimiento de
antigeno y ademas permitir fendmenos de cooperatividad entre TCRs. De hecho, hemos demostrado que la unién de
un ligando a un TCR resulta en la transmision de un cambio conformacional a los TCRs no ligados. Por otro lado, esta-
mos investigando los mecanismos intramoleculares de transmision de sefiales desde las subunidades que reconocen
el ligando a las que reclutan proteinas efectoras en el citoplasma.

Finalmente, estamos estudiando el papel de la GTPasa TC21, de la familia RRas, en procesos fisiolégicos de los
linfocitos como la sefializacion homeostatica, formacién de la sinapsis inmunolégica, seleccion timica, formacion de
centros germinales, asi como en procesos patoldgicos: participacion en la formacién de linfomas B y T, ademas de
cancer de pulmén y mama.

Figura 1. La estimulacion del TCR promueve un proceso fagocitico dependiente de
TC21y RhoG. Las células T son capaces de fagocitar microesferas de latex recubier-
tas de anti-CD3. Linfocitos primarios naif de raton fueron incubados con microesferas
de 6 um fluorescentes (en naranja) durante 30 min y fueron tefiidas con faloidina fluo-
rescente (en verde) para visualizar la F-actina cortical. Se muestra una seccion dptica
para ilustrar que algunas microesferas fueron internalizadas completamente. Se utilizo
un anticuerpo secundario anti-lg de ratén marcado con Alexa 647 (en magenta) para
determinar qué microesferas eran accesibles al medio exterior. Esto permitio distinguir
microesferas completamente internalizadas (cabezas de flecha) de las exteriores e
incluso demostrar la presencia de copas fagociticas (flechas) en las cuéles la microes-
fera estéa parcialmente inaccesible al anticuerpo secundario.

Figure 1. TCR-triggered TC21- and RhoG-dependent T cell phagocytosis. T cells
phagocytose anti-CD3-coated latex beads. Primary mouse naive T cells were incu-
bated with 6 um diameter fluorescent beads (shown in orange) for 30 min and stai-
ned with fluorescent phalloidin to visualize the cortical F-actin (in green). An optical
section is shown to illustrate that some beads are completely internalized. A secon-
dary Alexa 647-labeled anti-mouse Ig (shown in magenta) was added to determine
if the beads were accessible or not. This enabled us to distinguish fully internalized
(arrowheads) from external beads, and even to define the presence of phagocytotic
cups (arrows) in which the bead is partly inaccessible to the secondary antibody.
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Research summary

The properties of antigen recognition by T cells are remarkable from several points of view: T cells are highly sensitive
(respond to a few antigen molecules), T cells are highly specific (respond to antigen peptides that differ in only one
amino acid from null peptides), and T cells present a wide dynamic range (their respose becomes often saturated only
after increasing 5-8 orders of magnitude the concentration of antigen). These properties rely on the use of a receptor
(the TCR) with low affinity for antigen, typically of 1-10 uM. We believe the solution to this paradox is found in the
organization of the TCR in the membrane: the TCR is organized in pre-existing oligomers of up to 20 TCR complexes,
before its encounter with antigen.

The oligomeric organization of the TCR can endow T cells with a higher avidity for antigen and the possibility of
cooperation between TCRs. Indeed, we have demonstrated that a conformational change resulting from the binding
of a TCR complex to its ligand is propagated to unbound TCRs. In addition, we are investigating the intramolecular
mechanisms that allow the transmission of signals from the ligand-binding subunits to the cytoplasmic tails of the signal
transducing subunits in the TCR.

Finally, we are studying the role TC21, a member of the RRas subfamily of GTPases, in physiological processes of T
and B lymphocytes such as homeostatic control of the populations, formation of the immunological synapse, thymic
selection, germinal center formation, as well as in pathological processes such as formation of T and B cell lymphomas,
lung and breast cancer.

Publicaciones / Publications

Iborra, I., Soto, M., Stark-Aroeira, L., Castellano, E., Alarcén, B., Martin-Coéfreces, N., Alarcon, B. and Sanchez-Madrid, F. (2011).
Alonso, C., Santos, E., and Fernandez-Malavé, E. (2011). H-ras Tubulin and actin interplay at the T cell and Antigen-presenting cell
and N-ras are dispensable for T-cell development and activation but interface. Frontiers Immunol 2, 24.

critical for protective Th1 immunity. Blood 117, 5102-5111. . .
Alarcon, B. and Martinez-Martin, N. (2012). RRas2, RhoG and T cell

Martinez-Martin, N., Fernandez-Arenas, E., Cemerski, S., Delgado, phagocytosis. Small GTPases 3:2, 1-5.
P., Turner, M., Heuser, J., Irvine, D.J., Huang, B., Bustelo, X.R.,
Shaw, A.S., and Alarcén, B. (2011). TCR internalization from the
immunological synapse mediated by TC21- and RhoG GTPase-
dependent phagocytosis. Immunity 35, 208-222.

Larive, R.M., Abad, A., Cardaba, C.M., Hernandez, T., Cafiamero, M.,
De Alava, E., Santos, E., Alarcon, B. and Bustelo, X.R. (2012). The
Ras-like protein RRas2/TC21 is important for proper mammary gland
development. Mol. Biol. Cell 23, 2373-2387.

Kumar, R., Ferez, M., Swamy, M., Arechaga, |., Rejas, M., Valpuesta, ) i i i X X .
J.M., Schamel, W.W.A., Alarcon, B., and van Santen, H.M. (2011). Martlln-Cofreces, N'B;' Baixauli, F', Gil, D, Morluas, A, Hellriegel,
Increased sensitivity of antigen-experienced T cells via enrichment for C Lppez, MJ Alarcon, B, ar?d Sanchez—Mgdrld, F (2012). End-
oligomeric TCR complexes. Immunity 35, 375-387. binding protein 1 controls signal propagation from the T cell
receptor. EMBO J. 31, 4140-4152,

Alarcén, B., Mestre, D. and Martinez-Martin, N. (2011). The
Immunological Synapse: a Cause or Consequence of TCR
triggering?. Immunology 133, 420-425.

Blanco, R. and Alarcén, B. (2012). TCR nanoclusters as the framework
for transmission of conformational changes and cooperativity.
Frontiers Immunol 3,115.

Tesis doctorales / Doctoral theses

Nuria Martinez Martin (2011). Caracterizacién de una ruta fagocitica
mediada por el TCR en linfocitos T. Universidad Auténoma de Madrid.
Director: Balbino Alarcon.

Figura 2. Prevencion de la inflamacion de las vias respira-
torias bajas por el compuesto de bajo peso molecular Ecra4h
que inhibe la interaccion TCR-Nck. Ecra4h inhibe la infiltracion
de las vias respiratorias por células inflamatorias en ratones
sensibilizados con ovalbiimina en experimentos de Tomografia
Molecular de Fluorescencia con la sonda ProSense 680 24 ho-
ras tras la exposicién a un aerosol de ovalbumina. El grupo de
ratones tratados con Ecra4h recibi6é dos dosis de Ecra4h-HCI
(1 mg, i.p.) en los tiempos de inmunizacion. El grupo placebo
fue tratado solo con el solvente y el grupo control no fue inmu-
nizado con ovalbimina. Cortesia de la Dra. Pilar Martin, Centro
Nacional de Investigaciones Cardiovasculares.

Figure 2. Prevention of allergic airway disease by the small molecular weight inhibitor of the TCR-Nck interaction Ecra4h. Ecra4h inhibits infiltration of airways by inflammatory cells in
ovalbumin-sensitized mice, as measured by Fluorescence Molecular Tomography using the ProSense 680 probe 24 h after exposure to an aerosol of ovalbumin. A colorimetric scale was
used to quantify the degree of infiltration. The Ecra4h group was administered two doses of Ecra4h-HCI (1 mg, i.p.) at the time of immunization, while the placebo group was treated with
the vehicle alone and the control group was not immunized with ovabumin. Courtesy of Dr. Pilar Martin, National Center for Cardiovascular Disesases.
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Polaridad Celular
Cell Polarity

Jefe de Linea / Group Leader: Estudiantes /

Miguel A. Alonso Lebrero Undergraduate Students:
Postdoctorales / Postdoctoral Fellows: Laura Barba Moreno

Olga M. Antén Hurtado Técnicos de Investigacion /
Laura Andrés Delgado Technical Assistance:

Elena Reales Rodriguez Alberto Jiménez Garcia

Juan Francisco Aranda Gémez Juan Antonio Rodriguez Gutiérrez

Becarios Predoctorales / Graduate
Students:

Leandro N. Ventimiglia

Sandra Ballestero Beltran

Miguel Bernabé Rubio

Resumen de investigacion

La polaridad celular es fundamental para el funcionamiento normal de la mayoria de los tipos celulares. El objetivo de
nuestro grupo es comprender mejor el proceso de polarizacion celular mediante la caracterizacion funcional de protei-
nas implicadas en procesos de transporte vesicular polarizado. Para ello utilizamos como sistemas celulares modelo
células hepaticas, linfocitos T y células epiteliales polarizadas. En estos estudios ponemos un énfasis especial en la ca-
racterizacion funcional de las rutas de transporte especializadas mediadas por miembros de la familia MAL de proteinas.

MAL, el miembro fundador de la familia MAL de proteinas, fue descrito previamente como un componente de la maqui-
naria para el funcionamiento de rutas especializadas de transporte de células epiteliales polarizadas y de linfocitos T.
Hace afios propusimos que MAL podria organizar los lipidos de las balsas de membrana para hacerlas competentes
en la captacion de moléculas especificas para su transporte a la superficie apical en las células epiteliales o de la tiro-
sina quinasa Lck en los linfocitos T. Uno de nuestros logros en los ultimos dos afios ha sido demostrar que la proteina
MAL organiza los lipidos de las balsas en la sinapsis inmunolégica (SI) de los linfocitos T asegurando asi la localizacion
correcta de moléculas asociadas a las balsas, como es el caso de Lck y LAT, a la SI. En apoyo de un papel mas general
para las proteinas de la familia MAL en la organizacion de las balsas de membrana, hemos encontrado también que
la proteina MYADM, un miembro de la familia MAL, organiza las balsas para la captacion de Rac1, regulando asi el
proceso de migracion celular.

La polarizacién del aparato secretor de los linfocitos T requiere de la reorientacion del centrosoma a la Sl. Otro logro
importante de nuestro grupo en este periodo ha sido el hallazgo de que la formina INF2, descrita anteriormente como
una proteina que interacciona con MAL, controla este proceso mediante la formacién de una red especializada de
microtubulos detirosinados.

Figura 1. Células Jurkat MAL y células Jurkat MAL-FLAG marcadas con la son-
da fluorescente Laurdan fueron conjugadas a células presentadoras de antige-
no en presencia de superantigeno SEE (paneles superiores izquierdos). Los
graficos representan los valores de polarizacion general (GP) a lo largo de la Si
(linea blanca en las imagenes de contraste de fases) para cada tipo de célula
Jurkat (paneles superiores derechos). La flecha indica la periferia de la Sl y el
asterisco la zona central. Se muestra en falso color una vista frontal de la SI
(paneles inferiores izquierdos) y un histograma tridimensional de los valores de
GP obtenidos (paneles inferiores derechos).

Figure 1. Jurkat MAL and Jurkat MAL-FLAG cells were labeled with the
fluorescent probe Laurdan and then conjugated to SEE-loaded antigen-
presenting cells (top, left panels). The graphics represent the generalized
polarization (GP) values along the IS (white line in the differential contrast
images) for each type of Jurkat cell (top, right panels). The arrows point to the
IS periphery and the asterisk indicates the central region. An en face view of the
IS is shown in pseudocolor (bottom, left panels). A three dimensional histogram
of the GP values at the IS is also presented (bottom, right panels).
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Research summary

Cell polarity is fundamental to the functioning of most types of cell. Our group’s aim is to advance our knowledge of
the cell polarization process through the functional characterization of protein machinery involved in the generation
and maintenance of cell polarization. Hepatocytes, T lymphocytes and epithelial cells are our preferred model cell
systems. Special emphasis is placed on the functional characterization of the specialized transport pathways mediated
by members of the MAL protein family and associated proteins in these cell types.

MAL, the founder member of the MAL family, was previously identified as a component of the machinery for specialized
pathways of raft-mediated vesicular transport in polarized epithelial cells and T lymphocytes. MAL was postulated to organize
raft lipids to make raft membranes competent for the recruitment of specific cargo during transport of apical proteins in
epithelial cells or of the tyrosine kinase Lck in T cells. One of our major achievements in the last two years has been the
discovery that MAL organizes raft membranes at the immunological synapse (IS) of T lymphocytes for the correct targeting
of the raft-associated Lck and LAT molecules to the supramolecular activation cluster assembled at the IS. As evidence of a
more general role of MAL family proteins in raft organization, we have also found that MYADM, a member of the MAL family,
organizes raft lipids for Rac1 recruitment with subsequent repercussion in the regulation of cell migration.

The reorientation of the centrosome to the IS, which is required for the polarization of the secretory apparatus, is one of
the hallmarks of T cell polarization. Another important achievement of our group in this period has been the discovery
that formin INF2, which interacts with MAL, mediates this process through the formation of a specialized array of stable
detyrosinated microtubules.

Publicaciones / Publications Tesis doctorales / Doctoral theses

Andrés-Delgado, L., Antén, O. M., Bartolini, F., Ruiz-Saénz, A.,
Correas, |., Gundersen, G.G., and Alonso, M.A. (2012) INF2
promotes the formation of detyrosinated microtubules necessary for
reorientation of the centrosome to the immunological synapse of T
cells. J. Cell Biol. 198, 1025-1037.

Rodriguez-Fraticelli, A.E., Auzan, M., Alonso, M.A., Bornens, B., and
Martin-Belmonte, F. (2012) Cell-confinement controls epithelial polarity
and lumen formation through cortical actin contractility and LKB1 in
micropatterned MDCK 3D-cultures. J. Cell Biol. 198, 1011-1023.

Zhou, G., Liang, F.X., Rok, R., Wang, Z., Liao, Y., Ghiso, J., Luque-
Garcia, J.L., Neubert, T.A., Kreibich, G., Alonso, M.A., Schaeren-
Wiemers, N., and Sun, T.T. (2012) MAL mediates the incorporation
of exocytic uroplakin-delivering vesicles into the apical membrane of
urothelial umbrella cells. Mol. Biol. Cell 23, 1354-1366.

Dorman, D.M., Shahsafaei, A., and Alonso, M.A. (2012) Utility of
CD200 immunostaining in the diagnosis of primary mediastinal large
B cell lymphoma: comparison with MAL, CD23, and other markers.
Mod. Pathol. 25, 1637-1643.

Ruiz-Saénz, A., Kremer, L., Alonso, M.A., Millan, J., and Correas, |.
(2011) Protein 4.1R regulates cell migration and IQGAP1 recruitment
to the leading edge. J. Cell Sci. 124, 2529-2538.

Aranda, J.F., Reglero-Real, N. Marcos-Ramiro, B., Ruiz-Saenz, A,
Bernabé-Rubio, M., Correas, I., Millan, J., and Alonso, M.A. (2012)
MYADM, a member of the MAL protein family, regulates Rac1
targeting to membrane rafts and cell migration. In J. Becerra, J. and
Santos-Ruiz, L. (Eds.) Hot Topics in Cell Biology. Chartridge Books
Oxford, Oxford, UK, pp. 36-42.

Boyer, O., Nevo, F., Plaisier, E., Funalot, B., Gribouval, O., Benoit, G.,
Huynh-Cong, E., Arrondel, C., Téte, M.J, Montjean, R., Richard, L.,
Karras, A., Pouteil-Noble, C., Balafrej, L., Bonnardeaux, A., Canaud,
G., Charasse, C., Dantal, J., Deschenes, G., Deteix, P., Dubourg, O.,
Petiot, P., Pouthier, D., Leguern, E., Guiochon-Mantel, A., Broutin,
I, Gubler, M.C., Saunier, S., Ronco, P., Vallat, J.M., Alonso, M.A,,
Antignac, C., and Mollet, G. (2011) INF2 mutations in Charcot-Marie-
Tooth disease with glomerulopathy. N. Engl. J. Med. 365, 2377-2388.

Aranda, J.F., Reglero-Real, N., Kremer, L., Marcos-Ramiro, B., Ruiz-
Saénz, A., Calvo, M., Enrich, C., Correas, |., Millan, J., and Alonso,
M.A. (2011) MYADM regulates Rac1 targeting to ordered membranes
required for cell spreading and migration. Mol. Biol. Cell. 22, 1252-1262.

Anton, O.M., Andrés-Delgado, L., Reglero-Real, N., Batista, A.,
and Alonso, M.A. (2011) MAL protein controls protein sorting at
the supramolecular activation cluster of human T lymphocytes.
J. Immunol. 186, 6345-6356.

Laura Andrés Delgado (2011). La formina INF2 regula el transpor-
te de Lck y la reorientacion del centrosoma a la sinapsis inmunolo-
gica de los linfocitos T. Universidad Auténoma de Madrid. Director:
Miguel. A. Alonso.

Premios / Awards

Premio PINP 2011 al mejor trabajo publicado realizado en el CBMSO
ala Dra. Laura Andrés Delgado / PINP 2011 award to the best article
carried out at the CBMSO to Dr. Laura Andrés Delgado.

Figura 2. Se tifieron distintos conjugados de células T con células presentado-
ras de antigeno para microtibulos detirosinados (Glu, verde) y tirosinados (Tyr,
rojo). Se muestran difentes vistas de la distribucién de los microtibulos Glu en
el contacto célula-célula de uno de los conjugados rotado 0, 20, 40 y 60 grados.
La flecha indica la posicién del centrosoma y las cabezas de flecha apuntan a
distintos microtubulos detirosinados que se doblan alejandose de la Sl y siguen
la curvatura celular.

Figure 2. Conjugates formed by T cells with SEE-loaded antigen-presenting
cells were stained for detyrosinated (Glu, green) and tyrosinated (Tyr, red) mi-
crotubules. Views of the cell-to-cell contact rotated 0, 20, 40 and 60 degrees
are shown for Glu-MT-stained T cells in one conjugate. The arrow indicates the
position of the centrosome and the arrowheads point to Glu-MTs that bend away
from the IS following the T cell curvature.
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Glicogendmica Funcional
Functional Glycogenomics

Jefe de Linea / Group Leader: Técnico de Investigacion /
Pedro Bonay Miarons Technical Assistance:
Personal Cientifico / Scientific Staff: Libertad Teresa Matamoros
Manuel Soto Alvarez Cientificos Visitantes /
Carlos Alonso Bedate Visiting Scientists:
Becarios / Contratados Predoctorales / Mal_woel Barral-Neto
. Aldina Barral
Graduate Students: .
) Claudia Brodskyn
Laura Corvo Villen
. . Leo Arruda

Laura Ramirez Garcia

. . Fundagao Oswaldo Cruz
Maria Vega Sendino (FIOCRUZ) Centro de Pesquisas
Leticia Olabarri Gonzalo Moniz, Bahia, Brasil
Francisco Zorita Elizabeth Ferrer
Francisco Dorado Universidad de Carabobo
Ana Uribarri Maracay, Venezuela

Resumen de investigacion

El laboratorio tiene como objetivo fundamental el entender como el sistema inmune innato reconoce patégenos me-
diante los receptores de superficie — basicamente los CLRs o lectinas tipo C y galectinas- de las células involucradas,
principalmente Células Dendriticas. En el curso del ultimo afio hemos desarrollado un sistema de estudio que com-
prende el complemento completo (hasta el momento) de todas las proteinas de reconocimiento de glicanos (humano
y murino) inmovilizadas en formato microarray que nos permitira obtener una instantdnea de como un determinado
patégeno es “visto” por el sistema inmune. Los resultados de estudios empleando este sistema pueden proveer claves
predictivas en cuanto a polarizacién de la respuesta inmune generada frente a un patégeno en particular. Un segundo
objetivo es definir las rutas de sefalizacion/transduccion inducidas en células presentadoras de antigenos por la inte-
raccion de lecitinas tipo C y galectinas con sus haptenos glicanos. Conocer la naturaleza de tales rutas es esencial en
la identificacion de moléculas del patdgeno que actuen como reguladores/moduladores inmunes y dianas terapéuticas
potenciales en el desarrollo de nuevos anti-inflamatorios.

En tercer lugar, se propone definir como las lectinas tipo C del huésped son capaces de inducir diferentes programas
de activacion celular que conducen a una disminuida respuesta pro-inflamatoria a ligandos TLR. En particular, se
esta estudiando cual combinacion de lectinas tipo C/galectinas-TLR es requerida para una determinada respuesta
inmune. Es decir, ligandos glicanos obtenidos de patdgenos podrian ser usados como adyuvantes Th1 o Th2?. Una
aproximacion que permitiria responder esta pregunta, es intentar direccionar la interaccién de antigenos previamente
demostrados con cierta actividad protectora de Leishmania sp. hacia Células Dendriticas de piel mediante su fusion a
ligandos de CLRs con el objeto de estimular una respuesta inmune especifica.

Figura 1. Amastigotes de T. cruzi “secuestran” el “pool” intracelular de
galectinas. Células LLc-MK2 creciendo en cubreobjetos se infectaron con
Tripomastigotes de T. cruzi. 4 dias post-infeccion, las células se procesaron
para imunofluorescencia empelando anticuerpos especificos anti-galectina-1
(Ay B) y anti-galectina-3 (C y D).

Figure 1. T cruzi amastigotes take over soluble intracellular pool of ga-
lectins. LLC-MK2 cells growing onto glass coverslips were infected. After four
days p.i., the cells were processed for immunofluorescence and stained with
anti galectin 1 (A and B), galectin 3 (C and D).
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Research summary

The laboratory’s main purpose is to understand as the innate immune system recognizes pathogens through surface
receptors - basically CLRs or C-type lectins and galectins-expressed mainly in macrophages and dendritic cells. In the
past year we have developed a system of study that includes the full complement of glycan recognition proteins (human
and murine) immobilized microarray format that will allow us to get a snapshot of how a particular pathogen is “seen” by
the immune system. The results of studies using this predictive system may provide clues as to bias the immune response
generated against a particular pathogen. A second objective is to define routes signaling / transduction induced in antigen
presenting cells by the interaction of C-type lectins and galectinshaptens with their glycans. Knowing the nature of these
pathways is essential for the identification of pathogen molecules that may act as regulators / immune modulators and
hence serve as potential therapeutic targets for development of novel treatments.

Thirdly, is proposed to define the mechanisms by which the hoist c-type lectins are able to induce cellular activation
programs leading to a decreased response to pro-inflammatory TLR ligands. In particular, consideration taken to decipher
which combination of type C lectins / galectins-TLR is required for a specific inmune response. Could ligands / glycans
derived from pathogens, could be used as adjuvants Th1 or Th2? An approach that would answer this question, is to
address the interaction of antigens previously demonstrated with some protective activity of Leishmania sp. towards skin
dendritic cells through their fusion to CLRs ligands in order to stimulate a specific immune response.
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Resumen de investigacion

La tetraspanina CD9 presenta una alta capacidad de interaccionar con otras proteinas de superficie en diversos tipos
de células. A través de estas interacciones, CD9 es capaz de regular procesos celulares cruciales como la adhesién,
migracion, invasion y proliferacion.

ADAM17/TACE es una proteasa responsable del corte y liberacion (“shedding”) de los ectodominios de numerosas
proteinas de la superficie celular que estan criticamente implicadas en desarrollo, crecimiento, adhesion, diferencia-
cién y migracion de leucocitos y células tumorales. ADAM17/TACE es importante en la regulacion de la adhesion
celular a través del shedding de moléculas de adhesion de la superfamilia de las inmunoglobulinas (ICAM-1, VCAM-1,
NCAM, L1CAM y ALCAM) o de otras familias (CD44 y L-selectina).

ALCAM/CD166 es una glicoproteina de transmembrana de 110 kDa de la superfamilia de las inmunoglobulinas que
media adhesion intercelular a través de interacciones homofiliicas (ALCAM-ALCAM) y heterofilicas (ALCAM-CD6) y esta
implicada en el crecimiento invasivo y metastasis de diferentes tumores (melanomas, carcinomas de mama, prostata,
ovario y colorectal). ALCAM puede ser cortada en su region extracelular yuxtamembranal por ADAM17/TACE, liberando-
se en una forma soluble de 96 kDa (sALCAM). Los niveles circulantes de SALCAM estan elevados en pacientes con dife-
rentes tipos de cancer, lo que sugiere la implicacion de esta molécula en la motilidad e invasion de las células tumorales.

Hemos demostrado que CD9 es capaz de regular la adhesion en células tumorales a través de un doble mecanismo.
Por una parte esta tetraspanina induce agregacion de diferentes moléculas de adhesion a través de interacciones es-
pecificas induciendo su reclutamiento en microdominios denominados TEMs (Tetraspanin-Enriched Microdomains) y
cambios en la avidez por sus ligandos. Ademas, CD9 regula negativamente la actividad proteolitica de ADAM17/TACE,
modulando el balance entre las formas de transmembrana y soluble y alterando la actividad de diferentes moléculas
implicadas en adhesion e inflamacién, incluyendo TNF-a, ICAM-1 y ALCAM.

Figura 1. Analisis por microscopia confocal de la co-localizacion entre ALCAM/
CD166 y la tetraspanina CD9 en las lineas celulares Jurkat (linfocitaria T), Raji-trans-
fectadas con CD9 (linfocitaria B) y BLM (melanoma). Se observa una co-localizacion
parcial de estas moléculas en la membrana plasmatica de los tres tipos celulares.
Las areas de co-localizacion entre CD9 y ALCAM en células linfociticas estan distri-
buidas siguiendo un patrén “parcheado”, mientras que en las células adherentes de
melanoma BLM la co-localizacién esta particularmente enriquecida en las regiones
de contacto célula-célula.

Figure 1. Confocal microscopy analysis of the co-localization between the adhesion
molecule ALCAM/CD166 and the tetraspanin CD9 in Jurkat T cells, CD9-transfected
Raji B cells and BLM melanoma cells. Partial co-localization of these molecules is
observed on the plasma membrane of the three cell types. Interestingly, the areas of
co-localization between CD9 and ALCAM on lymphoid cells are distributed following
a patched pattern while on the adherent BLM melanoma cells co-localization is par-
ticularly enriched in cell-cell contacts.
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Research summary

The tetraspanin CD9 displays a high ability to interact with other surface proteins in several types of cells. Through
these interactions, CD9 regulates key cellular processes such as adhesion, migration, invasion and proliferation.

ADAM17/TACE is protease responsible for ectodomain “shedding” of a large number of cell surface proteins that
are critically involved in development, growth, adhesion, differentiation, and migration of leukocytes and tumor cells.
ADAM-17/TACE is particularly important in the regulation of cell adhesion through the shedding of different adhesion
molecules that either belong to the immunoglobulin superfamily (ICAM-1, VCAM-1, NCAM, L1CAM AND ALCAM) or to
other families of adhesion receptors (CD44 and L-selectin).

ALCAM/CD166 is a transmembrane glycoprotein of 110 kDa with five Ig-type domains in its extracellular region, a
single transmembrane region and a short intracytoplasmic tail. ALCAM mediates cell adhesion through homophilic
(ALCAM-ALCAM) as well as heterophilic (ALCAM-CD6) interactions, and has been implicated in the invasive growth
and metastasis of different types of tumors (melanomas and breast, prostate, ovary and colorectal carcinomas). ALCAM
can be cleaved at its juxtamembrane extracellular region by ADAM-17/TACE, causing the release of a 96 kDa soluble
form (SALCAM). The circulating levels of SALCAM are elevated in patients of different types of cancers, which suggests
the implication of this molecule in the motility and invasion of malignant cells.

Our recent results have demonstrated that CD9 is capable to regulate the adhesion of tumoral cells through a dual
mechanism. On the one hand, this tetraspanin induces the aggregation of different adhesion molecules though
specific interactions inducing their recruitment into cell surface microdomains termed TEMs (Tetraspanin-Enriched
Microdomains), which in turn induces changes in the avidity of these molecules for their ligands. Additionally, CD9
negatively regulates the proteolytic activity of ADAM-17/TACE and through this effect is able to control the balance
between the transmembrane and soluble forms (and hence the activity) of different proteins involved in cell adhesion
and inflammation, including TNF-a, ICAM-1 and ALCAM.
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Resumen de investigacion

El control de la morfologia celular y organizacion tisular se lleva a cabo a través de multiples interacciones de proteinas
y lipidos de la membrana plasmatica con el citoesqueleto subyacente. Esta coordinacién membrana-citoesqueleto es
esencial para multiples procesos celulares como la migracion, la adquisicion de polaridad, el mantenimiento de las
barreras epiteliales y endoteliales, o la division o el transporte vesicular e intracelular.

Los intereses de nuestro grupo en los Ultimos afios se centran en caracterizar la organizacion de la membrana plas-
matica y/o el citoesqueleto en diferentes procesos celulares, con un interés particular en el estudio de la funcion en
la migracion celular y en el mantenimiento de la barrera endotelial de las proteinas de la superfamilia 4.1, las cuales
conectan el citoesqueleto subcortical y la membrana plasmatica, a través de sus dominios FERM (four-point-one,
ezrin-radixin-moesin).

Durante el periodo 2011-2012 hemos determinado que la proteina 4.1R es clave para la migracion y la polaridad celu-
lar a través del reclutamiento de la proteina IQGAP1 en el lamelipodio. Ademas, la proteina 4.1R también controla la
dinamica de los microtubulos y de las plataformas corticales, que constituyen dominios de anclaje de esta red citoes-
quelética a la membrana plasmatica en contacto con la matriz extracelular. Estos datos indican que 4.1R actua como
proteina de andamiaje en el lamelipodio celular. Hemos iniciado estudios paralelos en Drosophila melanogaster con el
fin de comprender la funcion de Coracle/4.1.

Un ejemplo paradigmatico de la importancia que tiene la interaccion membrana-citoesqueleto es el mantenimiento de
la barrera endotelial y su alteracion durante la inflamacién. En este periodo hemos caracterizado una nueva organiza-
cion de los complejos de union célula-célula tipo adherens que mantienen la integridad de las monocapas endoteliales
y cuya dispersion en respuesta a estimulos inflamatorios como el TNF-a, contribuyen al aumento de la permeabilidad
endotelial. Hemos demostrado ademas que la disfuncién de la barrera en respuesta a esta citoquina requiere la acti-
vacion en los bordes celulares de las proteinas de la familia 4.1 ezrina, radixina y moesina.

Figura 1. La proteina 4.1R conecta la membrana plasmatica y el citoesqueleto celular. A) Células ECV304 tefiidas para 4.1R (verde), la proteina de unién
al extremo ‘mas’ de los microtubulos, EB1, (rojo) y atubulina (azul). B) Foliculo ovarico de Drosophila melanogaster en estadio 9 de maduracion tefiido para 4.1/
Coracle (verde), GFP dirigida a membrana plasmatica (rojo) y DAPI (azul). C) Disco imaginal de ojo-antena de D. melanogaster en el tercer estadio larvario,
tefiido para 4.1/Coracle (verde), el marcador neuronal ELAV (rojo) y DAPI (azul).

Figure 1. Protein 4.1R at the pl. brane — cytoskel interface. A) ECV304 cells stained for 4.1R (green), microtubule plus-end protein EB1 (red)
and atubulin (blue). B) Stage 9 egg chamber from Drosophila melanogaster, stained for 4.1/Coracle (green), membrane targeted GFP (red) and DAPI (blue). C)
Eye-antennal imaginal disc from D. melanogaster third instar larva, stained for 4.1/Coracle (green), neural marker ELAV (red) and DAPI (blue).
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Publicaciones / Publications

Research summary

Cell morphology and tissue organization are maintained through multiple interactions between lipids and proteins from
the plasma membrane and the underlying cytoskeleton. The coordination between surface membranes and different
cytoskeletal networks is essential for processes such as cell migration, polarity, epithelial and endothelial barrier
stability, cell division or intracellular vesicular transport.

In recent years we have been interested in investigating the role of proteins that requlate plasma membrane and/or
cytoskeletal organization in different cellular events. We have been studying the role in cell migration of the 4.1 family of
proteins, which connect subcortical cytoskeleton to lipids and membranes through FERM (four-point-one, ezrin, radixin,
moesin) domains.

During the period 2011-2012 we have found that the protein 4.1R regulates cell migration and polarity by recruiting
IQGAP1 to cell lamellipodia. In addition, 4.1R also controls the dynamics of microtubules and cortical platforms,
membrane domains that connect microtubules to the plasma membrane in contact with the extracellular matrix.
Collectively, our work unveils an essential role for 4. 1R as a scaffolding protein at the cell leading edge. In parallel studies
we have started the functional characterization of Coracle, the only protein 4.1 ortholog in Drosophila melanogaster.

A paradigmatic example of the importance of the membrane-cytoskeleton crosstalk is the maintenance of endothelial
barrier integrity and its disruption in response to inflammation. In these two years we have characterized an unique
organization of endothelial Adherens Junctions, called reticular, which controls the endothelial barrier and mediates the
increase in permeability induced by the proinflammatory cytokine TNF-c. It is of note that this permeability alteration is
caused by activation of the 4.1 family members Ezrin, Radixin and Moesin at cell-cell borders.

Ruiz-Saenz, A., Kremer, L., Alonso, M.A., Millan, J., and Correas, |.
(2011). Protein 4.1R regulates cell migration and IQGAP1 recruitment
to the leading edge. J. Cell Sci. 124, 2529-2538.

Aranda, J.F., Reglero-Real, N., Kremer, L., Marcos-Ramiro, B., Ruiz-
Saenz, A., Calvo, M., Enrich, C., Correas, ., Millan, J.*, and Alonso,
M.A.* (2011). MYADM regulates Rac1 targeting to ordered membranes
required for cell spreading and migration. Mol. Biol. Cell 22, 1252-1262.

Fernandez-Martin, L., Marcos-Ramiro, B., Bigarella, C.L., Graupera,
M., Cain, R.J., Reglero-Real, N., Jimenez, A., Cernuda-Morollon,
E., Correas, |., Cox, S., Ridley, A.J., and Millan, J. (2012). Crosstalk
between reticular adherens junctions and platelet endothelial cell ad-
hesion molecule-1 regulates endothelial barrier function. Arterioscler.
Thromb. Vasc. Biol. 32, €90-e102.

Andres-Delgado, L., Anton, O.M., Bartolini, F., Ruiz-Saenz, A., Co-
rreas, |., Gundersen, G.G., and Alonso, M.A. (2012). INF2 promotes
the formation of detyrosinated microtubules necessary for centroso-
me reorientation in T cells. J. Cell Biol. 198, 1025-1037.

Reglero-Real, N., Marcos-Ramiro, B., and Millan, J. (2012). Endo-
thelial membrane reorganization during leukocyte extravasation. Cell
Mol. Life Sci. 69, 3079-3099

Figura 2. (A, B) Las proteinas ERM regulan la estabilidad de las uniones célula-

Tesis doctorales / Doctoral theses célula. (A) Las proteinas ERM activas, fosforiladas, estan enriquecidas en los contac-

tos célula-célula de las células endoteliales humanas (flecha). (B) La expresion de un

Ana Ruiz Saenz (2011). La proteina 4.1R regula la organizacion del mutante constitutivamente activo de moesina (Moesin T>D) es suficiente para inducir
la apertura de huecos entre células (flechas). B-catenin es un marcador de las uniones

citoesqueleto de tubulina y la migracion celular. Universidad Auténo- célula-célula. (C) Uniones reticulares en células ht endoteliales. Estructu-

ma de Madrid. Director: Isabel Correas. ras reticulares en sitios solapantes de union célula-célula regulan la permeabilidad
endotelial y se dispersan en respuesta a TNF—a. Las uniones adherentes reticulares
(B-catenin) estan entremezcladas con estructuras tubulares de PECAM-1, como se
observa mediante microscopia confocal de superresolucion (STED).

Figure 2. (A, B) ERM proteins regulate cell-cell junction stability. (A) Active phos-
phorylated ERM proteins are enriched in cell-cell contacts in endothelial cells (arrow).
(B) Overexpression of a constitutively active mutant moesin (Moesin T>D) induces gap
opening at cell-cell junctions (arrows). (More in Aranda et al. MBoC 2012). (C) Reticu-
lar junctions in human endothelial cells. Reticular structures at cell-cell overlapping
contacts regulate endothelial cell permeability and are dispersed in response to TNF-a.
Reticular Adherens Junctions (B-catenin) are interspersed in PECAM-1 tubular structu-
res, as revealed by super resolution confocal microscopy (STED). (More in Fernandez-
Martin et al. ATVB. 2012).
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Resumen de investigacion

Nuestro objetivo es el estudio de los mecanismos que subyacen a la respuesta inmune celular frente a infecciones
virales, para contribuir al disefio racional de vacunas. Las infecciones muy citopaticas pueden ser controladas por va-
cunas basadas en anticuerpos. Sin embargo, se necesitan nuevas estrategias vacunales para combatir las infecciones
crénicas y menos citopaticas, que deben estar basadas en la induccién de una respuesta inmune celular de linfocitos
T potente y duradera.

Estudiamos los mecanismos de procesamiento y presentacion de antigenos virales por MHC de clase |, tanto en célu-
las infectadas por virus, que permiten su eliminacién por linfocitos T CD8* citotdxicos, como en células dendriticas, que
permiten la activacion de dichos linfocitos. Analizamos nuevas proteasas que procesen antigenos virales, entre ellas
las caspasas. También estudiamos nuevas rutas de procesamiento antigénico que transcurren en la via secretoria,
asi como vias que son independientes de los transportadores TAP. Los ensayos en modelos animales de infeccién
in vivo revelan la relevancia cuantitativa de estas nuevas vias, y podrian explicar el eficaz control de la mayoria de las
infecciones por personas deficientes en TAP.

Por ultimo, estudiamos modelos animales de infeccion. Analizamos el papel del factor de transcripcion NFATS en la res-
puesta innata eficaz frente a Leishmania, asi como la induccion de una respuesta inmune antiviral de linfocitos T CD8*
de memoria protectores, eficaces y duraderos.

Mantenemos colaboraciones con Margarita Garcia-Calvo (Merck, EEUU), Cristina Lépez-Rodriguez (Universidad Pom-
peu Fabra, Barcelona), Manuel Leal (Hospital Virgen del Rocio, Sevilla), José Esté (IRSI-Caixa, Badalona, Barcelona),
Manuel Ramos, Carolina Johnstone, José Antonio Melero y Daniel Lépez (Instituto de Salud Carlos Ill, Majadahonda,
Madrid), Edgar Fernandez-Malavé (Facultad de Medicina, Universidad Complutense de Madrid), José Yélamos (Instituto
Municipal de Investigaciones Médicas y Hospital del Mar, Barcelona) y Pedro Aparicio (Facultad de Medicina, Universi-
dad de Murcia).

Figura 1. Mecanismos de procesamiento y
presentacion de antigenos virales a linfocitos T
citotoxicos CD8"*.

Figure 1. Understanding the mechanisms of

viral antigen processing and presentation to
CD8* T lymphocytes.
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Research summary

Our interest is to study the mechanisms underlying the cellular immune response to viral infections, in order to gain
knowledge useful for rationale vaccine development. For many strongly cytopathic infections, vaccines eliciting strong
neutralizing antibody responses are the choice. However, there is a strong need for new stimulating strategies for vaccine
design to fight chronic and less cytopathic infections, requiring long-lasting and potent T-lymphocyte-mediated immune
responses.

We study the mechanisms of antigen processing and presentation by MHC class | molecules in virus-infected cells,
which allow their elimination by CD8" cytotoxic T lymphocytes, and in dendritic cells, which prime these lymphocytes. We
study novel proteases that can process viral antigens, such as caspases. In addition, we study novel routes of antigen
presentation to CD8* T lymphocytes, particularly those that are independent of TAP transporters, and those that take place
in the secretory pathway. We research into the quantitative physiological relevance of the novel viral antigen processing
pathways in vivo, which may help explain why TAP-deficient humans control most pathogen infections.

Finally, we work with animal models of infection. We study the role of transcription factor NFATS in the efficient control of
Leishmania infection by the innate immune system. We also research into factors that contribute to an efficient, protective
and long-lasting antiviral CD8* T lymphocyte memory response.

We have on-going collaborations with Margarita Garcia-Calvo (Merck, USA), Cristina Lépez-Rodriguez (Universidad
Pompeu Fabra, Barcelona), Manuel Leal (Hospital Virgen del Rocio, Sevilla), José Esté (IRSI-Caixa, Universidad
Auténoma de Barcelona, Badalona), Manuel Ramos, Carolina Johnstone, José Antonio Melero and Daniel Lopez (Instituto
de Salud Carlos Ill, Majadahonda, Madrid), Edgar Fernandez-Malave (Faculty of Medicine, Universidad Complutense de
Madrid), José Yélamos (Instituto Municipal de Investigaciones Médicas and Hospital del Mar, Barcelona) and Pedro
Aparicio (Faculty of Medicine, Universidad de Murcia).

Publicaciones / Publications Otras actividades / Other activities
Infantes, S., Lorente, E., Cragnolini, J.J., Ramos, M. Garcia, R., Margarita del Val:
Jiménez, M., Iborra, S., Del Val, M., and Lépez, D. (2011). Unusual - Secretaria de la Sociedad Espariola de Inmunologa.
viral ligand with alternative interactions is presented by HLA-Cw4 in . . X o, .
human respiratory syncytial virus-infected cells. Immunol. Cell Biol., -Asesora adjunta de laAgencia Nacional de Evaluacion y Prospectiva,
89, 558-565. Ministerio de Economia y Competitividad.

Ruiz-Mateos, E., Machmach, K., Romero-Sanchez, M. C., Ferrando- - Miembro del Comité Cientifico-Técnico del Biobanco Espariol de HIV.

Martinez, S., Viciana, P., Del Val, M., Mufioz-Fernandez, M. A.,
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HIV-controllers. J. Viral Hepatitis, 18, e350-e357.
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Molecular. Universidad Auténoma de Madrid. Director: Margarita del
Val Latorre.
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of MHC class | ligands in the secretory and vesicular pathways. Cell.
Mol. Life Sci., 68, 1543-1552.
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duate School of Life Sciences. Universidad de Utrecht, Holanda. Co-
Directores: Margarita del Val Latorre y Emmanuel Wiertz.

Lépez, D., Jiménez, M., Garcia-Calvo, M. and Del Val, M. (2011).
Concerted antigen processing of a short viral antigen by human
caspases 5 and 10. J. Biol. Chem., 286, 16910-16913.

Buxadé, M., Lunazzi, G., Minguillén, J., lborra, S., Berga-Bolafios,
R., Del Val, M., Aramburu J. and Lépez-Rodriguez, C. (2012). Gene
expression induced by Toll-like receptors in macrophages requires
the transcription factor NFATS5. J. Exp. Med., 209, 379-393.

Ballana, E., Ruiz-de Andrés, A., Mothe, B., Ramirez de Arellano, E.,
Aguilar, F., Badia, R., Grau, E., Clotet, B., Del Val, M., Brander, C.
and Esté, J. A. (2012). Differential prevalence of the HLA-C -35 CC
genotype among viremic long term non-progressor and elite controller
HIV* individuals. Immunobiol., 217, 889-894.

Johnstone, C., Ramos, M., Garcia Barreno, B., Loépez, D., Melero J.
A. and Del Val, M. (2012). Exogenous, TAP independent lysosomal
presentation of a respiratory syncytial virus CTL epitope. Immunol.
Cell Biol. 90, 978-982.

Benitez-Ribas, D., Borras, F. E., Del Val, M., Lasarte, J. J., Marafén,
C., Martin-Gayo, E., Sarobe, P., Toribio, M. L. and Montoya, M. (2012).
Dendritic cells: nearly 40 years later.... Inmunologia, 31, 49-57. Figure 2. Antiviral CD8* T lymphocytes and vaccine design.

Figura 2. Linfocitos T CD8* antivirales y desarrollo de vacunas.
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Resumen de investigacion

Nuestro equipo ha trabajado durante los Ultimos dos afios en linfomas linfoblasticos T murinos (T-LBL) que surgen es-
pontaneamente en algunos tipos de ratones KO, o que son inducidos mediante radiacion gamma en cepas consangui-
neas, asi como en lineas consomicas y congénicas derivadas. Los resultados obtenidos se confirmaron en muestras
representativas de linfomas primarios humanos equivalentes. La aplicacion de diferentes aproximaciones gendmicas
(cDNA-expression y CGH-arrays) y analisis epigenéticos nos han permitido identificar multiples genes codificantes y
no-codificantes (miRNAs) implicados en la susceptibilidad al desarrollo de este tipo de linfomas. Entre nuestros prin-
cipales logros caben destacar: la demostracion de que la sobre-expresion del oncogen c-Myc esta controlada por el
efecto combinatorio de multiples miRNAs, la identificacion de un nuevo gen causal en la delecion 6q de los linfomas
humanos, la identificacion de mutaciones clave implicadas en la disfuncién de la via apoptética Fas/FasL, y la identifi-
cacion de varios genes y polimorfismos génicos implicados en la susceptibilidad al desarrollo de varias enfermedades
complejas o en la resistencia a drogas.

Nuestros objetivos actuales se centran en: (1) demostrar el potencial oncogénico de la sobre-expresion de los alelos
salvajes de oncogenes criticos que presentan tasas de mutacion muy bajas en los tumores, mediante estrategias de
transferencia adoptiva con células troncales hematopoyéticas modificadas genéticamente; (2) identificar las principa-
les alteraciones genéticas y epigenéticas que caracterizan cada etapa del desarrollo tumoral; (3) analizar las causas y
efectos de la des-regulacion de la via Fas/FasL en el desarrollo de los T-LBL humanos; (4) explotar el dafio colateral
ocasionado por las deleciones mas comunes para eliminar especificamente las células tumorales; y (5) integrar los
resultados derivados de las diferentes aproximaciones genémicas en un mapa de alteraciones genéticas y epigenéti-
cas, que permita introducir mejoras en el prondstico y diagndstico de este tipo de linfomas, y el desarrollo de nuevas
y mas eficaces estrategias terapéuticas.

Figura 1. Re-
lacion entre ge-
nes codificantes
sobre-expresados
y miRNAs con
expresion  redu-
cida en linfomas
T inducidos con
radiacion gamma.
Gl se refiere al
nimero de es-
tos miRNAs que

pueden controlar Figura 2. Andlisis de metila-
potencialmente un cion de islas CpG en el pro-
mismo gen codifi- motor del gen EPHA7 en una
cante. El oncogen muestra representativa de lin-
c-Myc podria estar fomas linfoblasticos T huma-
controlado por 41 nos (T-LBLs). MSP y secuen-
miRNAs. ciacion después de bisulfito.
Figure 1. Relationship between overexpressed genes and down-regulated miRNA Figure 2. Methylation analy-
genes in gamma-irradiation-induced T-cell lymphomas. Gls are defined as the num- sis of CpG-islandvs at the pro-
ber of down-regulated miRNA genes that can potentially target specific overexpres- moter region of EPHA7 gene
sed genes. Thirteen of the 41 miRNA genes down-regulated in these tumours can in human T-LBL samples. MSP
potentially target the Myc 3-UTR. and Bisulphite-sequencing.
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Research summary

In the last two years we have been working on murine T-cell lymphoblastic lymphomas (T-LBLs) arising
spontaneously in knockout mice and, in particular, with T-LBLs induced by gamma-irradiation in inbred strains,
as well as in consomics and congenic derived strains. Results obtained in mouse were confirmed in human cell
lines derived from this type of lymphomas and in primary T-LBLs. Genome wide analyses using cDNA-expression
arrays, CGH-arrays and epigenetic approaches, allowed us to identify multiple coding and non-coding (miRNAs)
loci underlying genetic susceptibility in these lymphomas. Our major achievements include the demonstration of
combinatorial effects of microRNAs to suppress the Myc oncogenic pathway, the identification of a new target
gene for 6q deletion in human T-LBLs, the identification of key mutations that disturb the Fas/FasL apoptotic
pathway, and the identification of multiple genes and gene-polymorphisms involved in major complex diseases or
in drug resistance. Present and future initiatives of our group are (1) to assess the oncogenic potential of over-
expression of critical oncogenes exhibiting very low rates of mutation using adoptive transfer approaches with
different types of genetically-modified hematopoietic-stem cells, (2) to identify the genetic and epigenetic changes
associated with the different stages of T-LBL development (3) to unravel how the deregulation of Fas apoptotic
signalling is contributing to T-LBL development (4) to exploit the collateral damage of common deletions to kill
lymphoma cells, and (5) to integrate the results of all genomic approaches into a map of genetic and epigenetic
alterations for human T-LBLs in order to improve prognosis and diagnosis, and to design more effective therapies.

Publicaciones / Publications Otras actividades / Other activities
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Resumen de investigacion

Existen similitudes entre el reconocimiento de patégenos por los TLR, la respuesta inmune a la infeccién y la inflamacion
cronica. Estamos analizando la ruta TLR/NIK/c-rel-NFAT/Cox-2/prostaglandinas (PGs) en nuevas funciones del sistema
inmune y en enfermedades inflamatorias como Aterosclerosis, Obesidad, Cancer y Enfermedad de injerto contra huésped.
Hemos empezado a descifrar las conexiones entre TLRs y la activacion de c-rel y NFAT. Estos dos factores de transcrip-
cion regulan mediadores inflamatorios como Cox-2 aumentando las respuestas inflamatorias. Ademas, PGE2 inducen la
migracioén y funcién de macrofagos y linfocitos T incluyendo la duracion de la interaccion entre células dendriticas y linfocitos
T en los ganglios linfaticos. TLR2-TLR4/NFATc2-NFATc4 controlan diferencialmente la expresion de genes adipogénicos y
reprimen los anti-adipogénicos, en adipocitos promoviendo o evitando la obesidad. Ademas hemos identificado moléculas
inducidas por Cox-2 como PMEPA1 y DUSP10 que controlan diferenciacion y respuesta a estrés, respectivamente, claves
en las propiedades tumorigénicas de carcinoma de colon y ovario.

Existen diferentes linajes genéticos de Trypanosoma cruzi, causante de la Enfermedad de Chagas, pero no se conoce su
biologia comparada ni tampoco su potencial patogenicidad. Hemos definido el papel del NO y de la Arginasa | producidas
por las células mieloides supresoras (MDSC), asi como otros mecanismos inmunopatogénicos. El balance Th1/Th17/Treg/
MDSC determina la resistencia/ susceptibilidad, dependiendo de la genética del hospedador y del parasito. En general,
Th1 son protectivas pero necesitan ser compensadas por Tregs para evitar demasiada inflamacion. El efecto de Th17 de-
pende factores genéticos del hospedador y el parasito. Las MDSC Arginasa I+ son perjudiciales y su bloqueo mejora la
enfermedad. También estudiamos como el parasito entra, infecta, escapa a la destruccion y se replica en células mieloides
demostrando que SLAMF1 es un nuevo receptor de T.cruzi, Todo ello con el objetivo final de comprender mejor y prevenir
la Enfermedad de Chagas.

Figura 1. La sobreexpresion de PMEPA1, diana de Cox-2, parece controlar la transicion
epitelio mesenquimal de las células de carcinoma de ovario células Skov3. Células tefii-
das con faloidina fluorescente para visualizar los microfilamentos de actina.

Figure 1. PMEPA1, a downstream target of Cox-2 may control epithelial mesechymal . . ) ) o )
transition of ovarion carcinoma cells Skov3. Cells stained with phalloidin to visualize actin Figura 2. Diferentes tipos de miocarditis inducidos por 3
filaments. cepas diferentes de T. cruzi.

Figure 2. Different types of myocarditis induced by three di-
fferent T. cruzi strains.
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Research summary

There are similarities between recognition of pathogens by TLR, the immune response induced for infection and chronic
inflammation. We are analysing the involvement of TLR/NIK/c-rel-NFAT/Cox-2/prostaglandins (PGs) in novel functions
of the immune system and in inflammatory pathologies as Atherosclerosis, Obesity Cancer and Graft versus host
disease. We have unravelled a link between TLRs and c-rel and NFAT activation. Those transcription factors regulate
some important mediators of the inflammatory cascade, as Cox-2, increase inflammatory responses. Besides, PGs
trigger migration of activation of macrophages and T lymphocytes, including the duration of antigen presenting cell
interaction with T lymphocytes. TLR2-TLR4/NFATc2-NFATc4 differentially controls the expression of some adipogenic
genes and repressed the antiadipogenic ones in adipocytes, promoting or preventing Obesity. Finally, we have identified
PMEPA1 and DUSP10 as Cox-2 induced molecules that controls differentiation and stress response, respectively, key
in promoting tumorogenicity on colon or ovarian carcinoma.

Different genetic lineages have been defined in Trypanosoma cruzi, the causative agent of Chagas’disease. However,
understanding of their comparative biology and pathogenesis is fragmentary. Besides, the underlying cause of the
pathogenesis of this disease (autoimmunity vs parasite mediated inflammation) is controversial. We have defined the
protective immune mechanism and the double-edge role of NO and myeloid derived suppressor cells (MDSC) and
other immunopathogenic mechanisms. Th1/Th17/Treg/MDSC balance determines resistance/susceptibility in murine
Chagas’s disease, depending on both host genetics and parasite strain. In general, Th1 are protective but need to be
counterbalanced by Tregs to avoid excessive inflammatory damage. Th17 effect depends on host genetic and parasite
background. Arginase 1+ MDSC plays a detrimental role. Their blockade ameliorates disease. Besides, we are studying
how the parasite enters, infects and escapes destruction by myeloid cells, defining Slamf1 as a new T. cruzi receptor.
All intended for improved understanding and prevention of Chagas’ disease.

Carrion, J., Folgueira, C., Soto, M., Fresno, M., and Requena, J.M. (2011).
Leishmania infantum HSP70-Il null mutant as candidate vaccine against
leishmaniasis: a preliminary evaluation. Parasit. Vectors 4, 150.
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Resumen de investigacion

Los prostanoides y los derivados del colesterol son mediadores lipidicos que juegan un papel esencial en los procesos
inflamatorios asociados a diversas patologias, como las enfermedades cardiovasculares. Los prostanoides participan
en la respuesta inflamatoria y ejercen acciones importantes en la fisiopatologia cardiovascular, regulando la homeos-
tasis vasculary participando en la patogénesis de enfermedades vasculares. Su importancia en la inflamacion se
pone de relieve por la experiencia clinica con farmacos inhibidores de su produccién como los AINEs. A pesar de sus
conocidas propiedades anti-inflamatorias, estudios recientes han demostrado que los AINEs selectivos de la ciclooxi-
genasa-2, presentan un riesgo de efectos secundarios a nivel cardiovascular. Por otro lado, los oxiesteroles y drogas
que actuan como ligandos de LXR, juegan un papel regulador central en el metabolismo y transporte de lipidos, a
través de sus propiedades como reguladores transcripcionales. Ademas de su funcién en el metabolismo de lipidos,
los LXRs presentan propiedades como moduladoresde la respuesta inmune y la inflamacion. Estas propiedades han
incentivado el estudio de estos agentes con fines terapéuticos en enfermedades cardiovasculares.

Los principales objetivos de nuestra linea de investigacion incluyen: el analisis de los efectos de los prostanoides y
los ligandosde LXR en diferentes tipos celulares como leucocitos y cardiomiocitos, entre otros; el estudio de las vias
de sefalizacién que median los efectos hipertroficos de los prostanoides en los cardiomiocitos; y la investigacion de la
contribucion de los prostanoides y los ligandosde LXR a la progresion del aneurisma adrtico abdominal, mediante el
uso de modelos celulares y animales.

El conocimiento de las bases moleculares y celulares de las acciones de prostanoides y ligandos de LXRs en la fi-
siopatologia cardiovascular tiene especial relevancia, dado el creciente interés sobre las bases moleculares de las
patologias cardiovasculares y sobre los mecanismos de intervencion farmacolégica en las mismas.

Figura 1. Efecto hipertréfico de agonistas del receptor FP en cardiomiocitosneonatales de rata. Los cardiomiocitos fueron tratados con
prostaglandina (PG) Fz. o Fluprostenol (1 pM) eidentificados con un anticuerpo antia-actina sarcoméricarevelado con un anticuerpo se-
cundario acoplado a Alexa 488 (verde). El andlisis del area celular puso de manifiesto un incremento en el tamafio celular en las células
tratadas con respecto al control.

Figure 1. Hypertrophic effect of FP receptor agonists in rat neonatal cardiomyocytes. Cardiomyocytes were treated with prostaglandin (PG)
Faa or Fluprostenol (1 uM)and visualized with an antibody antia-sarcomeric actin revealed with a secondary antibody coupled to Alexa 488
(green). The cell area analysis showed an increase in cell size in the treated cells compared to control.
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Research summary

Lipid mediators as prostanoids and cholesterol derivatives play an essential role in inflammatory processes associated
to the onset and development of a number of pathologies as cardiovascular diseases. Prostanoids participate in the
inflammatory response and exert important actions in the cardiovascular system, modulating vascular homeostasis
and participating in the pathogenesis of vascular diseases. Their importance in inflammation and in maintaining
cardiovascular homeostasis is highlighted by clinical experience with drugs inhibiting their production as NSAIDs.
In spite of their well-known properties as anti-inflammatory drugs, recent studies have shown that cyclooxygenase-2
selective NSAIDs inhibitors increase the risk of adverse cardiovascular side effects. On the other hand, oxysterols and
drugs acting as LXR ligands play a central regulatory role in lipid uptake, metabolism and efflux through their properties
as transcriptional regulators of gene expression. In addition to their function in lipid metabolism, LXRs have also been
found to modulate the immune response and inflammation. These properties have made them particularly attractive
targets for intervention in human cardiovascular diseases.

Based on these observations and our previous studies, the main objectives of our line of research include:analysis of the
effects of prostanoids and LXR ligands in different cell types as leukocytes and cardiomyocytes, among others; study of
the signal transduction pathways mediating hypertrophic effects of prostanoids on cardiomyocytes; and investigation of
the contribution of prostanoid —mediated events and LXR ligands to the progression of abdominal aortic aneurysm, by
the use of cellular models and an experimental model of this disease in Apo-E null mice and Cox-2 null mice.

Research onthe molecularand cellular basis ofthe actions of prostanoids and LXRs in the cardiovascular pathophysiology
is required to clearly understand the benefits and risks of pharmaceutical intervention with COX inhibitors as NSAIDs or
synthetic LXR ligands on cardiovascular diseases.
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Figura 2. Lesiones de aneurisma aortico abdominal (AAA) en ratones apoE™* in-
fundidos con Angiotensina Il (Angll) o con salino como control. Cortes histolégi-
cos de aorta de la region de la lesién de aneurisma, en los que se pueden verla
el engrosamiento y dilatacion de la pared adrtica, asi como las alteraciones en la
lamina elastica en los animales tratados con Angll.

Figure 2. Abdominal aortic aneurysm (AAA) formation in apoE” mice infused
with Angiotensin Il (Angll) or saline as a control. Staining of cross sections taken
from the suprarenal region of the aorta shows dilatation and thickening of the ab-
dominal aortic wall and alteration of the elastic laminain mice treated with Angll.
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Resumen de investigacion

Hemos estudiado el potencial terapéutico de la inhibicién de la proteina nucleostemina en células troncales tumorales
(CSCs, del inglés cancer stem cells) procedentes de pacientes con glioblastomas. La nucleostemina esta presente en
los nucleolos de células troncales (de ahi su nombre, nucleolo y stem) y en muchos tipos de células tumorales, pero no
esta presente en las células de los tejidos diferenciados. Hemos utilizado shARNs (ARNs de interferencia) para inhibir
la nucleostemina en CSCs encontrando que uno de los shARN disefiados contra la nucleostemina (shRNA22) provoca
apoptosis en las células CSCs de pacientes y retrasa significativamente la formacion de tumores in vivo. Sin embargo
este shRNA22 no parece disminuir ni las concentraciones de ARNm de la nucleostemina ni la proteina correspondiente.
La hipotésis de que el sShRNA22 podria estar ejerciendo su accion fuera de diana nos impulsé a realizar numerosos ex-
perimentos para intentar descubrir la verdadera diana del ARN interferente:

1. Se analizaron los cambios en la actividad transcripcional provocada por el shRNA22 en las CSCs a nivel de genoma
completo (GeneChip Gene 1.0 ST Array System for Human, Affymetrix). El analisis de los resultados nos indicé que
la diana primaria pudiera ser un factor de transcripcion relacionado con la via de sefalizacion de las MAP-quinasas.
No se ha podido confirmar o identificar este factor de transcripcion.

2. EIshRNA22 podria estar actuando como un miRNA. Se realizé una blisqueda en la base de datos PITA en la que se
pedian posibles dianas del shRNA22 actuando como miRNA. También se tuvo en cuenta la posible contribucion de
estructuras secundarias en forma de lazos en los mensajeros. Aunque en principio se obtuvieron varios candidatos,
éstos se han ido descartando sucesivamente concluyendo que el shRNA22 no actia como miRNA en su accién
contra los glioblastomas.

En la actualidad se barajan nuevas hipétesis para explicar el comportamiento del shNM22 que seran objeto de una futura
investigacion.
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Research summary

Nucleostemin is preferentially expressed in stem cells and in several transformed cell lines and tumours, but it is abruptly
down-regulated during differentiation to terminal cell fate. We have studied the therapeutic potential of depletion of
nucleostemin in cancer stem cells. We used shRNAs (small hairpin RNA) to inhibit nucleostemin in glioma cancer
stem cells. We found that one of the shRNAs used (shRNA22), induces apoptosis in CSCs and delays substantially
the developing of tumors in vivo. Nevertheless, this RNAi does not deplete the nucleostemin RNA or the corresponding
protein. The hypothesis that nucleostemin was not the primary target of sShRNA22 motivated the following experiments:

1. We analyzed the genome-wide differentially expressed genes in CSCs-5 after shRNA22 infection, we used
Affymetrix GeneChip Gene 1.0 ST Array System containing approximately 28.869 human genes, including the
3’ untranslated region (UTR) of the mRNAs that could be a target for binding in a micro (mi)RNA-like manner.
The signal transduction pathway with more genes down-regulated was the MAPK kinases pathway. An indication
that shRNA22 may be involved in silencing a transcription factor implicated in one of the MAP-kinases signaling-
pathways can be suggested although we have no further proof.

2. The shRNA22 could be acting as miRNA. This hypothesis was discharged after consulting the PITA data base, not
finding any good match.

New and interesting hypothesis are being consider at present to explain the behavior of sShRNA22. Theese will be
approached in the near future.
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Resumen de investigacion

Nuestro grupo investiga los mecanismos moleculares, bioquimicos y celulares que subyacen a la fisiopatologia de la
pared vascular. La disfuncion endotelial es un proceso consustancial al desarrollo de diversas patologias vasculares
como la aterotrombosis, la hipertension o la diabetes. Este proceso resulta en una deficiente capacidad del endotelio
para promoter relajacion vascular e inhibicion de la agregacion plaquetaria. Desde hace unos afos nuestro grupo estu-
dia el papel de los radicales libres en el desarrollo de disfuncién endotelial. Diferentes grupos de investigacion incluido
el nuestro han mostrado que las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ROS/RNS) son capaces de promover mo-
dificaciones post-traduccionales especificas en proteinas (S-glutationilacién, S-nitrosilacion y nitracion de tirosinas),
las cuales constituyen sefiales quimicas potencialmente relevantes en patofisiologia. En particular, nuestro grupo se
propone conocer: 1) la identificacién de microRNAs modificados por sefalizacion redox en la disfuncién endotelial y
en fibrosis; 2) el papel de las peroxiredoxinas como sensores redox en la transmision de sefiales mecanicas; 3) la
caracterizacion de respuestas redox mediadas por fosfatasas mediante técnicas proteémicas.

En el contexto de los mecanismos moleculares implicados en fisiopatologia vascular, nuestro grupo se ha interesado
también en el desarrollo de nuevas estrategias antitumorales. En este sentido hemos identificado el ligando no canéni-
co de la ruta de Notch, DIk-1/Pref1, como un potente inhibidor de angiogénesis y actualmente nos proponemos aplicar
estos conocimientos a modelos fisiopatoldgicos in vivo utilizando células, animales y pacientes.

En los ultimos afios nuestro grupo ha estudiado también los mecanismos moleculares implicados en el desarrollo de
fibrosis tisular, una condicién subyacente a muchas enfermedades cronicas. En este contexto nos hemos centrado en
la identificacion de dianas para la accion de la citoquina profibrotica TGF-beta, como la endotelina-1, y mas reciente-
mente la familia de las lisil oxidasas, enzimas responsables de la maduracién de la matriz extracelular.

Figura 1. Modelo animal de fibrosis pulmonar. La adminis-
tracion del antibiético bleomicina induce en ratones el desa-
rrollo progresivo de una fibrosis pulmonar caracterizada por
una pérdida de la arquitectura tipica de los alvéolos y una
acumulacién significativa de componentes de matriz extrace-
lular tal y como se determiné mediante examen histolégico
con hematosilina/eosina (H&E) y tricrémico de Masson, res-
pectivamente.

Figure 1. Animal model in lung fibrosis. Intratracheal admi-
nistration of the antibiotic bleomycin to mice promotes the
development of a progressive lung fibrosis phenotype cha-
racterized by the loss of the typical alveolar architecture of
the lung and extensive accumulation of extracellular matrix
components as assessed by histological examination with he-
matoxilin and eosin (H&E) and Masson s trichome histological
staining, respectively.
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Research summary

Our group investigates the molecular, biochemical, and cellular mechanisms that underlie the pathophysiology of the
vascular wall. Endothelial dysfunction is an event inherently related to the development of vascular pathology in humans
and associated to disease entities such as atherotrombosis, hypertension or diabetic vascular disease. This process
results in an impaired endothelial capacity to promote vascular relaxation and inhibit platelet aggregation. In the last
years our group has focused on endothelial dysfunction and redox biology. Several groups including ours have shown
that reactive oxygen and nitrogen species (ROS/RNS) are able to promote specific post-translational modifications
in proteins (S-glutathionylation, S-nitrosylation and tyrosine nitration), which constitute chemical signals potentially
relevant in cardiovascular pathophysiology. In particular, we plan to : 1) identify microRNAs (miRNAs) modified by
oxidative stress or redox signaling with a focus on endothelial dysfunction and organ fibrosis 2) study the role of
the essential redox sensors, peroxiredoxins, in mechanotransduction 4) characterize redox responses mediated by
phosphatases using high throughput proteomic technologies.

In the context of the molecular mechanisms involved in vascular pathophysiology, our group has been also interested
in the development of novel antitumoral strategies. To this respect, we have identified the non-canonical Notch ligand,
DIk-1/Pref1, as a potent angiogenesis inhibitor, and we are currently working on the translation of this observation to in
vivo models of vascular pathophysiology using cells, animals and patients.

In the last few years we have also studied the molecular mechanisms implicated in the development of tissue fibrosis,
a condition underlying a number of chronic diseases. In this context, we have focused on the identification of targets
for the action of the profibrotic cytokine, TGF-beta, as endothelin-1, and more recently, the family of lysyl oxidases,
enzymes responsible for the maduration of extracellular matrix.
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Pascual, F. (2012) Inhibition of focal adhesion kinase prevents expe-
rimental lung fibrosis and myofibroblast formation. Arthritis Rheum.
64(5):1653-1664.

Lamas, S., and Rodriguez-Puyol, D. (2012). Endothelial control of va-
somotor tone: the kidney perspective. Semin Nephrol. 32(2):156-166.

Otras actividades / Other activities

Organizacion de actividades | + D.

“Redox signaling and oxidative stress in health and disease IV Spanish
and Portuguese meeting on free radicals” Valencia. Junio 2012.
“Workshop on Gasotransmitters in health and disease” Madrid. Enero 2012

“XVII Simposio Internacional del Instituto “Reina Sofia” de Investigacio-
nes Nefrolégicas”. Noviembre 2011.

“Current Trends In Biomedicine. Molecular and Cellular Bases of Re-
dox Signaling and Oxidative Stress: Implications in Biomedicine”. Uni-
versidad Internacional de Andalucia. Simposium Internacional Baeza.
Noviembre 2011.

Curso de Verano “La fibrosis tisular en la enfermedad humana”. Funda-
cién General de la Universidad de Alcala de Henares. Septiembre 2012.

Patentes / Patents

Solicitud internacional de la patente 201031547 “Uso de DIk1 como
inhibidor de angiogénesis”, diciembre 2011.

Tesis doctorales / Doctoral theses

David Lagares Salto (2012) Implicaciones Fisiopatoldgicas
y Terapeuticas del eje TGF-beta/ET-1 y la Quinasa de Adhesién
Focal en los procesos Fibréticos. Universidad Autonoma de Madrid.
Directores: Santiago Lamas Peldez y Fernando Rodriguez Pascual.
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Papel de la transicidn epitelio-mesénquima de las células
mesoteliales en fibrosis y cancer

Role of the epithelial to mesenchymal transition of mesothelial
cells in fibrosis and cancer
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Manuel Lépez Cabrera

Técnico de Investigacion /
Technical Assistance:

Postdoctoral / Postdoctoral Fellow: Patricia Albar Vicaino

JesUs Loureiro Alvarez
Pilar Sandoval Correa
Guadalupe Gonzalez Mateo
Ignacio Benedicto Espafriol

Estudiantes /
Undergraduate Students:
Adrian Acufia Ruiz

Becarios Predoctorales /
Graduate Students:

M? Luisa Pérez Lozano
Vicente Ruiz Carpio
Angela Rynne Vidal
Georgios Liappas

Resumen de investigacién

Nosotros hemos demostrado que las células mesoteliales peritoneales sufren una transicion epitelio-mesenquimal
(TEM) en respuesta a la didlisis peritoneal. Las células mesoteliales transdiferenciadas adquieren caracteristicas mio-
firoblasticas y son capaces de invadir el estroma submesotelial, donde producen gran cantidad de matriz extracelular y
de factores angiogénicos e inflamatorios, favoreciendo asi los procesos que dan lugar al fallo de membrana. Nuestros
datos sugieren que la TEM de las células mesoteliales es un buen marcador del fallo de membrana y podria ser una
diana terapéutica para prevenir la fibrosis y/o angiogénesis inducidas por la DP.

Por otro lado, el haber caracterizado el proceso TEM de las células mesoteliales ha dado lugar a una nueva linea de
investigacion en nuestro grupo, que consiste en analizar el papel de la TEM de las células mesoteliales en la implanta-
cion y crecimiento intraperitoneal de tumores metastaticos. Los fibroblastos asociados al cancer (CAFs) participan en
todos los estadios de la progresion tumoral. Sin embargo, el origen de los CAFs no esta claramente establecido. En
nuestro grupo pretendemos demostrar que en el caso de la metastasis peritoneal los CAFs también pueden derivar de
las células mesoteliales via TEM. El hecho de que las células mesoteliales que han sufrido una TEM produzcan gran
cantidad del factor pro-angiogénico VEGF sugiere que estas células podrian jugar un papel importante en la vascula-
rizacién y crecimiento tumoral.

La finalidad de nuestro trabajo es profundizar en el conocimiento de las implicaciones patolégicas de la TEM de las
células mesoteliales y de los mecanismos moleculares que regulan dicho proceso. Asimismo, nos interesa la identifi-
cacion de dianas moleculares para el disefio de estrategias terapéuticas, con posibles aplicaciones en enfermedades
que cursan con la fibrosis/angiogénesis peritoneal y en la metastasis peritoneal.
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Figura 1. En el peritoneo se generan nuevas células fibroblasticas a través de la conversion
local de las células mesoteliales (MCs), por transicion epitelio mesénquima (TEM), durante la
didlisis peritoneal. Las MCs transdiferenciadas invaden el estroma submesotelial y alli parti-
cipan en los procesos de fibrosis y angiogénesis, que posteriormente daran lugar al fallo de
ultrafiltracion peritoneal.

Figure 1. In the peritoneum new fibroblast-like cells arise from local conversion of mesothelial
cells (MCs) by epithelial to mesenchymal transition (EMT) during peritoneal dialysis. Trans-
differentiated MCs invade the submesothelialstroma, where they participate in the fibrotic and
angiogenic processes, which ultimately lead to peritoneal ultrafiltration failure.

Figura 2. La diseminacion peritoneal es una ruta frecuente de metastasis para los canceres de
ovario y del tracto gastrointestinal. Nosotros hemos demostrado que en los implantes metasta-
ticos peritoneales una subpoblacién de fibroblastos asociados a carcinoma (CAFS) derivan de
las células mesoteliales via transicién mesotelio mesénquima (MMT). Ademas, la MMT promue-
ve la adhesion e invasion de las células tumorales.

Figure 2. Peritoneal dissemination is a frequent metastatic route for cancers of the ovary and gas-
trointestinal tract. We have shown that in peritoneal metastatic implants a sub-population of carcino-
ma-associated fibroblasts (CAFs) derives from mesothelial cells through mesothelial to mesenchy-
mal transition (MMT). Moreover, MMT promotes the adhesion and invasion of tumor cells.
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Research summary

We have demonstrated that peritoneal mesothelial cells undergo an epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) in
response to dialysis. Transdifferentiated mesothelial cells acquire myofibroblastic characteristics and are capable of
invading the submesothelialstroma, where they produce large amounts of extracellular matrix, as well as angiogenic
and inflammatory factors, thus favouring the processes that lead to membrane failure. Our data suggest that the EMT
of mesothelial cells is a good marker of membrane failure and could be a therapeutic target to prevent PD-induced
fibrosis and/or angiogenesis.

Furthermore, characterization of the EMT process of mesothelial cells has opened a new line of research for our
group, which consists of analyzing the role of transdifferentiation of mesothelial cells in the intraperitoneal implantation
and growth of metastatic tumors. Cancer-associated fibroblasts (CAFs) participate in all stages of tumor progression.
However, the origin of CAFs has not been clearly established. Our group is trying to demonstrate that in the case of
peritoneal metastasis, CAFs may also derive from mesothelial cells via EMT. The fact that mesothelial cells that have
undergone EMT produce large amounts of the pro-angiogenic factor VEGF suggests that these cells may play an
important role in tumour vascularisation and growth.

The aim of this our work is to expand the knowledge of the pathological implications of the EMT of mesothelial cells
and the molecular mechanisms that regulate this process, in addition, we are aimed to identify molecular targets
for the design of therapeutic strategies, with possible applications in diseases associated with peritoneal fibrosis/
angiogenesis, and in peritoneal metastasis.

Publicaciones / Publications

Molina-Jiménez, F., Benedicto, |., Dao Thi, V.L., Gondar, V., Lavillette,
D., Marin, J.J., Briz, O., Moreno-Otero, R., Aldabe, R., Baumert, T.F.,
Cosset, F.L., Lépez-Cabrera, M., and Majano PL (2012). Matrigel-
embedded 3D culture of Huh-7 cells as a hepatocyte-like polarized
system to study hepatitis C virus cycle. Virology 425; 31-39.

Conde, E., Alegre, L., Blanco-Sanchez, |., Sdenz-Morales, D., Agua-
do-Fraile, E., Ponte, B., Ramos, E., Saiz, A., Jiménez, C., Ordoiiez,
A., Lopez-Cabrera, M., del Peso, L., de Landazuri, M.O., Liafio, F.,
Selgas, R., Sanchez-Tomero, J.A., and Garcia-Bermejo, M.L. (2012).
Hypoxia inducible factor 1-alpha (HIF-1 alpha) is induced during re-
perfusion after renal ischemia and is critical for proximal tubule cell
survival. PLoS One 7; e33258.

Benedicto, I., Molina-Jiménez, F., Garcia-Buey, L., Gondar, V., L6-
pez-Cabrera, M., Moreno-Otero, R., and Majano, P.L. (2012).Role
of tight junctions in hepatitis C virus infection. Rev Esp Enferm Dig.
104; 255-263.

Gonzalez-Mateo, G.T., Aroeira, L.S., Lépez-Cabrera, M., Ruiz-Orte-
ga, M., Ortiz, A, and Selgas, R. (2012). Pharmacological modulation
of peritoneal injury induced by dialysis fluids: is it an option? Nephrol
Dial Transplant. 27; 478-481.

Strippoli R, Benedicto |, Perez Lozano ML, Pellinen T, Sandoval P,
Lépez-Cabrera M, del Pozo, M.A. (2012). Inhibition of transforming
growth factor-activated kinase 1 (TAK1) blocks and reverses epi-
thelial to mesenchymal transition of mesothelial cells. PLoS One. 7;
e31492.

Fernandez-Perpén, A., Pérez-Lozano, M.L., Bajo, M.A., Albar-Vizcai-
no, P., Sandoval, P., del Peso, G., Castro, M.J., Aguilera, A., Osso-
rio, M., Meter, M.E., Passlick-Deetjen, J., Aroeira, L.S., Selgas, R.,
Lépez-Cabrera, M., and Sanchez-Tomero, J.A. (2012). Influence of
bicarbonate/low-GDP peritoneal dialysis fluid (BicaVera) on in vitro
and ex vivo epithelial-to-mesenchymal transition of mesothelial cells.
Perit Dial Int 32; 292-304.

Loureiro, J., Aguilera, A., Selgas, R., Sandoval, P., Albar-Vizcaino, P.,
Pérez-Lozano, M.L., Ruiz-Carpio, V., Majano, P.L., Lamas, S., Rodri-
guez-Pascual, F., Borras-Cuesta, F., Dotor, J., and Lépez-Cabrera,
M. (2011). Blocking TGF-B1 Protects the Peritoneal Membrane from
Dialysate-Induced Damage. J Am Soc Nephrol 22; 1682-1695.

Bajo, M.A., Pérez-Lozano, M.L., Albar-Vizcaino, P., Del Peso, G.,
Castro, M.J., Gonzalez-Mateo, G., Fernandez-Perpén, A., Aguilera,
A., Sanchez-Villanueva, R., Sanchez-Tomero, J.A., Lépez-Cabrera,
M., Peter, M.E., Passlick-Deetjen, J., and Selgas, R. (2011). Low-
GDP peritoneal dialysis fluid (‘balance’) has less impact in vitro and
ex vivo on epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) of mesothelial
cells than a standard fluid. Nephrol Dial Transplant.26; 282-291

Benedicto, I., Molina-Jiménez, F., Moreno-Otero, R., Lépez-Cabrera,
M. and Majano, P.L. (2011).Interplay among cell polarization, lipopro-
tein metabolism and hepatitis C virus entry. World J. Gastrentrol. 17;
2683-2690.

Tesis doctorales / Doctoral theses

Guadalupe Tirma Gonzalez Mateo (2011). Caracterizacion y
modulacién de la inflamacion peritoneal para limitar la fibrosis
causada por el liquido de didlisis: modelo de ratdén. Universidad
Complutense de Madrid. Director: Manuel Lépez Cabrera y Rafael
Selgas Gutiérrez.

Ignacio Benedicto Espaiol (2011). Interrelacién entre proteinas
asociadas a uniones intercelulares estrechas, polaridad de los
hepatocitos y el virus de la hepatitis C. Universidad Autonoma de
Madrid. Directores: Manuel Lépez Cabrera y Pedro Lorenzo Majano
Rodriguez.

Jesls Loureiro Alvarez (2011). Transicién epitelio-mesenquimal
como diana terapéutica en modelos experimentales de dialisis
peritoneal. Universidad Autdbnoma de Madrid. Director: Manuel Lépez
Cabrera.
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Mecanismo de asociacion de HLA-B27 con espondiloartropatias (JALC)

Mechanism of association of HLA-B27 with spondyloarthropathies (JALC)
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Luis C. Anton

Postdoctorales/ Postdoctoral Fellows:
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Resumen de investigacion

El papel patogénico de HLA-B27 en espondilitis anquilosante (AS) es un problema mayor en la inmunopatologia del
MHC. El peptidoma es crucial porque determina la especificidad inmunoldgica de HLA-B27, su plegamiento y estabi-
lidad. De acuerdo a esta idea, ERAP1, una aminopeptidasa del reticulo endoplasmico que recorta péptidos para su
union 6ptima a MHC-I, esta también asociada con AS. En los dos Ultimos afios hemos analizado, usando espectrome-
tria de masas comparativa, el papel del proteasoma y de ERAP1 en configurar los peptidomas de HLA-B27 y de HLA-
AB68, que comparte con HLA-B27 algunas caracteristicas significativas de unién peptidica. El peptidoma de HLA-A68
resistente a inhibidores de proteasoma revel6 que éstos no consiguen una inhibicion total, alterando sustancialmente
los patrones de especificidad hidrolitica. Sin embargo, dichas alteraciones no conllevan una expresion aumentada
de epitopos que podrian ser destruidos por un proteasoma intacto. Mas bien, ante una inhibicién incompleta del pro-
teasoma, el procesamiento post-proteasdomico de proteinas parcialmente degradadas parece ser responsable de una
restitucion substancial del peptidoma de MHC-I. En relacién a ERAP1, hemos demostrado, por primera vez in vivo,
una influencia muy extensa de las variantes naturales de esta enzima en el peptidoma de HLA-B27. El mecanismo es
una alteracion dependiente de alotipo en el balance entre la generacion y la destruccion de epitopos. El polimorfismo
de ERAP1 asociado con susceptibilidad a AS implica un aumento en la actividad enzimatica. El polimorfismo protector,
conlleva una actividad disminuida, un peptidoma subodptimo y menor estabilidad de HLA-B27.

MECANISMOS REGULADORES DE LAPROTEOSTASIS EN CELULAS TUMORALES (LCA). Mediante la utilizacion
de sondas especificas hemos identificado vias relevantes en la adaptacion de células tumorales al estrés proteotoxi-
co basal, asi como dianas potenciales para la manipulacion de tales vias, en particular miembros de la familia de la
ubicuitin-hidrolasas.w

Figura 1. Localizacion del polimorfismo natural de ERAP1 asociado con AS en la estructura tridimensional. Los residuos polimdrficos se sitian en areas con
influencia potencial en la union del substrato o en la actividad catalitica.

Figure 1. Localization of natural AS-associated polymorphism in the three-dimensional structure of ERAP1. Polymorphic residues are located in areas that po-
tentially influence substrate binding or catalytic activity.
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Research summary

The pathogenetic role of HLA-B27 in ankylosing spondylitis (AS) is among the most challenging issues in MHC
immunopathology. The HLA-B27 peptidome is crucial, as it determines the immunological features of HLA-B27,
its folding and stability. This concept is strongly supported by the association of ERAP1, an aminopeptidase of the
endoplasmic reticulum that trims peptides to their optimal length for MHC-I binding, with AS. In the last two years
our laboratory focused on the role of the proteasome and ERAP1 in shaping the peptidomes of HLA-B27 and a
second MHC-I molecule, HLA-A68, that shares with HLA-B27 some peptide binding features, using comparative
mass spectrometry. The proteasome-inhibitor-resistant HLA-A68 peptidome revealed that proteasome inhibitors fail
to achieve total inhibition, substantially altering proteasomal cleavage patterns. Yet, these alterations did not increase
the expression of MHC-I epitopes that might be destroyed by an intact proteasome. Rather, it appears that, upon
incomplete proteasomal inhibition, post-proteasomal processing results in a substantial generation of inhibitor-resistant
MHC-I ligands from incompletely degraded proteins. Concerning ERAP1, we demonstrated, for the first time in vivo,
that natural ERAP1 variants have an extensive influence on the HLA-B27 peptidome. The mechanism of functional
ERAP1/HLA-B27 interaction in AS is an allotype-dependent alteration in the balance between epitope generation
and destruction. ERAP1 polymorphism associated with AS susceptibility ensured efficient peptide trimming and high
HLA-B27 stability. Protective polymorphism resulted in diminished ERAP1 activity, suboptimal HLA-B27 peptidomes
and decreased molecular stability.

PATHWAYS REGULATING PROTEOSTASIS IN TUMOR CELLS (LCA). Using specific activity probes we have
identified some pathways crucial for the survival of tumor cell lines, allowing their adaptation to their constitutive
proteotoxic stress. We also identified potential targets that would allow the manipulation of this adaptation, in particular
members of the ubicuitin-hydrolase family.

Publicaciones / Publications Tesis doctorales / Doctoral theses

Garcia-Medel, N., Sanz, A., Barnea, E., Admon, A., and Jose A.
Loépez de Castro, J.A. (2012). The origin of proteasome-inhibitor
resistant HLA class | peptidomes: a study with HLA-A*68:01. Mol.
Cell. Proteomics 11: 1-15.

doi: 10.1074/mcp.M111.011486. PM:21969608.

Garcia-Medel, N., Sanz-Bravo, A., Van Nguyen, D., Galocha, B.,
Gomez-Molina, P., Martin-Esteban, A., Alvarez-Navarro, C., and
Lopez de Castro, J.A. (2012) Functional Interaction of the Ankylosing
Spondylitis Associated Endoplasmic Reticulum Aminopeptidase 1
Polymorphism and HLA-B27 in vivo. Mol. Cell. Proteomics. 11: 1416-
1429. doi:10.1074/mcp.M112.019588. PM:22918227.

Noel Garcia-Medel (2012). Contribucion del proteasoma y del
polimorfismo de ERAP1en la configuracién y patogenicidad de los
peptidomas constitutivos de MHC-I: Estudios en HLA-A68 y HLA-B27.
Universidad Autonoma de Madrid. Director: José A. Lépez de Castro.
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Resumen de investigacion

El interés principal de nuestro grupo es estudiar los procesos de morfogénesis y polaridad epitelial, asi como su implica-
cién en algunas patologias humanas como el cancer. El modelo in vitro en el que se basan nuestras investigaciones es el
cultivo organotipico en tres dimensiones de células epiteliales de rifién canino Madin-Darby (3D MDCK). Como modelos
in vivo, empleamos conductos del pronefros y intestino de pez cebra (Danio rerio). Asimismo, hemos iniciado una nueva
via de investigacion centrada en el uso de células madre embrionarias (ES) para abordar dichas cuestiones.

El sistema de célula epitelial 3D-MDCK es uno de los mejores modelos in vitro para la investigacion de la polaridad ce-
lular durante la morfogénesis epitelial (Rodriguez-Fraticelli et al., 2011). Sin embargo, este modelo no puede reconsti-
tuir la complejidad de la arquitectura que se da in vivo, que incluye diferentes tipos celulares, la remodelaciéon dinamica
y la homeostasis tisular. Es por esto que el empleo de sistemas in vivo podria servir para validar y caracterizar mejor
los fenotipos observados in vitro. El pez cebra ha mostrado ser un excelente modelo para la caracterizacion (in vivo)
de los mecanismos de formacion del lumen identificados en el sistema 3D-MDCK. Por otro lado, recientemente se ha
demostrado que las proteinas de polaridad gobiernan la orientacion del huso mitético en las células madre y en el de-
sarrollo epitelial. Ademas, la conexion entre la pérdida de la polaridad celular, los defectos en los procesos de division
asimétrica y la iniciacion de tumores es uno de los descubrimientos mas sorprendentes e importantes en el campo de
la biologia del cancer de los ultimos 10 afios.

Por tanto, nuestras investigaciones se centran actualmente en el estudio de las proteinas que regulan la formacion
del lumen durante el desarrollo epitelial y, particularmente, en dos aspectos esenciales de este proceso: el trafico de
membranas y la orientacion del huso mitético.

Figura 1. Diferentes etapas en la formacién de cistos con un lumen central
de células MDCKII cultivadas en 3D (Matrigel). En verde SIp2a, en rojo
actina y en azul nucleos.

Figure 1. Characterization of cysts lumen formation in 3D MDCK cells: Sip2a
(Green), actin (red) and DNA (blue).
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Research summary

Our main scientific interest is the understanding of epithelial morphogenesis and polarity, as well as their implication in
human diseases, such as cancer. We are currently using an organotypic 3-dimensional in vitro model as a basic model
system for our research, as well as the zebrafish pronephros and gut epithelial morphogenesis as an in vivo system.
In addition, we have initiated a new research direction by using embryonic stem cells (ES) to address these issues.

We are extremely interested in the development of epithelial cell polarity. On the basis of data from simple models,
such as cultured mammalian cells, we are beginning to understand the mechanisms that control the establishment
and maintenance of epithelial cell polarity and tissue integrity. The Madin-Darby canine kidney (3D MDCK) epithelial
cell system is one of the best in vitro models for investigating cell polarity during epithelial morphogenesis (Rodriguez-
Fraticelli et al., 2011). However, this model cannot reconstitute the complexity of the in vivo architecture, which
includes different cell types, dynamic remodeling, and tissue homeostasis. For this reason, the use of in vivo systems
would serve to validate and further characterize the phenotypes observed in vitro. Zebrafish is an excellent model
for characterizing (in vivo) the mechanisms for lumen formation identified in the 3D-MDCK system. In addition, it
has been recently demonstrated that the core polarity proteins govern spindle orientation in stem cells and epithelial
development. Furthermore, the connection between the loss of cell polarity, defective asymmetric cell division and
tumor initiation is one of the most surprising and important findings in the field of cancer biology in the past 10 years.

Thus, we are focusing on the analysis of proteins that regulate lumen formation in epithelial development, and
particularly on two essential aspects: membrane trafficking and spindle orientation.

Publicaciones / Publications Patentes / Patents

Rodriguez-Fraticelli, A.E., Auzan, M.A., Alonso, M.A., Bornens, M.,
and Martin-Belmonte, F. (2012). Cell confinement controls lumen
initiation and centrosome positioning during epithelial morphogenesis.
J. Cell Biol. 198(6):1011-23.

Methods and a device for the formation of 3D-multicellular assem-
blies. Country EU and USA. Applicant:CYTOO and Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas. Filing Date: July 25, 2011. Filing Num-
ber: 61/511, 232

Galvez-Santisteban, M., Rodriguez-Fraticelli, A.E., Bryant, D.M.,,
Vergarajauregui, S., Yasuda, T., Bafién-Rodriguez, |., Bernascone, |.,
Datta, A., Spivak, N., Young, K., Slim, C.L., Brakeman, P.R., Fukuda,
M., Mostov, K.E., and Martin-Belmonte, F. (2012) Synaptotagmin-like
proteins control the formation of a single apical membrane domain in
epithelial cells. Nat. Cell Biol. (8):838-49

Martin-Belmonte, F., and Pérez-Moreno, M. (2011) Epithelial cell
polarity, stem cells and cancer. Nat. Rev. Cancer 12(1):23-38.

Rodriguez-Fraticelli, A.E., Galvez-Santisteban, M., and Martin-
Belmonte, F. (2011) Divide and polarize: recent advances in the
molecular mechanism regulating epithelial tubulogenesis. Curr Opin
Cell Biol. 23(5):638-46.

Figura 2. A) Pez zebra transgénico que expresa un marcador
epitelial unido a GFP, que marca especificamente los tubulos
epiteliales de interés, el intestino y el pronephros (rifidn primordial)
B) Magnificacién. C) Corte transversal de embrion de pez zebra,
donde se identifican los tubulos epiteliales que conforman el
pronephros y el intestino.

Figure 2. Transgenic zebrafish line expressing a GFP-tagged
epithelial marker that stains the epithelial tubes of the gut and
pronephros B) Magnification. C) Zebrafish embryo cross-section
showing the epithelial tubes of the gut and pronephros.
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Resumen de investigacion

Las GRKs (G protein-coupled receptor kinases) son importantes nodos en las redes de sefializacién celular. Tras identifi-
carse inicialmente como reguladores de receptores acoplados a proteinas G (GPCR) mas recientemente se han puesto
de manifiesto (con la activa participacion de nuestro grupo) nuevas funciones, en particular para la ubicua y esencial
isoforma GRK2. Esta quinasa puede fosforilar sustratos no-GPCR o interaccionar con diversas proteinas sefializadoras,
y estas nuevas interacciones contribuyen a explicar la participaciéon de GRK2 en procesos celulares basicos como ciclo
celular, migracion o resistencia a insulina. También se han descrito complejos mecanismos de regulacion de la expresion
y actividad de GRK2, y esos parametros estén alterados en diversas enfermedades de gran relevancia.

El descifrado del interactoma de GRK2 relevante en distintos tipos celulares y/o contextos fisioldgicos y patologicos es-
pecificos puede ayudar a entender aspectos claves acerca de la organizacion de las redes de sefalizacion celular. Por
otra parte, el uso combinado de modelos celulares y animales con expresion o funcionalidad de GRK2 alterada (a nivel
sistémico o de forma especifica de tipo celular) permitira evaluar la contribucion de esta quinasa a procesos celulares
esenciales, asi como el impacto funcional de cambios en los niveles de GRK2 en patologias cardiovasculares, inflama-
torias, diabetes/obesidad o progresion tumoral. Estos aspectos son criticos para explorar la posibilidad de utilizar GRK2
como biomarcador y/o el disefio de nuevas estrategias terapéuticas basadas en la modulacion de la actividad, niveles o
interacciones especificas de esta proteina. Ademas, nuestro grupo también esta implicado en la identificacion de nuevas
vias de sefalizacion cardiovascular mediadas por GPCR acoplados a Gq y en el desarrollo de estrategias terapéuticas
basadas en una familia de inhibidores de p38MAPK patentada por nuestro laboratorio.

Figura 1. El complejo interactoma GRK2 (adaptado de Penela
y cols. Brit J Pharmacol, 2010).
Figura 2. Implicaciones patofisiolégicas del interactoma GRK2.

Figure 1. The complex GRK2 interactome (Adapted from Pe-
nela et al.. Brit J Pharmacol, 2010). Figure 2. Pathophysiological implications of the GRK2 interactome.
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Research summary

G protein-coupled receptor kinase 2 (GRK2) is emerging as a key node in signal transduction pathways. GRKs were
initially identified as negative regulators of G protein-coupled receptors (GPCR). However, recent evidence is putting
forward (with an active participation of our group) novel roles for GRKs, and in particular for the ubiquitous and
essential GRK2 isoform. GRK?2 is also able to phosphorylate a variety of non-GPCR substrates and to dynamically
interact with other important signal transduction partners in a kinase activity-independent manner. Our group has
demonstrated that some of such interactions underlie the participation of GRK2 in basic cellular processes such
as cell cycle, cell migration or insulin resistance, and also identified complex mechanisms that regulate GRK2
expression levels and activity, parameters known to be altered in very relevant pathological situations.

We postulate that deciphering the relevant GRK2 interactomes in different cell types and signalling contexts in
response to specific stimuli will help to understand key aspects about the organization and cross-modulation of
signal transduction networks. Moreover, the combined use of cellular and animal models with altered GRK2 dosage
or functionality (either systemic hemizygous mice, conditional or tissue-specific knock-outs) would allow to unveil the
contribution of GRK2 to basic cellular processes and to further explore the implication of GRK2 in pathophysiological
situations such as cardiovascular disease, inflammation, diabetes /obesity and tumor progression. This is critical
to assess the feasibility of GRK2 as a useful diagnostic biomarker and/or of new therapeutic strategies based on
the modulation of the activity, levels or specific interactions of this protein. In addition, our group is also involved in
sorting out new signaling routes downstream of Gq-coupled cardiovascular GPCR relevant for cardiac hypertrophy
and in developing therapeutic strategies based in a new family of docking groove-targeted p38MAPK inhibitors
patented by our laboratory.
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Mecanismos moleculares de interaccion virus-célula: el modelo
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Virus Cell Interaction. The ASFV Model
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Resumen de investigacion

El VPPA es un virus DNA de gran tamafio que infecta monocitos y macréfagos de diferentes especies porcinas, cau-
sando una enfermedad aguda, frecuentemente fatal, de enorme importancia econédmica en el mundo. Resulta inte-
resante que el VPPA haya desarrollado una serie de estrategias de escape ante la respuesta inmune, inflamatoria y
apoptética, muchas de ellas descritas por nuestro grupo afios atras. Recientemente, nuestro laboratorio también ha
mostrado que en células infectadas el IF4e/4G se redistribuyen junto a las factorias virales, junto a los ribosomas y la
red mitocondrial y son usados para la sintesis de proteinas virales. Finalmente, nuestro ultimo trabajo demuestra que
el ASFV entra en las células hospedadoras por un proceso de macropinocitosis, induciendo la polarizacién de actina
hacia los sitios de entrada asi como la activacién de EGFR, PI3K-Akt, Pak1 y Rac1 por debajo de la membrana. Estas
rutas podrian activar los sistemas de defensa innata como la sefializacion de los receptores Toll hacia la apoptosis o
podria activar procesos esenciales para la replicacion viral.

A pesar de los notables esfuerzos realizados durante las ultimas décadas con el fin de obtener una vacuna preventiva
eficiente frente a la infeccion por el VPPA, aun estamos lejos de conseguirlo. Por tanto, uno de los objetivos de nuestro
laboratorio es el desarrollo de una vacuna efectiva contra el VPPA. Para ello, hemos disefiado dos estrategias: 1) la
obtencion de aislados atenuados mediante el desarrollo eficiente de mutantes por eliminacion seriada de los genes
virales; 2) la identificacion de antigenos relevantes y el desarrollo de vacunas ADN. Ya que los adyuvantes son clave
en el desarrollo de diferentes tipos de respuesta inmune, se analizaran aquellos adyuvantes dirigidos frente receptores
de la respuesta inmune innata en combinacion con las potenciales vacunas con el fin de inducir respuestas inmunita-
rias protectoras frente al VPPA.

Figura 1. La infeccion de VPPA promueve la traduccion cap-
dependiente. Activacion de elF4E y elFAG durante la infeccion.
Induccién de la fosforilacion de elFAE, elFAG y del represor de
4E-BP.elF, factor eucariéticode la iniciacion de la traduccion; 4E-BP,
elF4E proteina de unién a 4E, Mnk-1, kinasa activada por mitégeno1;
ASFYV, virus de la peste porcina Africana.

Figure 1. ASFV infection promotes cap-dependent translation.
Activation of elF4E and elF4G during ASFV infection. ASFV
promotes phosphorylation and ofelF4E, elF4G and the repressor
of elF4E, 4E-BP. elF,eukaryotic translation initiation factor; 4E-BP,
elF4E binding protein, Mnk-1, mitogen activated kinase 1, ASFV,
African Swine Fever Virus.
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Research summary

ASFV is a large DNA virus that infects monocytes/macrophages of different species of suids, causing the acute,
economically important and frequently fatal ASF. Our group has described that ASFV, like other complex DNA viruses,
deploys a variety of strategies to evade the host’s defense systems, such as inflammatory and immune responses
and cell death. We also demonstrated that ASFV regulates and redistributes the cellular machinery to synthesize viral
proteins while impairing the production of cellular proteins. In fact, elF4E/ 4G have been found close to viral factories,
besides ribosomes, and the mitochondrial network; furthermore, phosphorylation cascades and signal transduction
pathways are also handled by the virus.

Importantly, we have recently described that ASFV enters to the host cells by macropinocytosis, directly inducing
actin polarization as well as EGFR, PI3K-Akt, Pak1 andRac1 activation. These pathways may activate innate host
defense systems such as Toll-like receptor signaling of apoptosis or they may activate processes essential for the
virus to replicate. Further characterization of the virus proteins involved in the binding and entry process will identify
new pathways and virus targets for vaccine development and will also identify virus genes which may be deleted to
construct attenuated ASFV strains.

Despite the notable efforts done during the last decades to obtain a preventive vaccine againstASFV infection, currently
we are still far to succeed. Thus, one of our main interests is the development of a efficient vaccine against ASF. For
this purpose, two approaches will be followed: 1) the rational development of ASFV deletion mutants as candidate
vaccine strains, and 2) the identification of protective antigens and development of DNA vaccines. Since adjuvants are
key in triggering different types of immune response, adjuvants targeted to innate immune receptors will be tested in
combination with those vaccines to induce protective immune responses.
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Figura 2. Induccién de “ruffles” durante la entrada del VPPA. EI VPPA
usa la macropinocitosis para entrar en la célula huésped, induciendo
protrusiones en la membrana citoplasmatica, las cuales dependen de
la reestructuracion del esqueleto de actina y de la activacion de varias
kinasas y Rho GTPasas.

Imagen de microscopia electrénica de barrido mostrando los ruffles indu-
cidos por el VPPA (200nm) para entrar en la célula huésped.

Figure 2. Ruffles induction upon African Swine Fever Virus Entry.
Macropinocytosisendocytic pathway is used by ASFV to enter cells
triggering plasma membrane protrusions that depend on extensive actin
cytoskeleton restructuring as well as activation of several kinases and
Rho GTPasas.

Field Emission Scanning Electron Microscopy shows ruffles induced by
ASFV through which the virus (200 nm) enters into the cell.

Organization of international conferences (steering and/or program
committees).

Yolanda Revilla: IX International Congress of Veterinary Virology “One
World, One Health, One Virology”. University Complutense. Madrid,
4-7 September 2012. Member of Scientific Committee.Chairman.
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Resumen de investigacion

En el afio 2011 obtuvimos financiacion del FIS para estudiar los mecanismos moleculares implicados en el trafico y
funcién del transportador hepatico de Cu ATP7B en el contexto de la enfermedad de Wilson, toxicosis por retencion
del Cu causada por mutaciones que frecuentemente afectan el trafico del transportador. En el 2012 obtuvimos fondos
de la Fundacién Areces que apoyan esta misma investigacion. Investigamos los mecanismos que son activados por el
aumento de los niveles del Cu en el hepatocito y ocasionan la translocacion de ATP7B desde el Golgi a la membrana
del canaliculo biliar, mecanismos que son desconocidos. Estudiamos si la activacion incluye un efecto directo del Cu
sobre ATP7B y otro indirecto a través de las vias PI3K y AMPK, y si en este contextoque adaptadores de clatrina (AP,
GGAs) y que Rabs (Rab11a, Rab10) y que reguladores de su actividad ( TBC1D4 y TBC1D1). Nuestros resultados
son por el momento prometedores pero inciertos. También estudiamos la asociacion de ATP7B con las “tight junctions”
y su significado funcional.

En el afio 2012 obtuvimos financiaciéon del programa del MINECO “Explora”, programa cuyo slogan es “Atrévete a
Equivocarte”. Estudiamos el por qué la célula ensambla en su citoplasma una estructura monocopia que se presenta
en dos formas toroide y bastoncillo. Hemos avanzado en la comprension de su ensamblaje y naturaleza.Asi mismo
hHemos finalizado el estudio de AMFION un nuevo regulador regulador de HDACs que funciona en el nucléolo, Golgi
y “midbody”.

El 2012 fue un afio de sabatico en el Departamento de Biologia Celular de la Duke University (NC, USA), la estancia
fue financiada por el programa Salvador de Madariaga (ME) e iLINK (CSIC).
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Research summary

Wilson is a severe inherited copper(Cu) toxicosis. The condition is produced by mutations in the ATP7B gene, a
membrane channel involved in the excretion of excess Cu into the bile. We investigate the mechanisms regulated
by Cu that facilitate the translocation of ATP7B from the Golgi to the bile canaliculus (BC), mechanismsthat remain
essentially unknown and are often impaired by the ATP7B mutations. The main targets of our research are: the role of
the Cu binding to ATP7B in its release from the Golgi; the possible regulation of the ATP7B traffic by the signaling of
Cu through the PISK/Akt/TOR and the LKB/MNK pathways; the operation of clathrin adaptors (AP1, GGAs) and Rabs
(Rab11, Rab10) and their regulators (TBC1D4 y TBC1D1) in the Cu-regulated translocation of ATP7B to the BC. Our
results are promising but uncertain. In the same frame work we study the function of a small population of ATP7B
associated with the tight junctions that seal the BC. The above research is founded by grants from the FIS (2011) and
the Fundacion Areces (2012).

We separately investigate the nature and function of a new cellular structure and specifically its protein composition and
assembly, and the possible correlation between its changes in shape and function. This research was supported by a
grant from the program EXPLORA (MINECO, 2012).

In 2012 two of us worked for 8 and 4 months at the department of Cell Biology of Duke University (NC, USA), the stay
was supported by grants from the program Salvador de Madariaga (ME) and iLINK (CSIC).
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Resumen de investigacion

El principal interés de nuestras investigaciones se centra en el estudio del papel desempefiado por el éxido nitrico
(NO) en la regulacion de la respuesta inmune adaptativa asociada con el dafio tisular que se observa en algunas de
las enfermedades de origen autoinmune con mayor impacto en salud publica, ahondando en el estudio de sus bases
moleculares. Nuestro grupo esta especialmente interesado en el estudio del papel desempefiado por el NO en la dife-
renciacion y activacion de los linfocitos T, y su repercusion en el curso de la enfermedad autoinmune. Existen solidas
evidencias de que el NO juega un papel importante en la generacion y exacerbacion de los procesos inflamatorios
cronicos. Recientemente hemos demostrado que los linfocitos T expresan eNOS y que la actividad de esta enzima re-
gula la activacion de los linfocitos T en la sinapsis inmune, una estructura intercelular establecida durante la interaccion
antigeno-especifica entre linfocitos T y células presentadoras de antigeno (APC).

Estudios llevados a cabo en colaboracion muestran que durante la interaccion antigeno-especifica entre ambos tipos
celulares, las mitocondrias se organizan junto al anillo periférico de actina, lo que sugiere que éstas podrian aportar la
energia requerida para la movilizacion de receptores de sefalizacion hacia la zona central de la sinapsis inmune. En
este sentido, nuestros estudios han mostrado que eNOS se activa principalmente en las proximidades de la sinapsis
inmune, regulando la organizacién del receptor de la célula T en el area central de sefalizacion. En la actualidad,
nuestra investigacion esta dirigida a estudiar los mecanismos por los que eNOS puede regular la organizacién de
receptores en la sinapsis inmune y si dicha accién puede desempeiar un papel importante en la diferenciacion de los
linfocitos T hacia fenotipos Th1, Th2, Treg y/o Th17.

Figura 1. Proyecciones maximas en el plano Z
correspondientes a un conjugado celular entre una
célula T marcada con “Mitotracker Orange” para tincion
de mitocondrias (rojo) y una célula B Raji pulsada con
superantigeno E y marcada con la sonda fluorescente
CMAC (azul). Las células fueron tefiidas con faloidina-Alexa
488 (verde) para observar el anillo periférico de F-actina
y la localizacion de las mitocondrias en los agregados
supramoleculares periféricos de activacion (pSMAC).
Los paneles de la derecha muestran la disposicion de las
mitocondrias y microfilamentos en reconstrucciones 3D de la
sinapsis inmune. Escala de barras: 5 um.

Figure 1. Maximum projection of a confocal Z-stack of a
cell conjugate between a T cell loaded with Mitotracker
Orange to stain mitochondria (red) and a superantigen
E-pulsed Raji B cell stained with CMAC (blue). Cells were
also stained with phalloidin-Alexa 488 (green) to determine
the peripheral ring of F-actin and the localization of
mitochondria near the peripheral supramolecular activation
clusters (pSMAC). Right panels show the localization of
mitochondria and microfilaments in maximal projections of 3D
reconstructions from the immune synapse. Scale bars: 5 um.
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Research summary

The scientific major interest of our group is focused on the study of nitric oxide (NO) and the regulation of the adaptive
immune responses associated with the degenerative damage in autoimmune-related diseases with major public health
impact, chiefly underlying the cellular and molecular basis of these pathological processes. We are particularly interested
in the study of the role played by NO on the differentiation and activation of T lymphocytes and its consequences on
the course of autoimmunity. There are evidences indicating a role for endothelial nitric oxide synthase (eNOS) in the
genesis and exacerbation of chronic inflammation. More recently, we have also demonstrated that T lymphocytes
express eNOS and that eNOS-derived NO regulates antigen-dependent T lymphocyte activation at the immune
synapse, a specialized intercellular structure involved in the regulation of TCR signalling.

Moreover, in collaborative studies we have found that during antigen-specific T cell-APC interactions, mitochondria are
organized near the peripheral actin ring of the immune synapse, suggesting that from this cellular domain mitochondria
control T cell activation by fuelling T cell receptor assembling at the central area of the immune synapse. In this regard,
our studies have shown that eNOS results preferentially activated on the Golgi complex at the vicinity of the immune
synapse, regulating the localization of receptors at the central area of activation. Currently, the scientific priority of our
studies is to explore whether eNOS-derived NO from antigen-stimulated T lymphocytes plays a major role in Th1, Th2,
Treg and/or Th17 cell differentiation.

Publicaciones / Publications

Baixauli, F., Martin-Cofreces, N.B., Morlino, G., Carrasco, Y.R.,
Calabia-Linares, C., Veiga, E., Serrador, J.M. and Sanchez-Madrid,
F. (2011) The mitochondrial fission factor dynamin-related protein 1
modulates T-cell receptor signalling at the immune synapse. EMBO
J. 30, 1238-1250

Figura 2. Localizacion de CD3 (rojo) en la sinapsis inmune de células T que expresan
GFP 0 eNOS-GFP (verde) conjugadas con células B Raiji pulsadas con superantigeno E
(asterisco en las imagenes DIC). Destacar que mientras CD3 muestra una localizacion
dispersa en la sinapsis inmune de células T que expresan eNOS-GFP, su localizacion esta
mucho mas concentrada en la sinapsis inmune de células T control que expresan GFP. Se
muestran las correspondientes proyecciones de los planos X-Y y X-Z.

Figure 2. Localization of CD3 (red) at the immune synapse of T cells expressing GFP
or eNOS-GFP (green) conjugated with superantigen E-pulsed Raji B cells (asterisk on
DIC images). Note that CD3 is dispersed at the immune synapse of eNOS-expressing
T cells but concentrated at the central area of the immune synapse of control GFP-
expressing T cells. The corresponding X-Y and X-Z plane projections of the cell-cell
contact area are shown for each condition.
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Resumen de investigacion

Nuestro grupo estudia las bases moleculares y celulares que determinan la especificacion de las células madre y
los progenitores hematopoyéticos (HSC/HPCs) y su diferenciacion en el timo humano. Utilizando aproximaciones
genéticas de pérdida y ganancia de funcion, ensayos de diferenciacion, y reconstituciéon hematopoyética en ratones
humanizados, pretendemos identificar reguladores del desarrollo fisioldgico y patolégico de los linfocitos T y de los
componentes no-T intratimicos, en particular de las células dendriticas. Estudiamos ademas la regulacion espacio-
temporal de los ligandos de la via de Notch en el timo y su implicacion en la especificacion funcional de los timocitos.
Nuestro objetivo es obtener informacion relevante sobre los mecanismos que regulan la proliferacion y diferenciacion
de los progenitores HSC/HPCs, para trasladar este conocimiento al disefio de terapias regenerativas y estrategias
terapéuticas frente a dianas moleculares especificas implicadas en leucemia.

En los ultimos afios, hemos prestado especial atencion a los efectores de Notch1, un receptor esencial en el desarrollo
de los linfocitos T e implicado en la generacion de la leucemia linfoblastica aguda T (T-ALL). Nuestros estudios han
demostrado que el receptor para el factor de crecimiento interleuquina-7 (/L7R) es una diana transcripcional de Notch1
en los progenitores de los linfocitos T y en la T-ALL. La relevancia patoldgica de este hallazgo se ve reforzada por el
descubrimiento de que IL7R es un oncogen, ya que hemos identificado mutaciones de ganancia de funcién en IL7R
en un 9% de las T-ALL, que dan lugar a la formacion de un receptor que sefializa de forma constitutiva e independien-
temente de IL-7. Ademas, hemos identificado mecanismos de regulacion mutua entre IL-7R y Notch1 implicados en el
control de la proliferacion de las T-ALL, lo que refuerza la relevancia del IL-7R como diana terapéutica. En colaboracion
con la Dra Bovolenta, nuestros estudios mas recientes se han centrado en la regulacion de Notch por moduladores de
Whnt, tales como las proteinas SFRP, y su implicacion en hematopoyesis y en leucemia.

Figura 1. Senfalizacion fisioldgica y patoldgica del
IL-7R en el desarrollo de los linfocitos T y en las leu-
cemias T-ALL con mutaciones activadoras en el gen
IL7R, respectivamente.

Figure 1. Physiological and pathological IL-7R

signalling in developing T cells and in T-ALL with
activating IL7R mutations, respectively.
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Research summary

Our research is aimed at investigating the cellular and molecular bases of cell fate specification of human hematopoietic
stem and progenitor cells (HSC/HPCs), with special emphasis on thymopoiesis and T-cell development. Based on loss-
and gain-of-function genetic approaches, cell differentiation assays, and hematolymphoid reconstitution of humanized
mice, we aim to identify molecular regulators that control physiological and pathological development of human T
lymphocytes, and non-T cell intrathymic components such as dendritic cells. We also investigate how the spatial/temporal
distribution of Notch ligands within the thymus niche can regulate functional specification of developing thymocytes. Our
purpose is to provide novel information on the mechanisms of HSC/HPCs self-renewal and differentiation, of relevance
for developing regenerative therapies and therapeutic strategies against specific targets involved in leukemia.

In the last years, we paid special attention to molecular effectors of Notch1, a cell surface signaling receptor which
is crucial for T-cell development and is critically involved in the generation of T-cell acute lymphoblastic leukemia
(T-ALL). Our studies have shown that the receptor for interleukin 7 (IL-7R) is a transcriptional target of Notch1 in T-cell
progenitors as well as in T-ALL cells. The pathological relevance of these findings is further supported by our recent
results showing that IL7R is an oncogen, which is mutated in about 9% of T-ALL patients. The identified IL7R gain-
of-function activating mutations result in the formation of a constitutively active IL-7R which signals independently
of IL-7. Additional studies have provided evidence that IL-7R and Notch1 interplay controls T-ALL cell proliferation,
which highlights the relevance of IL-7R as a specific therapeutic target in T-ALL. More recent studies carried out in
collaboration with Dr. Bovolenta have focused on Notch signalling regulation by Wnt modulators; particularly, Secreted
Frizzled-Related Proteins (SFRP), and their implication in hematopoiesis and leukemia.
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cells: Nearly 40 years later. Inmunologia 31:49-57.

Figura 2. Expresion del ligando de Notch JAG1 en timo humano.
C: corteza, M: médula; SCZ: regién subcapsular; h: corpusculo de
Hassal; e: endotelio vascular.

Figure 2. Expresion of Notch ligand JAGT in human thymus. C:
cortex, M: medulla; SCZ: subcapsular zone; h: Hassal corpuscle;
e: vascular endothelium.
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Modulacion de la respuesta inmune por virus
Viral modulation of the immune response

Jefe de Linea / Group Leader: Carla Mavian
Antonio Alcami Pertejo Haleh Heidarieh

Personal Cientifico / Scientific Staff: =~ Técnicos de Investigacion /
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Resumen de investigacion

Estamos investigando mecanismos de evasion inmune utilizados por virus DNA de gran tamafio, poxvirus y herpesvirus.
En concreto, estamos caracterizando proteinas virales que se secretan de la célula infectada, interaccionan con citoqui-
nas y quimioquinas, y controlan su actividad inmunomoduladora. Trabajamos en dos sistemas virales: (1) Herpesvirus
como el virus herpes simplex, un patégeno humano de relevancia clinica; y (2) Poxvirus como el virus vaccinia, la vacuna
de la viruela. Estos receptores virales de citoquina s tiene propiedades inesperadas, aumentando la actividad de quimio-
quinas o uniéndose a la superficie celular para retenerse en los tejidos infectados, y nos dan informacion sobre la funcion
de las citoquinas La contribucion de los receptores virales de citoquinas a la patologénesis y modulacién inmune se esta
estudiando en ratones infectados con el virus ectromelia, un patégeno natural del ratén que causa una enfermedad pa-
recida a la viruela y conocida como mousepox.

Los virus ofrecen una oportunidad Unica para desarrollar sus estrategias de evasion inmune, optimizadas durante millo-
nes de afios de evolucion, como nuevas aproximaciones terapéuticas. En colaboracién con compafiias biotecnoldgicas,
estamos desarrollando proteinas inmunomoduladoras virales como potenciales medicamentos para tratar alergias y
enfermedades autoinmunes humanas.

Estamos secuenciando el genoma completo de virus DNA de gran tamafio para identificar nuevos genes virales impli-
cados en patogénesis y modulacién inmune, incluyendo aislados naturales del virus ectromelia y nuevos iridovirus que
infectan peces y anfibios. Los virus son las entidades biolégicas mas abundantes y diversas en la Tierra. Mediante aproxi-
maciones metagendmicas, estamos caracterizando comunidades virales complejas utilizando metodologias de secuen-
ciacion de nueva generacion (454-Roche, lllumina). Describimos por primera vez la comunidad de virus en un lago de la
Antartida y estamos extendiendo estos estudios a otros lagos en la Peninsula Antartica y en el Artico. Estamos realizando
estudios metagendmicos para identificar virus asociados con patologias humanas, como la esclerosis mdltiple.

Figura 2. Micrografia electroni-
ca de una célula infectada con
el virus ectromelia mostrando un
cuerpo de inclusiéon que contiene
particulas virales maduras.

Figure 2. Electron micrograph
of an ectromelia virus-infected
cell showing inclusion body with
mature virus particles.

Figura 1. Proteinas de unién a quimioquinas codificadas por virus.

Figure 1. Virus-encoded chemokine binding proteins.
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Research summary

We are investigating immune evasion mechanisms employed by large DNA viruses, poxviruses and herpesviruses.
Specifically, we are characterizing viral proteins that are secreted from infected cells, interact with cytokines and
chemokines, and control theirimmunomodulatory activity. We work on two virus systems: (1) Herpesviruses like herpes
simplex virus, a human pathogen of clinical relevance; and (2) Poxviruses such as vaccinia virus, the smallpox vaccine.
These viral cytokine receptors have unexpected properties, enhancing the activity of chemokines or binding to the
cell surface to be retained in the vicinity of infected tissues, and provide insights into the function of cytokines. The
contribution of viral cytokine receptors to pathogenesis and immune modulation is being addressed in mice infected
with ectromelia virus, a natural mouse pathogen that causes a smallpox-like disease known as mousepox.

Viruses offer a unique opportunity to develop theirimmune evasion strategies, optimized for millions of years of evolution,
as novel therapeutic approaches. In collaboration with Biotech Companies, we are developing viral immunomodulatory
proteins as potential medicaments to treat human allergic and autoimmune diseases.

We are sequencing the complete genome of large DNA viruses in order to identify new viral genes involved in
pathogenesis and immune modulation, including natural isolates of ectromelia virus and new iridoviruses infecting
fish and amphibian. Viruses are the most abundant and diverse biological entities on Earth. Following metagenomic
approaches, we are characterizing complex viral communities using next generation sequencing methodologies
(454-Roche, lllumina). We described for the first time the viral community in an Antarctic lake and are expanding these
studies to other lakes along the Antarctic Peninsula and in the Arctic. Viral metagenomics is being used to identify
viruses associated with human pathologies, such as multiple sclerosis.
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Miembro del Editorial Board de Virology / Member of the Editorial
Board of Virology.

Miembro de Editorial Board de Journal of Virology / Member of the
Editorial Board of Journal of Virology.

Consejero del World Health Organization Advisory Committee on
Variola Virus Research / Advisor to the World Health Organization
Advisory Committee on Variola Virus Research.

Organizador, junto con R. Blasco y E. Villar, del XIX International
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Resumen de investigacion

La investigacion del laboratorio esta focalizada en dos temas parcialmente solapantes: (A) dinamica evolutiva en en-
fermedades causadas por parvovirus, y (B) interacciones virus-huésped implicadas en el oncotropismo de estos virus.
Ambas estrategias estan destinadas finalmente al desarrollo de herramientas bioldgicas anti-cancer seguras. Nuestro
modelo viral es el parvovirus diminuto del ratén (MVM) en infecciones de ratones normales e inmunodeficientes. Los prin-
cipales temas que estamos abordando actualmente son: (I) Patogénesis y Evolucion: las poblaciones de MVM asociadas
con el desarrollo de una enfermedad hemopoyética severa en ratén se caracterizan por una elevada heterogeneidad ge-
nética localizada en el determinante de tropismo de la capsida. Un objetivo de nuestra investigacién es entender el papel
de este dominio en la patogénesis viral. (I1) Analisis estructura-funcion de la capsida: estamos estudiando las sefales de
proteinas que regulan el trafico intracelular y el ensamblaje del virién, en relacion con el disefio racional de dominios que
incrementen el oncotropismo viral. (l1l) Propiedades anti-cancer: se esta realizando un analisis amplio de las interaccio-
nes de MVM con glioblastomas humanos para intentar identificar dianas terapéuticas potenciales de cancer involucradas
en la regulacion del ciclo vital de MVM.

Figura 1. Funciones de los dominios N-terminal de las proteinas de la capsida
de MVM en la entrada a la célula. Arriba: la exposicién dinamica y corte ex-
tracelular del dominio n-terminal de VP2 (2Nt) es irrelevante para la infeccion.
Abajo: al pH endosomal los 2Nt restantes son expulsados aumentando el diame-
tro funcional del canal en el eje de orden 5. Esto facilita la exposicion al exterior
de la capsida del VP1-Nt y permite al virus escapar del endosoma.

Figure 1. Functions of the unordered N-terminal domains of MVM capsid proteins
in cell entry. Upper: the extracellular dynamic exposure and cleavage of VP2
n-terminal domain (2Nt) is irrelevant for the infection. Lower: at the endosomal pH
most remaining 2Nt are extruded enlarging the functional diameter of the 5-fold
channel. This facilitates the externalization out of the capsid of the VP1-Nt and
suffices the virus to escape from the endosome.
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Research summary

The research of the laboratory is focused in two partly overlapping issues: (A) the evolutionary dynamics of parvovirus
in disease, and (B) the cell-host interactions underlying the oncotropism of these viruses. Both approaches are aimed at
eventually designing safe anti-cancer biological tools. Our viral model is the parvovirus Minute Virus of Mice (MVM) in

infections of normal and immunodeficient mice. Main specific topics being currently addressed are: () Pathogenesis and

evolution: MVM populations associated with the development of a severe mouse hemopoietic disease are characterized
by a high genetic heterogeneity localized at the capsid tropism determinant. Understanding the role of this domain
in viral pathogenesis is a main target of our research. (Il) Structure-Function analysis of the capsid: we are studying
protein signals regulating the intracellular traffic and assembly of the virion relating to the rational design of domains
increasing viral oncotropism. (Ill) Anti-cancer features: we are undertaking a wide analysis of MVM interaction with
human glioblastomas trying to identify potential cancer therapeutic targets involved in the regulation of MVM life cycle.
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Sanchez-Martinez, C., Grueso, E., Carroll, M., Rommelaere, J., and
Almendral, J. M.. (2012). Essential role of the unordered VP2 n-ter-
minal domain of the parvovirus MVM capsid in nuclear assembly and
endosomal enlargement of the virion fivefold channel for cell entry.
Virology 432, 45-56.

Figura 2. Vision global del ciclo vital del Parvovirus MVM en cé-
lulas de glioma. Entrada: el corte de VP2 y las actividades fosfo-
lipasa y NLS de la VP1 son necesarias para entregar el genoma
a través del CPN. Ensamblaje de la cépsida: La fosforilacion y
ensamblaje en trimeros de las VP conduce a su translocacién al in-
terior del nucleo. Maduracién y salida: el ADN viral se amplifica en
la fase S y se empaqueta en capsidas vacias. Los viriones llenos
de ADN salen activamente del nucleo. Se destacan los factores
celulares y dominios de proteinas virales principales involucrados
en las interacciones.

Figure 2. Overview of Parvovirus MVM life cycle in glioma cells.
Entry: VP2 cleavage, and the Phospholipase and NLS activities of
VP1 are required to deliver the genome across the NPC. Capsid
Assembly: VP phosphorylation and assembly into trimers lead to
translocation into the nucleus. Maturation and Egress: Viral DNA is
amplified in the S phase and packaged into empty capsids. DNA-
filled virions actively egress from the nucleus. Cellular factors and
main viral protein domains found involved in the interactions are
highlighted.
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Resumen de investigacion

Ecologia Molecular de Ambientes Extremos: Esta area de investigacion persigue los siguientes objetivos:

Aciddfilos: ecologia microbiana convencional, ecologia molecular, biologia molecular y biotecnologia (biolixiviacién, se-
cuestro especifico de metales y fitorremediacion) de ambientes acidos extremos (la cuenca del Rio Tinto, actividades
mineras de la Faja Piritica Ibérica, rio Agrio (Argentina) y la Antartida).

- Caracterizacion geomicrobioldgica de ambientes extremos como modelos de habitabilidad: la cuenca del Tinto (analogo
de Marte), depositos de sulfuros metalicos de la Antartida (analogo de Marte), la laguna hipersalina de Tirez (analogo de
Europa) en colaboracioén con la profesora I. Marin (UAM), el salar de Uyuni (analogo de Europa) en colaboracion con la
profesora |. Marin, y zonas de permafrost de Alaska (analogos de Marte).

- Geomicrobiologia del subsuelo de la Faja Piritica Ibérica (IPB): caracterizacion del bio-reactor subterraneo en la IPB
responsable de las condiciones extremas del Rio Tinto. Este trabajo se esta desarrollando en colaboracion con el Centro
de Astrobiologia (Proyecto ERC IPBSL).

- La linea de ecologia microbiana de ambientes anaerobios, dirigida por el profesor J.L. Sanz (UAM), se esta desarro-
llando en los laboratorios que el Departamento de Biologia Molecular tienen en el edificio de Biologia. Este trabajo esta
centrado en la caracterizacion de las actividades anaerobias en los distintos modelos de estudio del grupo de investiga-
cién (cuenca del Tinto, subsuelo de la IPB).

Micologia. Esta area de investigacion esta dirigida por el Dr. Aldo Gonzalez y tiene los siguientes objetivos:
- Genética molecular y microbiologia de Basidiomicetos (Pleurotus ostreatus como sistema modelo de estudio).

- Uso de hongos filamentosos como fuente de metabolitos secundarios, enzimas lignoliticas y para secuestro especifico
de metales.

- Control y eliminacion de hongos de aire de interior.

- Transcriptémica y protedmica para el estudio del secretoma.

Figura 1. Obtencion de muestras del subsuelo en condiciones anaerobias. Figura 2. CARD-FISH en una muestra de -284m de profundidad.

Figure 1. Isolation of subsurface samples under anaerobic conditions. Figure 2. CARD-FISH in a 284 m deep subsurface sample.
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Research summary

Molecular Ecology of Extreme Environments: This area of research has the following objectives:

- Acidophiles: conventional microbial ecology, molecular ecology, molecular biology and biotechnology (bioleaching,
specific metal sequestering and phytoremediation) of extreme acidic environments (Rio Tinto basin, different mine sites
of the Iberian Pyritic Belt, rio Agrio (Argentina), Antartica),

- Geomicrobiological characterization of extreme environments as habitability models: Tinto basin (Mars analogue),
sulfide deposits from Antartica (Mars analogue), Tirez hypersaline lagoon and Uyuni salt lake (Europa analogues), both
in collaboration with professor I. Marin (UAM), permafrost areas of Alaska (Mars analogue).

- Geomicrobiology of the Iberian Pyritic Belt (IPB) subsurface: characterization of the subsurface bioreactor responsible
of the extreme acidic conditions of Rio Tinto. This work is done in collaboration with the Centro de Astrobiologia (ERC
Project IPBSL)

- The line of microbial ecology of anaerobic environments directed by professor J.L. Sanz (UAM) is being developed in
the facilities that the Department of Molecular Biology has in the Biology Building. This collaborative work is centred in
the anaerobic activities detected in the different model systems studied by our group (Tinto basin, subsurface of the IPB).

Micology, This area of research directed by Dr. Aldo Gonzalez has the following objectives:

- Molecular genetics and microbiology of Basidiomicetes (Pleurotus ostreatus as model system).

- Use as filamentous fungi as a source of secondary metabolites, lignolytic enzymes and specific sequestering of toxic metals.

- Control and elimination of fungi from air-indoor.

- Transcriptomics and proteomics for the study of the secretome .
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crobienne, Advances in Applied Microbiology, Gel Electrophoresis y
Artificial Photosynthesis.

Otras actividades / Other activities

Editor de Encyclopedia of Astrobiology, Springer, 2011.
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Irene Sanchez-Andrea (2012). Diversidad microbiana de los sedi-
mentos anaerobios del Rio Tinto. Universidad Auténoma de Madrid,
José Luis Sanz y Ricardo Amils.
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Resumen de investigacion

Las bacterias estan protegidas contra los cambios medioambientales por una pared celular externa, polimero de
peptidoglicano llamado saculo. La integridad del saculo es esencial para la viabilidad bacteriana y la morfogénesis.
Debido a esta esencialidad y exclusividad para la célula bacteriana, las enzimas implicadas en su metabolismo (PBPs,
transglicosilasas, transpeptidasas, racemasas, carboxipeptidasas, etc) se han convertido en objetivos preferentes
para el desarrollo de antibidticos.

Contrariamente a las ideas tradicionales, investigaciones recientes muestran que la pared celular es una estructura muy
variable y dinamica. Nuestro grupo demostré la induccion de cambios estructurales en el saculo en respuesta al desafio
con antibidticos como un paso clave para activar mecanismos de defensa. Ademas, los metabolitos secundarios bacte-
rianos secretados como moléculas efectoras en la sefializacién intercelular son una fuente importante de los cambios
adaptativos en las paredes celulares bacterianas. Nuestra investigacion actual apunta a mejorar la comprension de los
mecanismos moleculares que subyacen a los cambios adaptativos exhibidos por la pared celular en respuesta a los
antibiéticos y otros cambios ambientales. Para ello, estamos estudiando la enzimologia del peptidoglicano en respuesta
a condiciones de estrés, la regulacion de factores de resistencia a beta-lactamicos, y la identificacion de las sefiales
extra / intra-celulares que provocan estas respuestas. Se hace especial hincapié en la investigacion de PBPs de bajo
peso molecular y sistemas de expresion inducibles de beta-lactamasas como sensores de dafio de la pared celular. Los
resultados deberian conducir al descubrimiento de nuevas vias en el metabolismo de la pared celular, proporcionando
una vision mas real de la diversidad de peptidoglicano en la naturaleza. Los resultados de estos estudios seran de ayuda
sustancial para comprender mejor cuestiones fundamentales sobre la capacidad de adaptacion del peptidoglicano frente
a los retos medioambientales. Se trata de un proyecto ambicioso que depende de manera significativa en las relaciones
de colaboracion con un importante numero de laboratorios nacionales y extranjeros, y esta previsto para promover un se-
rio esfuerzo interdisciplinario incluyendo areas tan diversas como microbiologia, cristalografia, quimica y bio-informatica.

Figura 1. Visién global de los mecanismos de induccién de beta-lactamasa en Pseu-
domonas. La inhibicion de las PBPs por f-lactamicos provoca un aumento en la
concentracion de putativas moléculas efectoras derivadas del metabolismo del pepti-
doglicano. La presencia de estos efectores es utilizada por la célula como un meca-
nismo de punto de control de la situacion real de la pared celular. Estos efectores en-
tran en la célula por una permeasa especifica (AmpG en el diagrama) y otras enzimas
auxiliares. También, varias enzimas en el citoplasma (Nagz, AmpD, LdcA, DD-CPasa)
son capaces de modificar los efectores iniciales. El efecto final de este proceso es
reclutar AmpR sobre el promotor y activar la transcripcion del regulén. Uno de los
genes conocidos del regulén AmpR codifica para AmpC, que hidroliza directamente
al B-lactamico, ayudando a prevenir un mayor dafio del peptidoglicano. El regulén
AmpR se sabe que también incluye otros genes que no codifican p-lactamasas, y se
propone que sus productos tienen un papel en la proteccion de la célula del desafio
de los B-lactamicos a través de un mecanismo auxiliar.

Figure 1. General outlook about the mechanisms of betalactamase induction in
Pseudomonas. Inhibition of PBPs by beta-lactams causes an increase in the concentration
of putative effectors molecules derived from peptidoglycan metabolism. Presence of these
effectors is use by the cell as a checkpoint mechanism of the actual state of the cell wall.
These effectors enter the cell by a specific permease (AmpG in the diagram) and other helper
enzymes. Also, several enzymes in the cytoplasm (NagZ, AmpD, LdcA, DD-CPase) are able
to modify those initial effectors. The final effect of this is to recruit AmpR and activate regulon
transcription. Known AmpR regulon genes encode AmpC, which directly hydrolyses the
P-lactam, helping to prevent further peptidoglycan damage. The AmpR regulon is also known
to include non-p-lactamase-encoding genes, and it is proposed that their products have a role
in protecting the cell from b-lactam challenge through an ancillary mechanism.
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Research summary

Bacteria are protected from environmental offenses by an external cell wall. This structure consists of a strong yet
elastic peptidoglycan polymer called the murein sacculus. Integrity of the sacculus is essential for bacterial viability
and morphogenesis. Because the sacculus is both essential and exclusive for the bacterial cell, the enzymes involved
in peptidoglycan metabolism (PBPs (penicillin-binding proteins), transglycosylases, transpeptidases, racemases,
carboxypeptidases, etc) have become preferred targets for antibiotic development.

Contrary to traditional ideas, recent investigations showed that the cell wall is a highly variable and dynamic structure.
Previous research from our group demonstrated the induction of structural changes in the sacculus in response to
antibiotic challenge as a key step to trigger defense mechanisms. Furthermore, bacterial secondary metabolites
secreted as effectors molecules in intercellular signaling are a previously unrecognized important source of adaptive
changes in bacterial cell walls. All these advancements mean that traditional ideas on peptidoglycan metabolism need
to be deeply revisited and reassessed pondering the ecological niches of microorganisms. Our current investigation
aims to improve our understanding of the molecular mechanisms underlying the adaptive changes exhibited by the cell
wall in response to antibiotics and other environmental challenges. To do so, we will study peptidoglycan enzymology in
response to stress conditions, regulation of beta-lactam resistance factors, and identification of the extra/intra-cellular
signals that trigger these responses. Particular emphasis will be made on the research of low molecular weight PBPs
and inducible beta-lactamase systems as sensors of cell wall damage. The results should lead to the discovery of new
pathways in the cell wall metabolism, which should provide a closer to real vision of peptidoglycan diversity in nature.
The results from these studies will be of substantial help to better understand fundamental questions about bacterial
social behavior in poly-microbial communities and adaptability against environmental challenges. This project relies
significantly in collaborative relations with an important number of domestic and foreign laboratories, and is planned
to promote a serious inter disciplinary effort including expertise areas as diverse as microbiology, crystallography,
chemistry and bio-informatics.
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Resumen de investigacion

En nuestro laboratorio estudiamos (1) el metabolismo anaerobio de bacterias termdfilas extremas, (2) su transferencia
horizontal, y (3) desarrollamos aplicaciones biotecnoldgicas derivadas de su utilizaciéon o de la de sus enzimas. Como
modelo principal utilizamos la bacteria termofila extrema Thermus thermophilus (Tth) por ser excepcionalmente ma-
nipulable en comparacion con otros termofilos extremos. Su filogenia ancestral y la estabilidad de sus componentes
hacen de Tth uno de los modelos favoritos tanto en Biologia Evolutiva como en Biologia Estructural.

En los ultimos dos afios hemos centrado nuestros esfuerzos en el andlisis de las enzimas implicadas en los pasos fina-
les de la desnitrificacion y en su transferencia horizontal (LGT). Hemos caracterizado la nitrito y la 6xido nitrico reducta-
sas codificadas en un agrupamiento génico susceptible de LGT, pero de expresion dependiente del agrupamiento para
la respiracion de nitrato. Hemos empezado también a estudiar los mecanismos de LGT de ambos agrupamientos,
identificando como via principal el contacto directo célula-célula que, sin embargo, no implica homdlogos de proteinas
propias de sistemas de conjugacion clasicos. También hemos iniciado estudios sobre las barreras que protegen a
estas bacterias frente a la entrada de DNA exdgeno empleando interferencia mediada por guias de acidos nucleicos.

En la linea mas aplicada, nuestros esfuerzos se han concentrado principalmente en dos aspectos. Por un lado, hemos
procedido a la seleccién de variantes termoestables de proteinas mediante la utilizacion de técnicas de interferencia
de plegamiento (ej. Esterasa | de P. fluorescens), o disefio racional (ej. proteinas fluorescentes). Por otro, hemos ca-
racterizado y utilizado varias enzimas termoestables de interés biotecnolégico, tales como una penicilina acilasa o tres
nucledsido fosforilasas.

En los préximos afos profundizaremos en los mecanismos de LGT y las barreras frente a éstos, e iniciaremos un proyec-
to para la identificacion y seleccion in vitro de enzimas termoestables mediante nuevos sistemas de generacion de sefal.

Figura 1. Variantes termoestables de proteinas fluorescentes
de distintos colores expresadas a 70 °C en Thermus thermo-
philus. Se muestra la superposicion de fluorescencia y contras-
te de fases.

Figure 1. Themostable color variants of fluorescent proteins

expressed at 70°C in Thermus thermophilus. Images correspond
to merging of fluorescence and phase contrast channels.
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Research summary

In our laboratory we study i) the anaerobic metabolism of extreme thermophilic bacteria, ii) the lateral gene transfer (LGT) of
the corresponding genes, and iij) we develop biotechnological applications derived from their use or from that of their enzymes.
As main lab model we use the extreme thermophilic bacterium Thermus thermophilus (Tth) for being exceptionally easy to
growth and manipulate compared to most extreme thermophiles. lts ancient phylogeny and the thermal stability of its cellular
components and complexes make Tth one of the favorite models for both, Evolutionary and Structural Biology programs.

In the last two years we have focused on the analysis of the enzymes involved in the final steps of denitrification. We
characterized the nitrite and the nitric oxide reductases, encoded within a gene cluster susceptible of LGT, but whose
expression depends on the nitrate respiration gene cluster. Regarding the LGT mechanisms of the denitrification genes,
we have identified a cell-to-cell transfer that involves no homologues to proteins from classical conjugation systems. We
have also started the studies on the barriers that protect Tth from invading DNA, especially on those that involve nucleic
acid-based interference mechanisms.

In more applied grounds, our efforts have focused mainly on two aspects. On one side, we have selected thermostable
variants of proteins using either folding interference techniques in Tth (i.e. Pseudomonas fluorescens esterase |) or
rational design (i.e. thermostable fluorescent proteins). In addition, we have overexpressed, purified and characterized
highly thermostable enzymes of biotechnological interest, such as a penicillin acylase or nucleoside phosphorylases.

In the next years we will continue our studies on the mechanisms of LGT and its barriers, and will start a large-scale
project aimed to the identification and isolation in vitro of thermostable enzymes through a recently developed new signal
generation system.
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Resumen de investigacion

Durante el periodo considerado en esta Memoria, nuestro Grupo ha continuado investigando sobre el virus de la peste
porcina africana (VPPA) como modelo en la evasion de la respuesta antiviral celular y para la generacion de estirpes
vacunales que puedan inducir inmunidad protectiva en cerdos contra la PPA. Mediante el uso de diversas lineas celu-
lares establecidas susceptibles a muchos aislados virales de campo y de laboratorio, hemos podido abordar:

- La construccion de virus recombinantes con genes especificos delecionados a partir del aislado NHV (capaz de
generar inmunidad cruzada contra aislados virulentos de distinto genotipo), que presenta una virulencia residual de-
masiado elevada para ser vacunal, al que pretendemos atenuar mediante la inactivacion de genes relacionados con
la evasion de la respuesta inmune

- El estudio de la modulacion por el gen viral EP153R de la expresion de antigenos MHC-I en la membrana de la célula
infectada

- El analisis de los niveles de sintesis de una serie de citoquinas en células porcinas (WSL, IPAM y macréfagos alveo-
lares) infectadas por aislados virales con distinto grado de virulencia

Asimismo, y en colaboraciones con otros Grupos de investigacion hemos contribuido en el estudio de nuevas técnicas
de deteccion del virus, de los mecanismos de entrada viral y la optimizacidn del uso de antivirales no convencionales
como el Lauril Galato para la prevencion de la PPA en infecciones in vivo y determinado su toxicidad en los modelos
murino y porcino.

La relevancia cientifica de la investigacion realizada se podria resumir en la posible generacién de una vacuna eficaz
y segura contra la PPA, la posible obtencion de un “perfil de virulencia” por ensayos in vitro para cualquier aislado de
VPPA'y en la optimizacion de tratamientos preventivos contra la PPA, de posible aplicacién practica en paises donde
la enfermedad es enzodtica y escasamente controlada.

Figura 1. Interacciéon entre EP153R y SLA-I. Residuos
implicados.

Figure 1. Interaction EP153R - SLA-I. Residues involved.
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Research summary

During this period our group has continued the study of the African swine fever virus (ASFV) as a model in the evasion
of cellular antiviral response and for the generation of vaccine strains able to induce protective immunity in pigs against
ASF. Through the use of various established cell lines susceptible to many virus isolates (either from the field or
laboratory), we have been able to address:

- The construction of recombinant viruses with specific genes deleted from the NHV isolate (able to generate protective
immunity against virulent ASFV strains with different genotype), which presents a residual virulence unacceptably high
for a vaccine, that we pretend to attenuate through the inactivation of virus genes involved in immune evasion

- The study of the modulation of the expression of MHC-I antigens in the infected cell membrane by the viral gene
EP153R

- The analysis of the synthesis of a number of cytokines in porcine cells (WSL, IPAM and alveolar macrophages)
infected by ASFV isolates with different degree of virulence

Likewise, and in collaborations with other research groups we have contributed in the study of new techniques for
virus detection, in viral entry mechanisms and optimizing the use of non-conventional antivirals like the lauryl gallate for
ASFV prevention in in vivo infections and the evaluation of its toxicity in murine and porcine animal models.

The scientific relevance of the research can be summarized in the possible generation of a safe and effective vaccine

against the ASF, a possible “virulence profile” obtained by in vitro assays for any ASFV isolate, and the optimization
of preventive treatments against ASFV with a possible practical application in poorly-developed countries where the
disease was enzootic and out of control.
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Figura 2. Placas de lisis de aislados del VPPA en
macrofagos porcinos (A) y células COS (B).

Figure 2. Plaques developed by ASFV isolates
in monolayers of swine macrophages (A) or COS
cells (B).

Material Transfer Agreement with Augmenta Biologicals, LLC, for the
evaluation and use of Hybridoma 1AC11, producing antibody against
porcine glycophorin A, for development and commercialization under
a commercial license agreement”. Inventores: Diego Llanes, Marisa
Nogal, Angel L. Carrascosa & Eladio Vifiuela Entidad titular: Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) and The University of
Cordoba (UCO). License pending.

Otras actividades / Other activities

Coordinador de la Asignatura “La biologia de los virus” en el Master
de Virologia organizado en la Facultad de Veterinaria de la Universi-
dad Complutense de Madrid por la Sociedad Espafiola de Virologia
(SEV-UCM), durante los Cursos 2010-11 y 2011-12.
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Resumen de investigacion

Nuestra investigacion se centra en el estudio a nivel molecular y fisiolégico de la pared celular (saculo) como ele-
mento morfogenético primario de la célula bacteriana. Ademas de continuar nuestro trabajo sobre los mecanismos
de sintesis y crecimiento de la pared celular en bacterias de ciclo polimérfico, durante los Ultimos dos afios hemos
dedicado un importante esfuerzo en dos nuevas direcciones: la caracterizacion del proceso de produccion y liberacion
de D-amino &cidos por algunas especies bacterianas y el estudio de la diversidad y plasticidad de la pared bacteriana.
En el primer caso estamos estudiando la bioquimica vy fisiologia del proceso, asi como su significado en ambientes
naturales y comunidades poli-microbianas donde este tipo de mecanismo parece jugar un papel importante de sefali-
zacion y sincronizacién de respuestas.

Queremos determinar el grado de dispersion del mecanismo ya establecido (liberacion de D-amino acidos) y la posible
existencia de mecanismos similares mediados por otros tipos de moléculas efectoras. En el segundo caso, estamos
centrando nuestros esfuerzos en una mejor evaluacion del grado de diversidad estructural y composicional de las
paredes celulares bacterianas, asi como de las variaciones de tipo adaptativo que sufren las paredes bacterianas en
respuesta a cambios en las condiciones medio ambientales de la bacteria, incluyendo procesos patoldgicos. Ambos
aspectos parecen mucho mas diversos de lo generalmente supuesto y su conocimiento preciso permitira una mejor
comprension de la evolucion bacteriana ofreciendo, ademas, multiples oportunidades para el control especifico de po-
blaciones poli-microbianas naturales. En el futuro inmediato seguiremos trabajando en la misma direccion y haremos
un esfuerzo especial en el desarrollo de protocolos apropiados para un estudio sistematico y masivo de la variabilidad
y modo de crecimiento de las paredes celulares.

Figura 1. Visualizacion “in vivo” de los sitios de sintesis de
la pared celular en: A) Rhizobium meliloti, B) Roseobacter
litoralis, C) Erythrobacter aquimaris and D) Asticaccaulis bi-
prosthecium, con un D-amino acido fluorescente.

Figure 1. “In vivo” visualization of cell wall biosynthetic
sites in: A) Rhizobium meliloti, B) Roseobacter litoralis, C)
Erythrobacter aquimaris and D) Asticaccaulis biprosthecium,
with a fluorescent D-amino acid.
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Research summary

Our research is focused on the study at the molecular and physiological levels of the cell wall (sacculus) as the primary
morphogenetic element of the bacterial cell. We continued working out the mechanisms of synthesis and growth of
the cell wall in polymorphic bacteria. In addition, in the last two years we made important efforts in two new directions:
the characterization of the process of D-amino acid production and release by some bacterial species, and the study
of the diversity and plasticity of the bacterial wall. In the first case, we are studying the biochemistry and physiology
of the process, as well as its biological meaning in natural environments and poly-microbial communities. This type
of mechanism may play an important role in signaling and timing responses in communities were different bacterial
species compete.

We want to establish the dispersion of the established mechanism (release of D-amino acids) and look for similar
mechanisms mediated by other types of effector molecules. In the second case, we are focusing our efforts on a better
assessment of the structural and compositional diversity of bacterial cell walls (variability), and the adaptive responses
of the cell wall to changing environmental conditions (plasticity), including pathological processes. Both aspects seem
to be far more variable than previously suspected. An accurate knowledge of both would lead to a better understanding
of bacterial evolution and adaptation, and could open new ways to control natural populations. For the immediate
future we will continue our current research, and start development of new methods for a systematic and massive
analysis of cell wall diversity and growth pattern
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Resumen de investigacion

El interés principal de nuestro laboratorio es entender como la dinamica de cuasiespecies permite la adaptacion de
virus ARN a ambientes cambiantes, asi como explorar tratamientos antiviricos que contrarresten la capacidad adap-
tativa de los virus. Durante los ultimos afios hemos estudiado experimentalmente y con modelos tedricos elaborados
en colaboracion con la Dra. Susanna Manrubia (Centro de Astrobiologia, CSIC-INTA) la interaccion entre agentes mu-
tagénicos e inhibidores como factor de eficacia de tratamientos basados en mutagénesis letal (extincién de virus por
exceso de mutaciones). Hemos empleado como virus modelo el virus de la fiebre aftosa y el virus de la coriomeningitis
linfocitaria de ratén (LCMV). Recientemente hemos iniciado investigaciones con el virus de la hepatitis C (HCV) en
cultivos celulares, con los mismos objetivos.

Como resultados concretos obtenidos estos dos ultimos afios cabe mencionar la confirmacion de que un tratamiento
secuencial inhibidor-mutageno puede tener una ventaja sobre el correspondiente tratamiento de combinacién. Se
han definido los rangos de parametros replicativos y mutacionales en los cuales se observa la ventaja de la terapia
secuencial. En una linea complementaria de investigacion hemos demostrado que el analogo de nucledsido ribavirina
puede ser mutagénico para LCMV. Este resultado puede tener consecuencias practicas ya que la ribavirina ofrece en
estos momentos una de las pocas opciones terapéuticas para el tratamiento de las fiebres hemorragicas asociadas a
infeccion por arenavirus y hasta ahora se consideraba un inhibidor no mutagénico de la replicacion viral.

Estamos participando activamente en colaboraciones con otros grupos, como queda reflejado en la lista de publicacio-
nes. Seguimos los desarrollos en clinica para tratamientos contra las infecciones por HCV como parte del CIBERehd
(Centro de Investigacion en Red de Enfermedades Hepaticas y Digestivas) con el objetivo de aplicar nuestras conclu-
siones con sistemas modelo en cultivos celulares a la mejora de los tratamientos antivirales.

Figura 1. El tamafio poblacional de un virus deter-
mina el repertorio de variantes.

Figure 1. The viral population size determines the
variant repertoire.
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Research summary

The main interest of our laboratory is to understand how quasispecies dynamics allows adaptation of RNA viruses
to changing environments, and to explore antiviral treatments that counteract the adaptive capacity of viruses. In the
last years we have studied experimentally and with theoretical models developed in collaboration with Dr. Susanna
Manrubia (Centro de Astrobiologia, CSIC-INTA) the interaction between mutagenic agents and inhibitors as an efficacy
determinant of treatments based on lethal mutagenesis (virus extinction through excess of mutations). We have used
as model viruses foot-and-mouth disease virus and lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV). Recently we have
started work with hepatitis C virus (HCV), with the same objectives.

As specific results obtained over the last years, we may mention the confirmation that a sequential inhibitor-mutagen
treatment may have and advantage over the corresponding combination treatment. We have defined the range of replicative
and mutational parameters in which the advantage of sequential therapy is observed. In a complementary line of research
we have demonstrated that the nucleoside analogue ribavirin can be mutagenic for LCMV. This result can have practical
consequences because ribavirin offers at present one of few therapeutic options for treatment of hemorrhagic fevers
associated with arenavirus infection, and until now it was considered a non-mutagenic inhibitor of viral replication.

We participate actively in collaborations with other groups, as reflected in the publication list. We follow clinical
developments concerning anti-HCV treatments, as part of CIBERehd (a Spanish network on hepatic diseases), with
the objective of applying our conclusions with model systems in cell culture to the improvement of antiviral treatments.
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7(5): e37874.

Perales, C., Iranzo, J., Manrubia, S.C., and Domingo, E. (2012). The
impact of quasispecies dynamics on the use of therapeutics. Trends
Microbiol., 20 (12): 595-603.

Domingo, E. and Perales, C. (2012). From quasispecies theory to
viral quasispecies: how complexity has permeated virology. Math.
Model. Nat. Phenom. 7(2): 32-49.

Moreno, H., Grande-Pérez, A., Domingo, E., and Martin, V. (2012).
Arenaviruses and lethal mutagenesis. Prospects for new ribavirin-
based interventions. Viruses, 4, 2786-2805;d0i:10.3390/v4112786.

Otras actividades / Other activities

Académico Numerario de la Real Academia de Ciencias Exactas,
Fisicas y Naturales, adscrito a la Seccion de Ciencias Naturales,
(2011).

Miembro de la Red Espafiola de Biofisica, coordinada por el Dr.
David Reguera, desde 2011.

Miembro del Global Virology Network, coordinado por el Dr. Robert
Gallo, desde 2011.

Miembro del Comité Organizador del Congreso FEMS 2011 (Gine-
bra, Suiza, 2011).

Editor asociado de la revista Virus Research desde 2012 / Associa-
ted editor Virus Research, since 2012.

Tesis doctorales / Doctoral theses

Héctor Moreno Borrero (2012). Dinamica poblacional del virus de
la coriomeningitis linfocitaria ratén en su interaccién con agentes
mutagénicos. Universidad Auténoma de Madrid. Directores: Esteban
Domingo y Verénica Martin.

Patentes / Patents

N. Sevilla, E. Domingo, C. Escarmis, S. Ojosnegros, J. Garcia-
Arriaza, M. Sanz-Rojo, T. Rodriguez. “Vacuna atenuada para la
fiebre aftosa”. N° DE SOLICITUD: P200801583. Patente concedida
en ESparia el 16/06/2011. N° PUB: ES2344875.
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compuestos bioactivos

Yeast enzymes bioengineering to generate bioactive
compounds
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Estefania Alcaide Hernandez
Cristina Sancho Postigo
Sofia Relafio Pérez
Santiago Cafio Muhiz
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Miguel de Abreu Felipe
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Técnico de Investigacion /
Technical Assistance:
M?2 Asuncién Martin Redondo

Resumen de investigacion

Trabajamos con microorganismos de interés biotecnoldgico, basicamente Streptomyces y levaduras, productores de
compuestos bioactivos (entre ellos antibidticos y moléculas con actividad prebidticas). Tratamos de conectar la genera-
cién de conocimiento con el desarrollo de aplicaciones biotecnolégicas, y basicamente nos centramos en la caracteriza-
cién de nuevas enzimas productoras de compuestos bioactivos, el andlisis de sus determinantes estructurales-funcio-
nales, su mejora funcional utilizando herramientas de biologia molecular y en la obtencion y caracterizacion de nuevas
moléculas con actividad biolégica de posible utilidad industrial. Hemos patentado ya en distintos paises la aplicabilidad
industrial de la mayoria de las proteinas caracterizadas y disefiado un método eficaz para su fijacion a soportes solidos.

Durante los ultimos dos afios hemos estado caracterizando y estudiando distintas proteinas de levaduras no convencio-
nales (géneros Xanthophyllomyces, Schwanniomyces, Rhodotorula, etc.) con actividad glicosiltransferasa, aplicables en la
produccion de azucares con propiedades prebioticas. Todas ellas son glicosilhidrolasas (GH) estructuralmente incluidas en
las familias GH32, 31, 1 y 2. Hemos resuelto la estructura 3D de la primera proteina de levadura incluida en la familia GH32,
asignado una funcion al dominio beta-sandwich que esta presente en todos los miembros de la familia y probado que la
oligomerizacion esta implicada directamente en el reconocimiento del sustrato y especificidad. Hemos obtenido numerosas
variantes de estas enzimas que aumentan o alteran el patron de productos obtenidos en reaccion biosintética. Aislado y
caracterizado los productos sintetizados y optimizado las condiciones para las reacciones biosintéticas.

Pretendemos extender nuestro estudio a hidrolasas incluidas en otras familias estructurales, y aumentar/modificar la
actividad transferasa de las enzimas ya estudiadas para favorecer su utilizacién biotecnoldgica y escalar hasta un nivel
industrial tanto su produccién como la de los productos generados.

Figura 1. Substratos en el sitio activo de la Ffase. A. Vista del centro activo.
Las seis unidades de la molécula de inulina (izquierda) y fructosilnistosa (dere-
cha) detectadas en el centro activo de los mutantes inactivados se representan
con esferas. B. Moéculas de inulina (marrén) y fructosilnistosa (verde lima)
representadas en stick superimpuestas.

Figure 1. The conformation of the substrates at the Ffase active site. A. Close-
up view of the active site. The six units of inulin (left) and fructosylnystose
(right) molecules found in the inactivated mutants are represented as
spheres. B. Inulin (brown) and fructosylnystose (lime green) moieties in stick
representation are superimposed.
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Research summary

We work with microorganisms of biotechnological interest, mainly Streptomyces and yeasts, producers of bioactive
compounds (including antibiotics and molecules with prebiotic activity). We try to connect the generation of knowledge
to the development of biotechnological applications. Basically we focus on the characterization of new bioactive
compounds producing enzymes, the analysis of structural-functional determinants, functional improvement using
molecular biology tools and obtaining and characterization of new molecules with potential biological activity of industrial
utility. We have patented in different countries the industrial applicability of most proteins characterized and designed
an effective method for their attachment to solid supports.

During the last two years we have been characterizing and studying various non conventional yeast proteins (from
genera Xanthophyllomyces, Schwanniomyces, Rhodotorula, etc.) showing glycosyltransferase activity, and applicable
in the production of sugars with prebiotic properties. All are glycosylhydrolases (GH) structurally included in family
GH32, 31, 1 or 2. Indeed, we have resolved the 3-D structure of the first yeast protein including in family GH32,
assigned a function to the beta-sandwich domain that is present in all members of this family and proved that the
oligomerization is directly involved in the substrate recognition and specificity. We have obtained numerous variants
of these enzymes that increase or alter the pattern of biosynthetic products. Isolated and characterized the formed
products and optimized the biosynthetic reactions. We intend to extend our study to hydrolases including in other
structural families, to increase / modify transferase activity of the enzymes studied, and to scale up to industrial level
the enzyme production and the products generated.

Publicaciones / Publications Tesis doctorales / Doctoral theses

de Abreu, M. A., Alvaro-Benito, M., Plou, F. J., Fernandez-Lobato,
M., and Alcalde, M. (2011) Screening B-Fructofuranosidases Mutant
Libraries to Enhance the Transglycosylation Yield of B-(2—6) Fruc-
tooligosacharides. Com. Chem. High Throughput Screen. 14 (8),
730-738.

Rodriguez-Colinas, B., de Abreu, M.A., Fernandez-Arrojo, L., de
Beer, R., Poveda, A., Jiménez-Barbero, J., Ballesteros, A., Fer-
nandez-Lobato, M., and Plou, F. J. (2011) Production of galacto-
oligosaccharides by the B-galactosidase from Kluyveromyces lactis:
comparative analysis of permeabilized cells versus soluble enzyme.
J. Agric. Food Chem. 59, 10477-10484.

Linde, D., Estévez, M., Plou, F. J., and Fernandez Lobato, M. (2012)
Analysis of the neofructooligosaccharides production mediated by the
extracellular B-fructofuranosidase Xd-INV from Xanthophyllomyces
dendrorhous. Bioresour. Technol. 109, 123-130.

Alvaro-Benito, M., Sainz-Polo, M.A., Gonzalez, B., Plou, F.J., Fernan-
dez-Lobato*, M., and Sanz-Aparicio*, J. (2012) Structural and kinetic
insight reveal that the amino acid pair GIn-228/Asn-254 modulates
the transfructosylating specificity of Schwanniomyces occidentalis
B-fructofuranosidase, and enzyme that produces prebiotics. J. Biol.
Chem. 287, 19674-19686. *“co-corresponding authors.

Alvaro-Benito, M., Fernandez Lobato, M., Baronian, K, and Kunze,
G. (2012) Assessment of Schwanniomyces occidentalis as a host
for protein production using the wide-range Xplor®2 expression pla-
tform. Appl. Microbiol. Biotechnol. Nov. 2012. pp. 1-14. (on line: DOI
10.1007/s00253-012-4527-9).

Baeza, M., Fernandez-Lobato, M., and Cifuentes. V. (2012) Extra-
chromosomal double-stranded RNA elements in Xanthophyllomyces
dendrorhous. In: Barredo, JL (ed) Microbial Carotenoids from Fungi.
Methods in Molecular Biology. Springer Protocols. Humana Press-
Springer Science-Business Media NY, pp.195-2005.

Niklitschek, M., Baeza, M., Fernandez-Lobato, M., and Cifuentes,
V. (2012) Generation of Astaxanthin mutants in Xanthophyllomyces
dendrorhous using a Double Recombination Method based on
Hygromycin Resistance. In: Barredo, JL (ed) Microbial Carotenoids
from Fungi. Methods in Molecular Biology. Springer Protocols.
Humana Press-Springer Science-Business Media NY, pp. 219-234.

Miguel Antonio de Abreu Felipe (2011). Studies aimed at impro-
ving the funtionality of non-conventional yeast enzymes able to syn-
thesize prebiotic oligosaccarides. Universidad Auténoma de Madrid.
Doctorado Europeo 31-3-2011. Director: Maria Fernandez Lobato.

Miguel Alvaro Benito (2011). The study of B-fructofuranosidase
from Schwanniomyces occidentalis reveals new functional elements
in the family GH32 of glycosyltransferases and an unconventional ge-
netic code use in this yeast. Universidad Auténoma de Madrid. Docto-
rado Europeo 21-7-2011. Director: Maria Fernandez Lobato.

Figura 2. Mecanismo propuesto para la actividad transfructosilante de
la Ffase. A. Posicion inferida de 1-kestosa (verde) y 6-kestosa (rosa). B.
llustracion esquematica del mecanismo propuesto.

Figure 2. Proposed mechanism of Ffase transfructosylating activity. The
inferred position of 1-kestose (green) 6-kestose (pink). B. Schematic
illustration of the proposed mechanism.
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Ingenieria de Virus y Nanobiotecnologia
Virus Engineering and Nanobiotechnology

Jefe de Linea / Group Leader: Técnicos de Investigacion /
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Postdoctoral Fellows: Alicia Rodriguez Huete
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Graduate Students:
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Resumen de investigacién

Objetivos cientificos principales: Utilizamos técnicas de ingenieria de proteinas y analisis bioquimicos, biofisicos y bio-
I6gicos para el estudio del ensamblaje, estabilidad y dinamica conformacional de virus (revisado en Mateu (2013) Arch.
Biochem.Biophys., 531, 65-79); Ademas nos basamos en los resultados de estos estudios para el disefio y analisis de
particulas viricas genética y estructuralmente modificadas con vistas a aplicaciones en biomedicina y bionanotecnolo-
gia (revisado en Mateu (2011). Prot.Eng.Des.Sel. 24, 53-63).

Relevancia cientifica e implicaciones tecnoldgicas: Conocimiento en profundidad de ciertas etapas clave del ciclo viri-
co, incluyendo ensamblaje, reordenamientos estructurales y desensamblaje de virus; aplicacién de este conocimiento
al disefio de vacunas, farmacos antivirales y nanoparticulas para la liberacion dirigida de farmacos.

Algunos resultados recientes: i) Mediante ingenieria de proteinas hemos aumentado la estabilidad térmica del virus de
la fiebre aftosa frente a su disociacion en subunidades. Estamos investigando las bases moleculares de esta termoes-
tabilizacion y las posibilidades vacunales de estos virus modificados. ii) En colaboracién con otros grupos, estamos
investigando las bases moleculares del ensamblaje de la capsida del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) y
modos de inhibir este proceso, con vistas al disefio de nuevos farmacos anti-HIV. iii) En colaboracion con un grupo de
fisicos, estamos investigado mediante microscopia de fuerzas atdomicas (técnica que utilizamos en nuestro laboratorio)
la relacion entre propiedades mecanicas (elasticidad) de particulas viricas y la estabilidad y dinamica conformaciona-
les de estas. Para estos estudios utilizamos el virus diminuto del raton (MVM) como modelo. Los objetivos basicos de
este estudio son determinar si las propiedades mecanicas de los virus tienen un papel en la biologia del virus y, de
tenerlo, cual es ese papel. Ademas, estos estudios se orientan al disefio de nanoparticulas viricas con propiedades
mejoradas para usos biomédicos (liberacion dirigida de farmacos) y nanotecnolégicos (nuevos nanodispositivos).

Figura 1. Desensam-

blaje gradual de una

particula individual del

virgs ll\’/IVM mediante Figura 2. Dianas para te-
apllcgqon de fuerza rapia antiviral identificadas
mecanica, usando un en la capsida madura de
micrqscopio de fuerzas HIV. La capsida esta for-
atémicas. (A), imagen mada por hexameros de
(positiva y negativ?) de la proteina de la capsida
la particula virica intac- CA. (A), se muestran dos
ta. (B), la aplicacié_n de hexameros unidos. (B),
fuerza sobre esa misma se muestran dos mono-
particula hg provocado meros vecinos de CA per-
la separacion de una tenecientes a un mismo
subunidad, abriendo un hexédmero. Los circulos
hueco en la céps!da. coloreados indican los si-
(9), una nueva aplica- tios de union de diferentes
cion de fue’rza sobre la compuestos capaces de
misma particula ha pro- . ) . i inhibir el ensamblaje de la
vocado la separacién  Figure 1. Gradual disassembly of a single particle of capsida, identificados por
de una segunda subu- ~ MVM virus through application of mechanical force, nosotros u otros grupos de
nidad. Los huecos deja-  using an atomic force microscope. (A) image (positive investigacion.

dos por las subunidades  and negative) of the intact MVM particle. (B), application

perdidas se pueden ob-  of force on that same particle has released a subunit, Figure 2. Targets for antiviral therapy identified in the mature HIV capsid.
servar en las imagenes  leaving a hole in the capsid. (C), further application of The capsid is made of hexamers of the capsid protein CA. (A), two bound
(en las posiciones que  force on the same particle has released a second subunit. hexamers are shown. (B), two neighboring CA monomers in a same hexamer
indican los triangulos ~ Holes left by the removed subunits can be observed in are represented. Colored circles indicate the binding sites of different capsid
negros en los esquemas  the images (at the positions indicated by black triangles assembly-inhibiting anti-HIV compounds identified or designed by us or other

de la derecha). in the schemes at right). research groups.
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Research summary

We use protein engineering techniques and biochemical, biophysical and biological analyses to study assembly, conformational
stability and dynamics of viruses (reviewed in Mateu (2013) Arch.Biochem.Biophys., 531, 65-79); based on these studies we
aim also at the design and analysis of genetically and structurally modified viral particles for the development of applications
in medicine and bionanotechnology (reviewed in Mateu (2011). Prot.Eng.Des.Sel. 24, 53-63).

Scientific relevance and technological implications: In-depth knowledge of certain key stages of the viral life cycle,
including virus assembly, structural rearrangements and disassembly; application of this knowledge for the design of
vaccines, antiviral drugs and nanopatrticles for targeted drug delivery.

Some recent results: i) We have used protein engineering to increase the thermal stability of foot-and-mouth disease
virus against dissociation into subunits. We are investigating the molecular determinants of virus thermostabilization
and the potentiality of these modified viruses as improved vaccines. ii) In collaboration with other groups we are studying
human immunodeficiency virus (HIV) assembly as well as approaches to inhibit this process, aimed at the development
of novel anti-HIV drugs. iii) In collaboration with a group of physicists, we are using atomic force microscopy (a
technique in current use in our own laboratory) and other techniques to study the relationship between mechanical
properties (elasticity) of viral particles, and virus conformational stability and dynamics. For these studies we use the
minute virus of mice (MVM) as a model, with the basic aim of determining whether the mechanical properties of viruses
have any role in their biology, and what this role could be. In addition, these studies are oriented towards the design of
viral nanoparticles with improved properties for biomedical uses (targeted drug delivery) and nanotechnological uses
(novel nanodevices).
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Mateu, M.G. (2011). Virus engineering: functionalization and stabiliza-
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genome segmentation. PLoS Genetics 7(3):e1001344.
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capsid of foot-and-mouth disease virus can increase acid resistance.
J. Virol. 85, 2733-2740.
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of a trimeric intermediate during the assembly of a parvovirus capsid.
J. Mol. Biol. 413, 32-40.
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sa, J.L., Kiracofe, D., Raman, A., de Pablo, P.J., and Gémez-Herrero,
J. (2012). Resolving structure and mechanical properties at the nanos-
cale of viruses with frequency modulation atomic force microscopy.
PLoS ONE 7, €30204.
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M.G. (2012). Mechanical disassembly of single virus particles reveals
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mic force microscopy: a virological perspective. Virus Res. 168, 1-22.
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stiffness and elasticity provides a mechanical foundation for the infecti-
vity of a virus. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 109, 12028-12033.
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(2012). Molecular recognition in the human immunodeficiency capsid
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Tesis doctorales / Doctoral theses

Milagros Castellanos Molina (2011). Aproximaciones a la obtencién
de capsidas mas estables del virus de la fiebre aftosa y estudio de la
generacion de mutaciones compensatorias. Universidad Auténoma
de Madrid. Director: Mauricio G. Mateu.

Rebeca Bocanegra Rojo (2011). Ensamblaje in vitro de la capsida
del virus de la inmunodeficiencia humana, y su inhibicién por pép-
tidos disefiados racionalmente. Universidad Auténoma de Madrid.
Director: Mauricio G. Mateu.

Verénica Rincén Forero (2012). Relaciones estructura-funcion en
la capsida del virus de la fiebre aftosa: algunas implicaciones para
el desarrollo de vacunas y antivirales. Universidad Autbnoma de Ma-
drid. Director: Mauricio G. Mateu.

Otras actividades / Other activities

Mauricio G. Mateu, miembro del Editorial Board de Virus Research.

Mauricio G. Mateu, editor del libro “Structure and Physics of Viruses”,
Springer SBM, Holanda (publicaciéon en 2013).

Mauricio G. Mateu, member of the Editorial Board of Virus Research.

Mauricio G. Mateu, editor of the book “Structure and Physics of Vi-
ruses”, Springer SBM, The Netherlands (to be published in 2013).
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of horizontal gene transfer in Bacillus

Jefe de Linea / Group Leader: Estudiantes /

Wilfried J.J. Meijer Undergraduate Students:
Andrés Miguel Arribas
Miguel Fernandez Huerta
César Gago Cérdoba

Becarios Predoctorales /
Graduate Students:
Praveen K. Singh
Gayetri Ramachandran
Esther Serrano

Técnico de Investigacion /
Technical Assistance:
Lucia Duran Alcalde

Resumen de investigacion

Los elementos genéticos moéviles (MGE) (fagos, plasmidos, transposones e “ICEs”), se pueden transferir horizontal-
mente entre células bacterianas afectando a la composicion genética y por tanto, a su comportamiento. En consecuen-
cia, la transferencia genética horizontal (HGT) tiene un papel crucial en la evolucién microbiana, asi como importantes
implicaciones en una gran variedad de problemas tanto a nivel de salud ambiental como publica. Por ejemplo, la “HGT”
es la principal responsable de la aparicién y rapida dispersion de la resistencia a los antibiéticos.

Se sabe poco, especialmente en bacterias Gram-positivas, acerca de los mecanismos por los cuales los “MGE” ejer-
cen sus efectos sobre el comportamiento de su hospedador 6 en la regulaciéon de su movilidad. Una mejor compren-
sion del tema es crucial para hacer frente a importantes amenazas. Estudiamos estas cuestiones utilizando como
bacteria hospedadora Bacillus subtilis y como “MGE” plasmidos y fagos.

Trabajamos con B. subtilis porque (i) probablemente es la bacteria Gram-positiva mejor estudiada, (ii) no es patégena,
(iii) es susceptible a la manipulacién genética, y (iv) porque esta relacionada con bacterias patégenas como B. anthra-
cis, B. cereus y, aunque con mayor distancia filogenética, Listeria monocytogenes.

Nosotros hemos secuenciado y anotado los primeros dos plasmidos de B. subtilis y actualmente les estamos carac-
terizando con el objetivo de mejorar nuestro conocimiento acerca de la regulacién de sus genes de movilidad y los
efectos sobre su huésped.

Muchas bacterias Gram positivas tienen una gran importancia industrial o cientifica, no obstante, estas bacterias gene-
ralmente se resisten a una manipulacién génica dirigida. Nuestro objetivo es construir vectores versatiles, basados en
los sistemas de conjugacion que estamos estudiando, que permitan la modificaciéon génica de estas bacterias.

A menudo, la infeccién por fagos cambia el comportamiento de su huésped, sin embargo desconocemos como dichos
fagos ejercen estos efectos. Entre nuestros objetivos se encuentra el intentar averiguar el funcionamiento de estos
mecanismos, usando como sistemas modelos dos fagos.

Figura 1. Efecto inhibitorio de la proteina Rok_LS20, expresado a
partir de pLS20, sobre la competencia de B. subtilis. Las células com-
petentes son de color verde debido a la expresién de la proteina fluo-
rescente verde, cuyo gen esta controlado por un promotor especifico
de la ruta de competencia. Las membranas se han tefido rojo. La
cepa contiene una copia del gen rokLS20, del plasmido pLS20, bajo
control de un promotor inducible por IPTG. Ay B. Células sin y con
induccién de la expresion de Rok-LS20.

Figure 1. Inhibitory effect of pLS20-encoded protein Rok-LS20
on competence of B. subtilis. Competent cells are green due to
expression of the green fluorescent protein engineered to be under
the control of specific competence promoter. Membranes are stained
red. The strain contains a copy of the pLS20-located gene rokLS20
under the control of an IPTG-inducible promoter. A and B. Cells
without and with induction of Rok-LS20.
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Research summary

Mobile genetic elements (MGE), e.g. phages, plasmids, transposons and ICEs, can be transferred horizontally between
cells affecting the genetic make-up and hence the behaviour of bacteria. Accordingly, horizontal gene transfer (HGT)
has a crucial role in microbial evolution and has important implications in a myriad of environmental and public-health
problems. For instance, HGT is mainly responsible for the emergence and dispersion of antibiotic resistance.

Little is known, especially in Gram-positive bacteria, about the transcriptional regulation of mobility genes or how MGE
affects its host. A better understanding of these issues is warranted to face important threats, like antibiotic resistance.
We study these issues using as host Bacillus subtilis and we limit the MGE to plasmids and phages.

We use B. subtilis because (i) it is probably the best studied Gram-positive bacterium; (ii) it is non-pathogenic; (iii) it
is easy amenable to genetic manipulation; and (iv) B. subtilis is related to pathogenic/fastidious bacteria like Bacillus
anthracis, B. cereus and, although more distantly, to Listeria monocytogenes. So far, no sequence of conjugative
B. subtilis plasmids was known. We have now sequenced and annotated the two large B. subtilis plasmids and are
functionally analyzing them with the major aims to get insight in regulation of the mobility genes and effect on their host.

Many Gram positive bacteria with industrial or scientific importance are reluctant to genetic manipulation. Our goal is to
construct versatile vectors allowing easy genetic manipulation of such bacteria based on the conjugation systems we
study. For this we study several additional aspects of the conjugative plasmids.

Upon infection, phages often drastically alter the behaviour of B. subtilis. However, neither sequence nor mechanistic
information of how these phages exert their effects is known. We are attempting to understand the mechanism
underlying these alterations using two temperate phages as model systems.
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Figura 2. Mapa genético del plasmido conjugativo pLS20 de B. subtilis.

Figure 2. Genetic map of B. subtilis conjugative plasmid pLS20.
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Resumen de investigacion

Actualmente, el tratamiento de la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) se basa en la
utilizacién de farmacos que bloguean diversas etapas de su ciclo vital. Los inhibidores de la retrotranscriptasa (RT)
constituyen la base de los tratamientos actuales mas utilizados y eficaces. La RT del VIH-1 es la enzima responsable
de la replicacion de su ARN gendmico. El VIH-1 tiene una elevada tasa de mutacion (~10“ a 10-° mutaciones por nu-
cledtido y ciclo de replicacion), lo que favorece la aparicion de cepas resistentes y el consiguiente fracaso terapéutico.
La RT contribuye a la enorme variabilidad del VIH debido a que se trata de una polimerasa de ADN que carece de
actividad correctora de errores.

Nuestros esfuerzos en los Ultimos afios se han dirigido hacia la consecucion de dos objetivos importantes: (1) entender
el papel que juegan distintos aminoacidos en la especificidad de nucledtido y en la fidelidad de copia de la enzima;
y (2) determinar cuales son los mecanismos moleculares implicados en resistencia a inhibidores de la RT. En el la-
boratorio hemos caracterizado combinaciones de mutaciones poco comunes y que aparecen en pacientes que han
sido tratados con multiples farmacos inhibidores de la RT, y hemos identificado el mecanismo por el que mutaciones
secundarias contribuyen a la seleccion de cepas resistentes a diversos tratamientos.

Por otro lado, se han obtenido variantes de la RT derivadas de aislados del VIH-1 de grupo O, que presentan elevada
estabilidad térmica y actividad a altas temperaturas. Estas polimerasas pueden ser utiles en biologia molecular para
estudios de expresién génica. Proyectos futuros incluyen estudios de otras RTs de retrovirus y polimerasas virales,
analisis de posibles interacciones entre RT y proteinas virales o de la célula hospedadora e investigaciones sobre
mecanismos celulares de defensa innata frente a la infeccién por el VIH.
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Figura 1. Estructura cristalogréfica de la retrotranscriptasa del VIH-1 unida a un com-
plejo molde-iniciador de ADN/ADN y dTTP, en la que se muestra el residuo Arg?* (es-
feras moradas) en el subdominio “thumb” de la subunidad p66 (Betancor et al., 2012.
Retrovirology 9: 68).

Figure 1. Crystal structure of HIV-1 reverse transcriptase complexed with a DNA/DNA
template-primer and dTTP, showing the location of Arg?®* (purple spheres) in the thumb
subdomain of p66 (Betancor et al., 2012. Retrovirology 9: 68).

Figura 2. Deteccion de mutantes utilizando el ensayo de fidelidad basado en la expre-
sion de lacZa en M13mp2. Se ilustra la identificacion de placas azul claro o incoloras,
portadoras de mutaciones introducidas en la reaccién de sintesis catalizada por polime-
rasas de ADN (RTs purificadas).

Figure 2. Detection of mutants with the M13mp2 lacZa forward mutation assay.
Identification of light blue/colorless plaques harboring mutations introduced in the DNA
polymerization reaction, carried out with purified RT.
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Research summary

Current therapies against human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) infection are based on the use of antiretroviral
drugs targeting different steps of the viral life cycle. HIV-1 reverse transcriptase (RT) inhibitors constitute the backbone of
the most popular and effective treatments. The HIV-1 RT is the enzyme responsible for the replication of the viral genome,
composed of two copies of single-stranded RNA. HIV-1 has a high mutation rate (~10-10° mutations per nucleotide and
cycle of replication) that favors the emergence of drug-resistant strains and eventually leads to therapy failure. The RT
contributes to the enormous variability of HIV-1 because the RT is a DNA polymerase lacking proof-reading activity.

During the last few years our efforts have been directed towards: (1) understanding the role of different amino acids in
the nucleotide specificity of the enzyme, as well as in its fidelity of DNA synthesis; and (2) the elucidation of molecular
mechanisms involved in RT inhibitor resistance. In our laboratory, we have characterized complex mutational patterns
that appear in heavily-treated patients that do not respond to antiretroviral therapy. We have also identified mechanisms
by which secondary mutations contribute to the selection of drug-resistant strains during treatment with frequently used
combinations of RT inhibitors.

On a different project, we have described RT variants derived from an HIV-1 group O strain that show increased
thermal stability and retain polymerase activity at temperatures above 50°C. Some of these engineered RTs are active
at high temperatures and show remarkable fidelity of DNA synthesis. The characterized RTs are being developed into
useful tools to study gene expression. Future projects include the characterization of other retroviral RTs and viral
polymerases, studies on the interaction of between the HIV-1 RT and viral and host proteins, and research on innate
intracellular blocks to HIV infection.
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Resumen de investigacion

Durante la fase temprana de la infeccién con el virus de la peste porcina africana (VPPA), hemos observado una rup-
tura de la organizacién nuclear, que incluye un aumento en la fosforilacién de la lamina A/C, seguido por ruptura de la
red de lamina préxima a los sitios donde el genoma viral inicia su replicacién en el nucleo, y una redistribucion de otras
proteinas nucleares, tales como la RNA polimerasa Il, el marcador SC-35 de sitios de “splicing” y el marcador nucleolar
B-23. Estos resultados, junto con la defosforilacion y degradacién subsiguiente de la RNA polimerasa I, sugieren la
existencia de mecanismos sofisticados que acttian para regular la maquinaria nuclear durante la infeccion viral.

Hemos desentrafiado el mecanismo de regulacion redox de la proteasa del VPPA que cataliza el procesamiento de
las poliproteinas virales, que es esencial para la maduracion de la particula viral. Mediante mutaciones sistematicas a
serina de las cisteinas de la proteasa y analisis protedmico identificamos dos puentes disulfuro intramoleculares que
son esenciales para la funcion de la proteasa. Ademas, la cisteina catalitica es susceptible a oxidacion irreversible
a acidos sulfinico y sulfénico, con pérdida de actividad. La presencia de formas oxidadas y reducidas de la proteasa
en células infectadas sugiere que estos mecanismos redox pueden operar regulando la actividad de la proteasa viral
durante el ciclo infectivo.

Nuestros estudios sobre la morfogénesis del virus muestran que es posible generar recombinantes del VPPA deficien-
tes en replicacion mediante la expresion inducible de ciertos genes requeridos para el ensamblaje del virus y encapsi-
dacion del genoma, lo que abre la posibilidad de su uso para el desarrollo de vacunas contra la peste porcina africana,
situando genes virales bajo el control de un promotor inducible.

Figura 1. Redistribucién de marcadores nucleares de transcripcién durante la infeccion con VPPA. Deteccion intranuclear de sitios de “spli-
cing” (SC-35) y de la RNA pol Il en células Vero no infectadas (NI) o infectadas (4-12 hpi).

Figure 1. Redistribution of transcriptionally related nuclear markers during ASFV infection. Intranuclear detection of splicing speckles (SC-35)
and RNA Pol Il in Vero cells uninfected (NI) and infected (4-12 hpi) with ASFV.
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Research summary

During the initial phase of African swine fever virus (ASFV) infection, we have observed a disruption of nuclear
organization, including an increment of lamin A/C phosphorylation, followed by the disassembling of the lamina network
close to the sites where the viral genome starts its replication in the nucleus, and a redistribution of other nuclear
proteins, such as the RNA polymerase Il, the SC-35 marker of splicing sites and the nucleolar B-23 marker. These
findings, together with the dephosphorylation and subsequent degradation of RNA polymerase Il, suggest the existence
of sophisticated mechanisms to regulate the nuclear machinery during infection.

We have unraveled the mechanism of redox regulation of the ASFV protease that catalyzes the processing of the viral
polyproteins, which is essential for virus maturation. By carrying out systematic mutations to serine of the protease
cysteines and by performing a proteomic analysis we identified two intramolecular disulfide bonds that are essential
for protease function. Furthermore, the catalytic cysteine is prone to irreversible oxidation to sulfinic and sulfonic acids,
with loss of activity. The presence of oxidized and reduced forms of the protease in infected cells suggests that these
redox mechanisms may operate regulating the activity of the viral protease during the infective cycle.

Our studies on virus morphogenesis show that it is possible to produce replication deficient ASFV strains by the
conditional expression of certain genes required for virus assembly and genome encapsidation, opening the possibility
of their use for the development of vaccines against African swine fever, by placing viral genes under the control of an
inducible promoter.
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Figura 2. Regulacién redox de la proteasa que procesa las poliproteinas del VPPA. Dos puentes disulfuro

intramoleculares controlan la actividad de la proteasa.

Figure 2. Redox regulation of the ASFV polyprotein processing protease. Two intramolecular disulfide bonds

control the activity of the protease.
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Resumen de investigacion

El virus de la fiebre aftosa (VFA) constituye un interesante modelo, de gran importancia econémica, para entender
como las interacciones entre un virus con gran capacidad de variacion y sus diferentes hospedadores naturales con-
dicionan el control de la enfermedad que produce. Se trabaja en el desarrollo de nuevas vacunas marcadoras frente
al VFA que induzcan respuestas humorales y celulares protectoras - empleando como principal modelo un importante
hospedador natural del VFA: el cerdo - y en el analisis de su inmunogenicidad. Algunas de estas estrategias estan
siendo empleadas para el desarrollo de nuevas vacunas frente a otra importante enfermedad viral animal, la peste
porcina clasica (PPC). Se trabaja, también, en el analisis funcional de distintas proteinas virales en la internalizacion,
el ciclo de multiplicacion y la patogénesis molecular del VFA 'y de otros virus que causan enfermedades vesiculares
similares, como el virus de la enfermedad vesicular del cerdo (VEVC) y el virus de la estomatitis vesicular (VSV),
tanto en cultivos celulares como en modelos animales. Se presta especial atencion a la implicacion de proteinas no
estructurales en la virulencia y el rango de hospedador virales, mediante el estudio de sus interacciones con diferentes
componentes celulares. Se esta llevando también un estudio de las implicaciones funcionales de regiones no codifi-
cantes del ARN viral, entre otras su capacidad para inducir respuestas inmunes innatas y su uso potencial, fuera del
contexto del RNA viral, como elementos antivirales e inmunomoduladores. Ademas de informacion basica sobre el
ciclo de multiplicacion de estos virus, los resultados obtenidos estan siendo empleados para la identificacion de dianas
antivirales y determinantes de atenuacion viral, asi como para el desarrollo de nuevas estrategias vacunales y antivira-
les. Como parte de estos estudios se esta caracterizando la capacidad del acido valproico para inhibir la multiplicacion
de diferentes virus con envoltura. Parte de este trabajo ha sido desarrollado en las instalaciones BSL3 del CISA-INIA.

Figura 1. Representacion de una subunidad pentamérica de la capsida del Figura 2. Modelado molecular del dimero establecido entre la region NH2-terminal de dos
VFA mostrando la posicién de mutaciones que incrementan (rojo) o redu- moléculas de la proteina 3A del VFA. Se indican los residuos cuya contribucion a la dime-
cen (azul) la sensibilidad frente a pH acido de la particula viral. VP1 verde, rizacién, mediante la estabilizacion de la interfaz hidrofébica que media esta interaccion,
VP2 en magenta, VP3 en cian. ha sido comprobada experimentalmente.

Figure 1. Diagram showing a FMDV pentameric capsid subunit, including Figure 2. Structural model for the dimer established between the N-ter of two FMDV 3A
mutations that increase (red) or reduce (blue) the acidic pH sensitivity of proteins. Residues participating in the hydrophobic interface, whose contribution to dimer
viral particle. VP1 green, VP2 magenta, VP3 cian. stability has been experimentally tested, are indicated.
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Research summary

Foot-and-mouth disease virus (FMDV) is one of the major concerns for animal health. It is also an interesting model
system for understanding the interactions of a highly variable virus and its natural hosts and the implications of these
interactions on disease control. We are working in the development of new FMDV marker vaccines that can induce
protective humoral and cellular immune responses, using the pig, an important natural host, as an animal model.
Some of these strategies are also being applied to the development of new vaccines against classical swine fever
(CSF). We are also analyzing the functional role of FMDV proteins on the internalization, the replication cycle and
the mechanisms mediating the pathogenesis of FMDV and other related viruses causing vesicular diseases, such
as swine vesicular disease virus (SVDV), and vesicular stomatitis virus (VSV) in cultured cells and in animal models.
Special attention is being paid to the functional implications of non-structural proteins, like those from the FMDV 3AB
region, in virus virulence and host range. A parallel study of the functional implications of non-coding RNA regions is
also being conducted, in particular their capacity to elicit innate immune responses and their potential use as antiviral
and immunomodulatory elements after delivery as synthetic RNA transcripts. Besides providing basic information on
the multiplication cycle of these viruses, the results obtained are being used for the identification of antiviral targets,
attenuation determinants as well as the design of new vaccine strategies. As part of these studies, we are characterizing
the inhibitory effect of valproic acid on the multiplication of enveloped viruses. Part of the work has been performed in
the BSL3 facilities at CISA-INIA.
_______________________________________________________________________________________________________________________________________________|

Publicaciones / Publications

Monsé, M., Tarradas, J., de la Torre, B.G., Sobrino, F., Ganges, L.,
and Andreu, D. (2011) Peptide vaccine candidates against classical
swine fever virus: T cell and neutralizing antibody responses of den-
drimers displaying E2 and NS2-3 epitopes. J. Pept. Sci. 17, 24-31.

Vazquez-Calvo, A., Saiz, J.C., Sobrino, F., and Martin-Acebes, M.A.
(2011) Inhibition of enveloped virus infection of cultured cells by val-
proic acid. J. Virol. 85, 1267-1274.

Martin-Acebes, M., Vazquez-Calvo, A, Rincén, V., Mateu; M.G., Sobrino,
F. (2011) A single amino acid substitution in the capsid of foot-and-mouth
disease virus can increase acid resistance. J. Virol. 85, 2733-2740.

Ganges, L., Borrego, B., Fernandez-Pacheco, P., Revilla, C., Domin-
guez-Juncal, J., Fernandez-Borges, N., Sobrino, F., and Rodriguez,
F. (2011) DNA immunization of pigs with foot-and mouth disease virus
minigenes: from partial protection to disease exacerbation. Virus Res.
157, 121-125.

Tarradas, J., Monsé, M., Mufioz, M., Rosel, R., Fraile, L., Mora, M.,
Mufioz, I., Andreu, D., Sobrino, F. and Ganges, L. (2011) Partial pro-
tection against classical swine fever virus elicited by dendrimeric
vaccine-candidate peptide in domestic pigs. Vaccine 29, 4422-4429.

Rodriguez-Pulido, M., Borrego, B., Sobrino, F. and Saiz, M. (2011)
RNA structural domains in non-coding regions of foot-and-mouth di-
sease virus genome trigger innate immunity in porcine cells and mice.
J. Virol. 85, 6492-6501.

Tarradas, J., Alvarez, B., Fraile, L., Rosell, R., Mufioz, M., Galindo-
Cardiel, L., Domingo, M., Dominguez, J:, Ezquerra, A., Sobrino, F. and
Ganges, L. (2011) Adjuvant effect of swine ccl20 chemokine in DNA
vaccination against CSFV. Vet. Immunol. Immunopathol. 142, 243-251.

Borrego, B., Argilaguet, J.M., Pérez-Martin, E., Pérez-Filgueira, M.,
Escribano, J.M., Sobrino. F., and Rodriguez, F. (2011) A DNA vacci-
ne encoding foot-and-mouth disease virus epitopes targeted to class
Il swine leukocyte antigens can protect pigs against viral challenge.
Antiviral Res. 92, 359-63.

Rodriguez-Pulido, M., Sobrino, F., Borrego, B. and Saiz.M. (2011)
Inoculation of newborn mice with non-coding regions of foot-and-
mouth disease virus RNA can induce a rapid, solid and wide-range
protection against viral infection. Antiviral Res. 92, 500-504.

Martin-Acebes, M.A., Vazquez-Calvo, A., Gonzalez-Magaldi, M. and
Sobrino, F. (2011) Foot-and-mouth disease virus particles inactivated
with binary ethylenimine are efficiently internalized into cultured cells.
Vaccine. 29, 9655-9662.

Cubillos, C., Avalos, |., de la Torre, B., Barcena, J., Andreu, D., So-
brino, F. and Blanco, E. (2012) Inclusion of a specific T cell epitope
increases the protection conferred against foot-and-mouth disease
virus in pigs by a linear peptide containing an immunodominant B cell
site. Virology J. 9, 66.

Vézquez-Calvo, A., Saiz, J.C., McCullough, K, Sobrino, F. and Martin-
Acebes, M.A. (2012) Acid-dependant virus entry. Virus Res. 167, 125-137.

Fajardo, T., Rosas M.F., Sobrino, F. and Martinez-Salas, E. (2012)
Exploring IRES region accessibility by interference of foot-and-mouth
disease virus infectivity. PLoS ONE, 7(7): e41382. doi:10.1371/jour-
nal.pone.0041382.

Gonzalez-Magaldi, M., Postigo, R., de la Torre, B.G., Vieira, Y.A.,
Lépez-Vinas, E., Gomez-Puertas, P., Andreu, D., Kremer, L., Rosas,
M. F. and Sobrino, F. (2012) Mutations that hamper dimerization of
foot-and-mouth disease virus 3A protein are detrimental for infectivity.
J. Virol. 86, 11013-11023.

Vazquez-Calvo,A., Caridi, F., Rodriguez-Pulido, M., Borrego, B.,
Saiz, F, Sobrino, F. and Martin-Acebes, M.A. (2012) Modulation of
foot-and-mouth disease virus pH threshold for uncoating correlates
with differential sensitivity to inhibition of cellular Rab GTPases and
decreases infectivity in vivo. J. Gen. Virol. 93:2382-2386.

Véazquez-Calvo, A., Sobrino, F., and Martin-Acebes. M.A. (2012) A
role for plasma membrane phosphatidylinositol 4, 5 bisphosphate
in the internalization of foot-and-mouth disease virus and vesicu-
lar stomatitis virus. PLoS ONE, 7(9): e45172. doi:10.1371/journal.
pone.0045172.

Tarradas, J., Monsé, M., Fraile, L., de la Torre, B.G., Muioz, M.,
Rosel, R., Riquelme, C., Pérez, L.J., Nofrarias, M., Domingo. M.,
Sobrino, F., Andreu, D. and Ganges, L. (2012) A cell epitope on NS3
non-structural protein enhances the B and T cell responses elicited by
dendrimeric constructions against CSFV in domestic pigs. Vet Immu-
nol. Immunopathol. 150: 36—46.

Rodriguez-Pulido, M., Martin-Acebes, M-A., Escribano-Romero,
E., Blazquez A.B., Sobrino, F., Borrego, B., Saiz, M., and Saiz, J.C.
(2012) Full protection against West Nile virus (WNV) infection in mice
after inoculation with type |- inducing RNA transcripts. PLoS ONE
7(11): e49494.

Patentes / Patents

A. Vazquez, F. Sobrino, M.A. Martin y J.C. Saiz. Uso del &cido valproico
como antiviral contra virus con envoltura. P 200602142. Espafia (29 de
marzo 2010). CSIC-INIA.

M. Saiz, F. Sobrino, B. Borrego, M. Rodriguez, J.C. Saiz y M.A Mar-
tin. Uso de una regién no codificante del genoma del virus de la fiebre
aftosa para la elaboracion de un medicamento antiviral.P201130445.
Espafia (25 de marzo 2011). PCT solicitada el 25/3/2012 (PCT ES
2012/070198). CSIC-INIA.

C. Cubillo, E. Blanco, J. Barcena, F. Sobrino y D. Andreu. Peptide vacci-
nes for the prevention of foot-and-mouth disease. P8244EP00. Patente
Europea (2 de marzo de 2012). UPF, CSIC, INIA.

Tesis doctorales / Doctoral theses

Maria Teresa Sanchez Aparicio (2010). Estudio de proteinas no
estructurales del virus de la fiebre aftosa: andlisis funcionales y
aplicacion al diagnostico viral. Universidad Auténoma de Madrid.
Directores: M.F. Rosas y F. Sobrino.

Monica Gonzalez Magaldi (2012). Caracterizacion de la proteina 3A
del virus de la fiebre aftosa. Estudio de su dimerizacion, capacidad de
unién a membranas y dindmica celular. Director: F. sobrino.

Angela Vazquez Calvo (2012). Estudio de los requerimientos
para la entrada del virus de la fiebre aftosa en cultivos celulares
y caracterizaciéon de acido valproico como compuesto antiviral.
Universidad Auténoma de Madrid. Directores: M.A. Martin Acebes y
F. Sobrino (CBMSO).

83



VIROLOGIAY MICROBIOLOGIA /VIROLOGYAND MICROBIOLOGY

Estructura del mRNA 'y control traduccional en sistemas bioldgicos
mRNA structure and translational control in Biological Systems

Jefe de Linea / Group Leader:
Ivan Ventoso

Postdoctorales /
Postdoctoral Fellows:
René Toribio

Estudiantes /
Undergraduate Students:
Irene Diaz

Resumen de investigacion

Nuestra linea de investigacion se consolidé como independiente en 2011, y desde entonces hemos profundizado en
los aspectos estructurales, funcionales y evolutivos de la traduccidn en sistemas eucariéticos durante la respuesta
al estrés. La inactivacion transitoria del factor de traduccién elF2 por fosforilacion juega un papel fundamental en la
remodelacion traduccional en respuesta al estrés, bloqueando la traduccion de la mayoria de los mRNA celulares y
activando al mismo tiempo la traduccion de una grupo de mRNAs implicados en la respuesta al estrés. Existe una
importante conexion entre la respuesta al estrés y la respuesta antiviral en mamiferos, de modo que muchos virus
han desarrollado estrategias traduccionales para superar esta respuesta y colonizar nuevos hospedadores. En el
laboratorio estudiamos la traduccion de los mMRNAs de algunos arbovirus de los géneros Alphavirus y Flavivirus como
modelos bioldgicos de interaccion parasito-hospedador, y con la intencion de identificar los elementos estructurales en
los mMRNA que promueven la traduccion independiente del factor elF2. Nuestras principales aportaciones en los dos
ultimos afos han sido:

1) La descripcion cualitativa y cuantitativa de la remodelacion traduccional en células humanas y murinas en repuesta
al estrés de reticulo endoplasmico (UPR), identificando mas de 300 mRNAs cuya traduccion se activa por la fosfori-
lacion de elF2.

2) Hemos propuesto un escenario evolutivo que describe molecularmente como los Alphavirus (ej. Sindbis) pudieron
adaptar la traduccién de sus mMRNA durante la colonizacién de hospedadores vertebrados en el pasado.

3) Estamos describiendo un mecanismo de iniciacion de la traduccion no candnico que opera en ciertos mRNA virales
(Alphavirus y Flavivirus), y probablemente en algunos mRNA celulares (ej. ATF-4) implicados en la respuesta al estrés.
Este tipo de iniciacidn requiere la accion de estructuras de RNA de tipo stem-loop (DLP) situadas por detras del codon
de iniciacion en el mRNA.

Figura 1. Remodelacién del traductoma de células de
ratén en respuesta al estrés. El plot muestra el cam-
bio en la eficiencia traduccional de 10.000 mRNA tras
el tratamiento con thapsigargin (estrés de reticulo) de
células NIH3T3. También se muestra la traduccion de
mRNA representativos (ACTB, HSPAS5 y ATF-4).

Figure 1. Stress-induced remodeling of mouse
translatome. The plot shows the change in translation
efficiencies of 10.000 mRNAs after thapsigargin
treatment (RE stress) of NIH3T3 cells. Translation
changes of representative mRNAs (ACTB, HSPAS5 and
ATF-4) are shown.
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Research summary

Working as an independent group since 2011, we are trying to describe the main structural, functional and evolutionary
aspects of translation in eukaryotic systems under stress. The transient inactivation of translation factor elF2 by
phosphorylation plays a central role in translation remodeling, by blocking protein synthesis of most mRNAs and by
promoting at the same time the translation of a subset of mRNA involved in stress response. An interesting connection
between stress and antiviral responses has been found in mammals, so that many viruses have developed translational
tricks to overcome the host response necessary for colonization and spreading. We study the translation of viral mMRNA
from the genus Alphavirus and Flavivirus as biological models of parasite-host interaction, trying to identify those
structural elements in the mRNA that promote an elF2-independent translation and escape to host response. Our main
contributions during the last two years were:

1. We have described the translation remodeling in human and murine cells after endoplasmic reticulum stress (UPR).
We have identified more than 300 mRNA whose translation was activated by elF2 phosphorylation. Gene ontology
analysis revealed that this group of mRNA is highly enriched in early response transcription factors (IEGs).

2. We have proposed an evolutionary scenario to explain in molecular terms how Alphaviruses could have adapted
translation of their mRNA during the colonization of vertebrate hosts in the past.

3. By combining structural, functional and computational analysis, we are describing a non canonical mechanism of
translation initiation that operates in some viral (Alphavirus and Flavivirus) and perhaps in some cellular mRNA (e.g
ATF-4) involved in stress response. This mode of initiation requires the presence of RNA structures (DLP) located
downstream the initiation codon.
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Figura 2. Un posible escenario evolutivo para explicar
la historia natural de los Alphavirus. Asumiendo un an-
cestro que replicaba sélo en insectos, la adquisicion de
las estructuras DLP en los mRNA virales pudo permitir
el salto y la colonizacién de nuevos hospedadores ver-
tebrados.

Figure 2. An evolutionary scenario for the natural
history of Alphavirus is proposed. Assuming an
ancestor that only replicated in insects, the acquisition
of DLP structures in viral mMRNAs may have allowed the
colonization of new vertebrate host and the subsequent
spreading of these viruses worldwide.
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Resumen de investigacion

Los factores de transcripcion son proteinas capaces de unir AND y regular la transcripcion de genes subsidiarios.
Histéricamente han sido considerados como claves durante el desarrollo en Drosophila melanogaster ya que estan
situados en la parte alta de las cascadas de regulacion génica. Su funcién es unirse al ADN en regiones promotoras y/o
enhancers para facilitar o reprimir la transcripcion de sus genes diana durante el desarrollo. Nosotros hemos centrado
nuestros estudios en dos tipos de factores de transcripcion: los de la familia Hox-TALE homothorax (hth)/extradenticle
(exd) y los de la familia Pax eyegone (eyg)/twin of eyegone (toe).

Se trata de genes con un alto grado de conservacién en el Reino Animal y con multiples funciones descritas tanto
en Drosophila como en vertebrados. Hace unos afos describimos por primera vez una funcién inesperada de hth
uniéndose a secuencias satélites y facilitando su transcripcion durante el desarrollo embrionario temprano en Droso-
phila. Esta transcripcion es necesaria para el correcto ensamblaje de la heterocromatina constitutiva que forma los
centrémeros y teldmeros. En ausencia de hth las primeras divisiones sincitiales ocurren de manera aberrante. Hemos
podido también demostrar que Eyg/Toe, factores que actuan siempre como represores transcripcionales, reprimen a
su gen diana wingless (wg) durante el desarrollo del ojo formando una estructura heterocromatica cerrada en el enha-
cer especifico de ojo.

En vertebrados ha sido descrito en los Ultimos meses que los genes de la familia Pax son capaces también de unirse a
secuencias satélites para regular su transcripcién. Estos descubrimientos abren un campo inesperado de actuacién de
factores de transcripcion durante el desarrollo que vas mucho mas alla de la simple regulacidon génica conocida hasta
ahora y que nosotros estamos estudiando en detalle a nivel molecular y celular.
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Research summary

Transcription factors are known to be proteins capable of binding to the DNA to regulate the transcription of downstream
genes. They have been considered to be key players in the development of Drosophila melanogaster, as they act
upstream of many gene regulatory cascades. They function by binding to the DNA in promotors and/or enhancers
activating or repressing their target genes. For many years, we have focused our attention in two different types
of transcription factors: the Hox-TALE family of proteins Homothorax (hth)/Extradenticle (exd) and the Pax family of
proteins Eyegone (eyg)/Twin of eyegone (toe).

Both have homologs along the Animal Kingdom and many different functions have been described for them in Drosophila
as well as in vertebrates. Some years ago we described for the first time an unexpected role for hth during the early
pre-blastodermic divisions in Drosophila. We were able to show that Hth binds to satellite sequences facilitating their
transcription. This transcription is essential for constitutive heterochromatin formation, that is, for correct assembly of
centromeres and telomeres. In the absence of Hth, the rapid syncytial divisions do not occur properly. We were also
able to show that Eyg/Toe, known transcriptional repressors during Drosophila development, regulate their target gene
wingless (wg) by forming a closed heterochromatin like structure in its eye-enhancer. In the past months it has been
shown that many Pax family members are able to bind to satellite sequences in mouse culture cells. All together this
results open new and exciting avenues in the mode of action of transcription factors during development that we are
currently investigating at the cellular and molecular level.

Publicaciones / Publications

Salvany, L., Requena, D., and Azpiazu, N. (2012). Functional asso-
ciation between Eyegone and HP1a mediates wingless transcriptio-
nal repression during development. Mol Cell Biol 32:2407-2415.

Figura 1. Embrion temprano de Drosophila. a-b) Tincién con
anti-HP1 (rojo) y topro3 (azul) para marcar los ntcleos. c-d)
Tincion con anti-PH3 (verde) y topro3 (azul). a, ¢) Embrién
silvestre. Los nucleos se dividen sincrénicamente. b, d) Em-
brién mutante para eyegone. Hay una clara asincronia en las
divisiones tempranas.

Figure 1. Early Drosophila embryo. a-b) Staining with anti-
HP1 (red) and topro3 (blue) to visualize the nuclei. c-d)
Staining with anti-PH3 (green) and topro3 (blue). a, c) Wild
type embryo. The nuclei divide synchronously. b, d) eyegone
mutant embryo. The early divisions occur asynchronously.
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Resumen de investigacion

El tamario final de los organismos pluricelulares depende en gran medida del nimero de células que los constituyen.
Para ello es fundamental regular de forma precisa el proceso de division celular durante el desarrollo. Durante el de-
sarrollo de Drosophila se conocen distintas rutas de sefializacion que estan mediando esta regulacién. Cambios en la
actividad de estas rutas alteran los parametros normales de divisiéon. La mayoria de los miembros de estas rutas de
sefalizacion se han conservado evolutivamente y juegan una importante funcion en el control de la proliferacion en
distintos organismos, incluidos los humanos. En humanos la alteracion de la actividad de alguna de estas rutas estan
relacionadas con el desarrollo de tumores.

El objetivo principal de nuestro grupo es el comprender como distintas rutas de sefializacion controlan la progresion
del ciclo celular y la divisidn celular a través de la regulacion transcripcional y/o actividad de distintos factores de trans-
cripcion durante el desarrollo de Drosophila. Esperamos que los conocimientos adquiridos nos sirvan para establecer
modelos generales de como rutas inter-celulares controlan la divisién y que estos modelos puedan ser extrapolados
a vertebrados.

Nuestros resultados indican algunas de las funciones en el control de la proliferacién reguladas por rutas de sefali-
zacion inter-celular estan siendo mediadas por la familia de factores de transcripcion de las bHLH. Parte de nuestro
proyecto es establecer los mecanismos moleculares por lo que estos factores controlan la progresién del ciclo celular.

Otro problema en el cual estamos interesados es el de definir los mecanismos celulares y moleculares que operan
durante la regeneracion. Este proyecto tiene importantes implicaciones tanto desde el punto de vista de biologia del
desarrollo, como para establecer nuevas bases que ayuden a desarrollar nuevas estrategias terapéuticas en medicina
regenerativa. Para ello, hemos desarrollado un nuevo modelo que nos permite estudiar la regeneracién en condiciones
fisiolégicas. Utilizando este método esperamos aprovechar todas las técnicas genéticas que existen en Drosophila y
poder ayudar a definir que mecanismos genéticos regulan la regeneracion.
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Research summary

The final size of multicellular organisms largely depends on the control of cell divisionregulate by different intercellular
signals during the development. Several signalling pathways have been involved in this regulation during Drosophila
development. Changes in the normal function of these signals cause variation in the normal parameters of cell
proliferation. Interestingly, the members of most of these signalling pathways have been well conserved throughout
evolution and play an important role in control of cell proliferation in a wide range of organisms, including human.
Alterations in the activity of some of the human homologues of members of these signalling pathways are implicated
in many cancers.

The overall goals of my group are to understand how signalling pathways control cell proliferation through the regulation
of the activity and/or expression of different transcription factor during Drosophila development; to use this knowledge
to gain insight into the general mechanisms by which extrinsic signals regulate cell division.

Our results suggest that the transcriptional repressors of the Helix-loop-Helix (HLH) family play a critical role mediating
the control of cell proliferation by different signalling pathways. We are interesting in to study the molecular mechanisms
by which this family of proteins control normal and abnormal cell cycle progression.

Other problem in which we are interested is to understand how organ regeneration is controlled. The importance
of understanding how this occurs has significance at different levels. One issue is to learn more about the normal
mechanism that operate during development. Other important point is that the knowledge that we can gain about
the general mechanisms that regulate regeneration may help to develop new therapeutic approach in regenerative
medicine. We have developed a new method to remove a part of the wing imaginal disc inside the larva. Using this
method, we can study the process of regeneration in its normal developmental context. Moreover, we can analyse the
adult pattern of the regenerating structure and we can take advantage of all the genetic tools available in Drosophila.
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San Juan, B.P., Andrade-Zapata, |., and Baonza, A. (2012) The bHL-
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Figura 1. Patron de divisién celular de un disco imaginal de ala en el que hemos expresado de forma ectopica en el dominio patch Gal-4 una
serina-Treoninaquinasa que induce proliferacion. En Rojo el marcador mitético PH3, en verde el marcador de actina, faloidina y en azul la expre-
sioén de GFP marca las células del dominio de expresion de patch.

Figure 1. Pattern of cell proliferation of an imaginal wing discs over-expressing under the regulation of patch-Gal4 a serine/threonine Kinase that
induces an excess of cell proliferation. In red the mitotic marker Phospho-Histone3, in green the actine marker phalloidin and in blue are shown
the cells that express GFP in the domain of expression of patch.
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Resumen de investigacion

Nuestra investigacion pretende definir los mecanismos que controlan el desarrollo del sistema nervioso de los verte-
brados, centrandose en el sistema visual y en aquellos aspectos que puedan ayudar a determinar las causas de mal-
formaciones congénitas del ojo o que estan relacionadas con el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas. En
estos dos afios nuestros esfuerzos se han dirigido principalmente a definir las redes transcripcionales responsables
de la regionalizacion del prosencéfalo. Varios factores de transcripcion fundamentales para la especificacion del ojo
se expresan en todo el prosencéfalo, indicando que deben existir mecanismos que permitan diversificar sus funciones
en cada region del prosencéfalo. Utilizando un enfoque multidisciplinario en pez medaka y enfocandonos en Six3,
un factor que se expresa en todo el prosencéfalo anterior, hemos demostrado que estos mecanismos incluyen unos
niveles de expresion distintos entre los dominios prosencefalicos y la integracion de Six3 en diferentes redes trans-
cripcionales. Por otro lado, en colaboracion con otros grupos del CBMSO, hemos analizado el papel de las “Secreted
Frizzled Related Proteins” durante el desarrollo del ojo en ratén. Estas proteinas actian como inhibidores de la via de
sefalizacion de Wnt. Sin embargo, hemos demostrado que la actividad conjunta de dos miembros de la familia, Sfrp1
y Sfrp2, es responsable de la especificacion de la parte periférica del ojo y del control de la neurogénesis de la retina
central utilizando dos mecanismos distintos. En la retina periférica, Sfrp1/Sfrp2 facilitan la difusion de los ligandos Wnt,
actuando asi como moduladores positivos de la via canonica de Wnt. En la retina central, en cambio, modulan nega-
tivamente ADAM10, una metaloproteasa implicada en la activacion de la via de sefializacion de Notch, fundamental
en la neurogénesis de la retina. Ademas, en un proyecto de colaboracién con otros miembros del CIBERER hemos
analizado los mecanismos responsables de una patologia neurodegenerativa, la enfermedad de Lafora.

Figura 1. Imagen compuesta de una seccion de ojo de un embrién de Figura 2. Embrién de pez medaka de estadio 21 hibridado in toto
ratén en el cual la lente ha sido substituida por la imagen de un disco con marcadores especificos de retina (rojo) y de telencefalo (marrén).

imaginal de una ala de Drosophila.
Figure 2. Double staining of St21 medaka-fish embryo hybridised in

Figure 1. Montage of a cryostat section from an E13.5 mouse eye, toto with retinal (red) and telencephalic (brown) specific markers.
in which the lens has been substitutes with the image of a Drosophila
wing imaginal disc.
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Research summary

Our research aims at defining the molecular mechanisms that control the early development of the vertebrate nervous
system, mostly focusing on the visual system. We are particularly interested in those aspects that may help pinpointing
the causes of congenital eye malformations or in those related to the onset of neurodegenerative diseases. During
these two years we have dedicated our effort to establish the transcriptional scaffold required for forebrain specification.
Many regulators of eye development are expressed throughout the forebrain, raising the question of how is their activity
diversified to lead to different patterning outcomes. Using multidisciplinary approaches in medaka fish, we have shown
that graded expression levels and integration in different transcriptional networks are key mechanisms by which a
transcription factor important in forebrain specification, Six3, differentially contributes to forebrain patterning. On the
other hand in collaboration with other researchers of the CBMSO, we have analysed the role of Secreted Frizzled
Related Proteins during mouse eye development. Sfrps are well-accepted Wnt signalling inhibitors. However, our
work has demonstrated that the combined activity of two members of the family, Sfrp1 and Sfrp2, is involved in both
the specification of the retinal periphery and the neurogenesis of the central retina with two different mechanisms of
action. In the retinal periphery, Sfrp1 and Sfrp2 favour the diffusion of Wnt ligands acting as positive modulators of Wnt
canonical signalling. In the central retina, instead, they negatively modulate ADAM10, a metalloprotease that activates
the Notch pathway, which, in turn, controls retinal neurogenesis. As part of a collaborative effort with other members of
the CIBERER, we have also analysed the molecular mechanisms responsible for the neurodegenerative events that
characterize the Lafora Disease.
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Resumen de investigacion

La investigacion que se realiza en mi laboratorio esta enfocada en el estudio de la regulacién epigenética de la ex-
presion génica mediada por microRNAs y por las proteinas de los grupos Polycomb ( PcG) y trithorax (trxG). Usamos
Drosophila como sistema modelo para entender el desarrollo normal y patolégico de los organismos.

Un estado transcripcional génico se establece bien activo o reprimido dependiendo del contexto celular, del proceso
biologico o del tiempo del desarrollo. Una vez establecidos, se deben de mantener durante la proliferacion celular para
alcanzar un desarrollo normal. Las proteinas PcG/trxG controlan la memoria transcripcional y lo hacen mediante la
compactacion de la cromatina y la modificacion de las histonas. Por otro lado, los microRNAs son también reguladores
post-transcripcionales que mediante su unién a los RNAs mensajeros diana, promueven generalmente el silenciamien-
to génico. Queremos entender como el equilibrio entre activacion y represion afecta la homeostasis de un organismo
mediante el estudio de la funcidn de los microRNAs y la relevancia de los niveles de expresion y/o de la actividad de
las proteinas PcG/trxG en el desarrollo normal y patolégico. Esto lo llevamos a cabo a través del estudio de la funcion
de estos reguladores epigenéticos en el control de la proliferacién celular, la apoptosis y la respuesta innata inmune.

Los microRNAs y las proteinas PcG/trxG estan conservadas en la evolucion, por lo que se espera que los resultados
obtenidos de nuestras investigaciones tengan un impacto directo en el entendimiento de la funciones de estos regula-
dores epigenéticos en otros organismos, incluido los humanos. Ademas nuestro estudios nos pueden llevar a un mas
profundo entendimiento de los mecanismos que controlan la génesis y la progresion de las enfermedades humanas.

Figura 1. Altos niveles de la proteina SKPA inhiben la for-
macién de las articulaciones de las patas de Drosophila
(A) Pata protoracica de una mosca wild type mostrando los
segmentos tarsales T2-T5. Indicado en el recuadro esta la
articulacion entre lo segmentos T2 y T3. (B) Pata protoraci-
ca mostrando los segmentos tarsales T2-T5 en la que se ha
sobre-expresado la proteina SKPA. Indicado en el recuadro
esta la presumptiva articulacion entre lo segmentos T2 y T3.
(C) Articulacion wild type (flecha) entre los segmentos T2 y
T3. (D) La articulacion (flecha) entre los segmentos T2 y T3
no se forma debido a los altos niveles de skpA. Los puntos
blancos indican la posicién de las quetas como referencia
para localizar las articulaciones. Las barras de calibracion
representan 30mm.

Figure 1. High levels of SKPA protein inhibit joint development.
(A) Wild type prothoracic leg showing tarsal segments T2-
T5. Indicated (square) is the joint between T2 and T3. (B)
Prothoracic leg showing tarsal segments T2-T5 where the
protein SKPA has been overexpressed. Indicated (square) is
the presumptive joint between T2 and T3. (C) Enlargement of
the T2-T3 wild type joint (arrow). (D) Enlargement of the T2-
T3 presumptive joint (arrow) not properly formed. White dots
indicate position of corresponding bristles as reference points
to locate the joints. Scale bars represent 30mm.
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Research summary

Research in my laboratory is focused on the study of the epigenetic regulation of gene expression mediated by the
Polycomb (PcG) and trithorax (trxG) groups of proteins as well as by microRNAs. We use Drosophila as a model
system to understand normal and pathological development.

Gene transcriptional states are established as either active or repressed depending on the cellular context, biological
process or developmental time. Once established, they have to be faithfully maintained throughout proliferation in
order to achieve normal development. PcG and trxG proteins control the transcriptional memory and they do so by
compacting chromatin and by modification of histones. Moreover, microRNAs are also post-transcriptional regulators
that bind to their mRNAs targets usually resulting in gene silencing. We aim to understand how activation and repression
affects the homeostasis of an organism by studying the function of the microRNAs and the relevance of the expression
levels and/or activity of the PcG/trxG proteins in normal and pathological development. This research is done through
the study of the function of these epigenetic regulators in the control of cell proliferation, apoptosis and innate immune
response. Moreover, to gain insight into the mechanisms that provide the PcG/irxG with the characteristics of a
dynamic, reversible and adaptable control system, we also study to what external cues and signals the microRNAs and
the PcG/irxG system responds.

As the microRNAs and the PcG/trxG proteins are highly conserved throughout the animal kingdom, it is expected that
our research should yield results that directly impact on the understanding of the function of these proteins in other
organisms, including humans. Morever, deciphering the role(s) of miRNAs and PcG/trxG may lead to a more profound
understanding of the mechanisms controlling the genesis and progression of human diseases.
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Resumen de investigacion

Los genes del complejo Iroquois (iro) de Drosophila, araucan, caupolican y mirror codifican factores de transcripcion
altamente relacionados que desempefian numerosas funciones durante la organogénesis. Mediante la generacion de
nuevos mutantes iro hemos determinado que sus funciones no son totalmente redundantes. Asi, araucan y caupolican,
pero no mirror, definen el destino de musculo latero-transverso en el embridon mientras que sélo mirror interviene en la
especificacion del eje dorso-ventral embrionario. Por el contrario, los tres genes iro actian como supresores de tumo-
res modulando la progresion del ciclo celular a nivel del paso G1- S. Asimismo, hemos demostrado que el ligamiento,
evolutivamente conservado, de los genes iro (Irx en vertebrados) con el gen sowah (funcionalmente no relacionado)
se debe a la presencia en los intrones de sowah de enhancers que controlan la expresion de araucan y caupolican. La
actuacioén de éstos y otros enhancers sobre mirror estaria impedida por secuencias aisladoras que estamos analizan-
do (Figura 1). Por otro lado, hemos iniciado la caracterizacion de la red de regulacion génica de la que forman parte
los genes iro identificando dos de sus genes diana.

La polarizacién apico-basal de las células epiteliales se requiere para el desarrollo y funcionamiento de numerosos
organos. Recientemente hemos demostrado como el determinante apical Crumbs contribuye a la formacion de las
traqueas. Por otro lado, pérdida de polaridad e hiperproliferacion son rasgos tipicos de células tumorales. Las células
epiteliales mutantes para crumbs o para la proteina quinasa C atipica (DaPKC) muestran esas dos caracteristicas.
Por ello, para determinar la relacién causal entre falta de polaridad e hiperproliferacion, estamos estudiando qué vias
de sefalizacion se encuentran desreguladas en dichos mutantes. Hemos observado que las vias de Hippo y Notch se
encuentran afectadas (Figura 2), en este ultimo caso asociado a un defectuoso trafico intracelular del receptor Notch.

Figura 1. Modelo de la regulacion en cis del Complejo Iroquois. EI DNA gendmico del Complejo Iroquois alberga secuencias enhancer (barras rojas y verdes) que diri-
gen la expresion de genes marcadores en diversas regiones del disco imaginal de ala. Dichos enhancers controlarian la expresion de los genes araucan y caupolican
mientras que elementos aisladores (linea vertical gris) impedirian su actuacioén sobre el promotor de mirror.

Figure 1. Model for the cis-regulation of the Iroquois Complex. The genomic DNA of the Iroquois Complex harbours enhancer sequences (red and green bars) that
drive expression of reporter genes in several domains of the wing imaginal disc. These enhancers should control expression of araucan and caupolican while insulator
elements (grey bar) would prevent their action on the mirror promoter.
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Research summary

The Iroquois (iro) complex genes araucan, caupolican and mirror, encode highly related transcription factors that play
a plethora of functions during organogenensis. By means of the generation of novel iro mutants, we have determined
that their functions are not totally redundant. Thus, araucan and caupolican, but not mirror, define the lateral transverse
muscle fate in the embryo while only mirror is involved in the specification of the dorso-ventral embryonic axis.
Conversely, the three iro genes act as tumour suppressor modulating cell cycle progression at the level of the G1 to S
transition. In addition, we have shown that the linkage, evolutionarily conserved, of iro genes (Irx in vertebrates) with
the functionally unrelated sowah gene is due to the presence at sowah introns of enhancers that drive expression
of araucan and caupolican. Action of these and other iro enhancers over mirror should be precluded by insulator
sequences that we are in the process of studying (Figure 1). On the other hand, we have initiated the characterization
of the iro gene regulatory network having identified two of their target genes.

Apico-basal polarity of the epithelial cells is required for development and function of numerous organs. We have
recently shown how the apical determinant Crumbs contributes to trachea formation. On the other hand, loss of polarity
and hyper proliferation are two hallmarks of tumour cells. Epithelial cells mutant for crumbs or the atypical protein
kinase C (DaPKC) display these two traits. Thus, to investigate the causal relationship between loss of cell polarity and
uncontrolled proliferation, we are studying which signalling pathways are deregulated in those mutant conditions. We
have observed malfunction of the Hippo and Notch signalling pathways (Figure 2), in the latter case in association with
a defective intracellular trafficking of the Notch receptor.
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Figura 2. Modulacién de la actividad de la via de Notch por DaPKC. La falta
de funcién de DaPKC en el epitelio folicular impide el correcto funcionamiento
de la via de Notch (A, B). En el disco de ala, se observa un incremento en la
actividad de la via de Notch asociado a la activacion constitutiva de DaPKC (C,
D, el territorio donde se expresa DaPKC constitutivamente activa esta marcado
con GFP). La actividad de la via de Notch se determiné por la expresion de sus
genes diana hnty E(spl)mp. Ooc, oocito; wt, epitelio folicular de tipo silvestre.
DaPKC, epitelio folicular mutante para DaPKC.

Figure 2. Modulation of the activity of the Notch signalling pathway by Da-
PKC. DaPKC loss of function in the follicular epithelium prevents adequate
Notch pathway activity (A, B). In the wing disc, enhanced activity of the Notch
pathway was found associated with constitutive activation of DaPKC (C, D,
the domain where constitutively active DaPKC is expressed is GFP labelled).
Activity of the Notch pathway was monitored by expression of its target genes
hnt and E(spl)mp. Ooc, oocyte; wt, wild type follicular epithelium.

DaPKC, follicular epithelium devoid of DaPKC.

97



DESARROLLOYDIFERENCIACION/DEVELOPMENTANDDIFFERENTIATION

Plasticidad Celular en Desarrollo y Cancer
Cellular Plasticity in Development and Cancer

Jefe de Linea / Group Leader:
César Cobaleda Hernandez

Postdoctorales /
Postdoctoral Fellows:
Juan de Dios Hourcade Bueno

Predoctorales / Graduate Students:
Elena Campos Sanchez

Estudiantes /
Undergraduate Students:
Amparo Toboso Navasa

Resumen de investigacién

En nuestro grupo estudiamos la plasticidad celular dentro del sistema hematopoyético y su modulacién en condiciones
fisiologicas (desarrollo normal) y patoldgicas (cancer y sindromes del desarrollo), usando modelos de raton modifica-
dos genéticamente en los que regulamos los niveles y las ventanas celulares de expresion de genes modificadores
epigenéticos y factores de transcripcion, normales u oncogénicos.

En humanos, en general, el oncogén responsable del origen tumoral esta presente en todas las células del tumor. La
hipotesis de las células madre tumorales (el hecho de que el cancer pueda ser un tejido jerarquizado mantenido por
células madre malignas) sugiere la posibilidad de que la informacion genética responsable del tumor sélo necesite
estar realmente en dichas células madre tumorales. Hemos generado modelos animales de tumores hematopoyéticos
como el mieloma multiple o los linfomas, cuya caracterizacién nos ha permitido demostrar que se puede inducir el
desarrollo tumoral en ratones restringiendo la expresién oncogénica (p.ej, del oncogén MafB) exclusivamente a las
células madre iniciadoras del tumor. EI mieloma multiple es una neoplasia caracterizada por la proliferacién clonal de
células plasmaticas malignas, y tan s6lo una minoria de los pacientes es curada con las terapias actuales. Tradicio-
nalmente se ha asumido que el mieloma se originaba en células diferenciadas. Nuestros datos constituyen la primera
evidencia de la generacion de mieloma como consecuencia de un mecanismo similar al de la reprogramacion celular,
y desafian el modelo de funcién de los oncogenes en el cancer que se aceptaba hasta ahora, pues suponen la primera
demostracién practica de que el mieloma se organiza jerarquicamente como un tejido. Esto explica las recaidas de
los pacientes, e indica que las dianas para destruir las células que mantienen el cancer no pueden ser identificadas
estudiando las células tumorales diferenciadas (aunque sean éstas las que compongan la mayor parte del tumor).

Figura 1. Lesiones osteoliticas, tipicas del mieloma mul-
tiple humano, en ratones transgénicos Sca1-MafB (de
Vicente-Duenfias et al., 2012).

Figure 1. Lytic bone lesions, characteristic of human

multiple myeloma, in Sca1-MafB transgenic mice (from
Vicente-Duerias et al., 2012).
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Research summary

Research in our group is focused on the study of cellular plasticity in the hematopoietic system and how it is controlled
both in pathological conditions (cancer and developmental syndromes) and in normal development. As experimental tool
we use genetically engineered mouse models in which we modify the levels and windows of expression of transcription
factors and epigenetic regulators, either normal or oncogenic.

In humans, in general, the oncogene responsible for the tumoral origin is present also in all the tumoral cells. The
cancer stem cell model (postulating that cancer is a hierarchically organized tissue maintained by malignant cancer
stem cells), however, suggests the possibility that the genetic information responsible for tumor generation might only
be needed at the level of these cancer stem cells. We have generated mouse models of hematopoietic neoplasms like
multiple myeloma or lymphomas, and their characterization has allowed us to prove that it is indeed possible to induce
tumor development in the mouse by restricting oncogene expression (e.g. the MafB oncogene) to the stem/progenitor
cells responsible for tumor origin and maintenance. Multiple myeloma is an incurable neoplasm characterized by the
accumulation of malignant clonal plasma cells, and only a minority of patients can be cured with current therapies.
Traditionally, it has been assumed that myeloma was originated from differentiated cells. Our data provide the first
evidence showing the generation of myeloma by a mechanism similar to reprogramming to pluripotency, and they
challenge the currently accepted mode of action of oncogenes in cancer, since they are the first practical demonstration
showing that myeloma is hierarchically organized as a tissue. This explains patients’ relapses and indicates that the
targets to destroy the cancer-maintaining cells cannot be identified by studying differentiated tumor cells (even if these
are the most abundant cells in the tumor).
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Figura 2. La expresion ectopica de MafB reprograma las células madre hacia
células tumorales. (A) Desarrollo linfoide normal. (B) Actualmente se acepta que
el efecto oncogénico de MafB ocurre en células diferenciadas. La naturaleza de
la célula de origen del mieloma es desconocida. (C) La expresion stem de MafB
causa cambios epigenéticos latentes que desempefiaran su funcién en la dife-
renciacion terminal, llevando a la aparicion de las células plasmaticas tumorales.
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Fernando Abollo Jiménez (2011). Identificacion y caracterizacién
funcional de nuevos factores de transcripcion implicados en la pro-
gresién leucémica y la hematopoyesis. Universidad de Salamanca.
Directores: César Cobaleda Hernandez e Isidro Sanchez Garcia.

Figure 2. Ectopic expression of MafB reprogrammes stem cells into tumor plasma cells.
(A) Normal lymphoid development. (B) Currently, MafB oncogenic effects are thought to
occur in differentiated cells. The nature of the myeloma cell-of-origin is unknown. (C)
Stem expression of MafB causes latent epigenetic changes that will become active at
the terminal differentiation, leading to the appearance of tumor plasma cells.
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Resumen de investigacion

El ala de Drosophila se origina a partir de un epitelio (disco imaginal de ala) cuyo crecimiento y diferenciacion depende
de la actividad de rutas de sefializacion y factores de transcripcion conservados en diferentes organismos. El objetivo
de nuestra linea es caracterizar la contribucion de diferentes rutas de sefializacién celular al desarrollo del disco ima-
ginal de ala. Mediante mutagénesis de falta y ganancia de funcién hemos identificado y caracterizado las funciones
de los genes gmd, MAP4K3, kurtz, kismet y spalt. Los analisis funcionales que realizamos consisten en estudiar los
efectos de la falta de funcion de estos genes, sus patrones de expresién mediante hibridacion in situ, y la localizacion
sub-celular de las proteinas correspondientes. Nuestros estudios han permitido definir su participacién en las rutas de
sefalizacion de Notch (gmd), Insulina (MAP4K3), Hedgehog (kurtz y kismet) y TGFb (spalt).

El analisis llevado a cabo en Drosophila permitira el estudio de estos genes en otros organismos donde sus funciones
podrian estar relacionadas con el desarrollo normal y la aparicién de enfermedades de origen genético. Nuestra linea
incluye también a dos contratados del programa Ramén y Cajal, Dr. Carlos Estella y Dra. Cristina Grande, que disfru-
tan de proyectos independientes y cuyas lineas de investigacion consisten en el estudio de la formacion del patrén de
los apéndices de Drosophila (Dr. Carlos Estella), y el estudio de la evolucién de los planes corporales en organismos
bilaterales (Dra. Cristina Grande).

Figura 1. (A) Ala silvestre de Drosophila melanogaster
(izquierda) y dominios de activacién en el disco imagi-
nal de ala (en rojo) de las rutas de sefializacién Notch
(Notch), Hedgehog (Hh), Epidermal growth factor recep-
tor (EGFR), Wingless/Wnt (Wg) y Decapentaplegic/BMP
(Dpp). (B) Fenotipo de alas en las que se ha manipulado
la actividad de las rutas de sefalizacion Insulina (InR/
Tor), Notch (Notch), Hedgehog (Hh) y Epidermal growth
factor receptor (EGFR), bien por activacion (columna
“Pathway activation”) o por inhibicién (columna “Pathway
inhibition”). (C) Fenotipo de alas en las que se ha mani-
pulado la actividad de las rutas de sefializacion Wingless
(Wg), decapentaplegic/BMP (dpp/BMP), Transforming
growth factor b (TGFb) y Salvador/Warts/Hippo (SWH),
bien por activacién (columna “Pathway activation”) o por
inhibicion (columna “Pathway inhibition”).

Figure 1. (A) Drosophila melanogaster wild type wing
(left) and domains of activation in the wing disc (red) of
the Notch (Notch), Hedgehog (Hh), Epidermal growth
factor receptor (EGFR), Wingless/Wnt (Wg) and Deca-
pentaplegic/BMP (Dpp) signalling pathways. (B) Wing
phenotypes resulting from manipulations in the activity
of the Insulin (InR/Tor), Notch (Notch), Hedgehog (Hh)
and Epidermal growth factor receptor (EGFR) signalling
pathways, either by activation (column “Pathway activa-
tion”) or by inhibition (column “Pathway inhibition”). (C)
Wing phenotypes resulting from manipulations in the ac-
tivity of the Wingless (Wg), decapentaplegic/BMP (dpp/
BMP), Transforming growth factor b (TGFb) and Salva-
dor/Warts/Hippo (SWH) signalling pathways, either by
activation (column “Pathway activation”) or by inhibition
(column “Pathway inhibition”).
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Research summary

The Drosophila wing originates from an epithelial tissue (wing imaginal disc), which growth and differentiation depends
on the activity of conserved signalling pathways and transcription factors. The main focus of our work is to characterise
the contribution of signalling pathways to the regulation of imaginal wing disc development. Through loss- and
gain-of-function genetic screens, we identified the genes gmd, MAP4K3, kurtz, kismet and spalt, and subsequently
characterised their requirements during wing development. The functional analysis we carried out consisted in the
generation and analysis of loss-of-function conditions, the analysis of expression patterns using in situ hybridisation,
and the determination of the sub-cellular localisation of the corresponding proteins. Our studies have established the
participation of these genes in the signalling pathways Notch (gmd), Insulin (Map4K3), Hedgehog (kurtz and kismet)
and TGFb (spalt).

We expect that the analysis in Drosophila will uncover conserved aspects of the function of these genes, which would
be relevant for normal development in vertebrates and might be related with the outcome of several human genetic
disorders. Our laboratory also host two Ramon y Cajal contracts, Dr. Carlos Estella y Dra. Cristina Grande. They
undertake independent projects related to pattern formation in Drosophila appendages (Dr. Carlos Estella) and body
plan evolution in bilateral organisms (Dra. Cristina Grande).
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Resumen de investigacion

Nuestro grupo estudia los mecanismos de sefializacion celular que controlan destinos celulares durante el desarrollo. Las
moléculas de secrecion perteneciente a las familias de TGF-beta, Wnt y Hedgehog (Hh) actian como morfégenos duran-
te el desarrollo en muchos contextos celulares, es decir, emanan desde focos localizados y forman gradientes de sefia-
lizacion celular dependiente de concentracion. En los ultimos afios hemos dedicado una mayor atencién al mecanismo
de secrecion y distribucion extracelular de Hh. La proteina Hh esta modificada por lipidos (colesterol y acido palmitico) y
sin embargo, sefaliza a largo alcance, teniendo que existir un mecanismo celular que permite su liberacion y movimiento
a través del medio extracelular. El andlisis funcional de varias proteinas que estan implicadas en estos procesos, como
son Dispatched, Ihog, Boi, los glipicanos y Shifted/DmWif-1, sugiere que Hh se libera fundamentalmente a través de la
membrana basolateral de los epitelios polarizados, previo a un proceso de reciclaje desde la parte apical a la basolateral
(Fig. 1). Actualmente estamos investigando, a nivel celular, bioquimico y de analisis de imagen in vivo, la hipétesis de que
Hh se libere en exovesiculas unidas a unas extensiones celulares denominadas “citonemas” (Fig. 2).

Durante la morfogénesis, las células producen y experimentan fuerzas que generan movimiento y deformaciones para
dar lugar las formas caracteristicas de cada 6rgano. Estas actividades son el resultado de la interaccion entre procesos
bioguimicos y mecanicos. El grupo de Nicole Gorfinkiel estudia el Cierre Dorsal, un proceso morfogenético que ocurre
durante el desarrollo embrionario de Drosophila. El Cierre Dorsal constituye un poderoso sistema modelo para explicar
como tiene lugar el cierre del tubo neural y la cicatrizacion en vertebrados. En estos estudios se utiliza una combinacion
de microscopia in vivo, andlisis cuantitativo del comportamiento molecular y celular y de generacion de modelos biofisi-
cos tanto en embriones silvestres como en embriones perturbados mediante métodos genéticos y mecanicos.

Figura 1. Modelo del procesamiento y liberacion de Hh.

A) En las células productoras Hh se procesa, se modifica por lipidos
y se externaliza a través de la membrana apical (bolas rojas). B) Hh
posteriormente se endocita en las mismas células. En el comparti-
mento endocitico Hh probablemente interacciona con Dispatched
(linea discontinua azul), DIp, Dally, Boi (Ifondo amarillo) y con Ihog
(linea verde). Hh se transporta a la membrana basolateral dentro
decuerpos multivesiculares. C) Los cuerpos multivesiculares que
contienen Hh se fusionan con la membrana plasmatica basolateral
para liberar los exosomes y formando a su vez extensiones celu-
lares o “citonemas”. Posteriormente Hh se transporta desde estas
células a las células receptoras en exosomas y unidos a citonemas.

Figure 1. Model for processing and release Hh.

A) In the producing cells Hh is translated, cleavage, lipid modified
and externalized (red beads). B) Hh is then internalized and sorted
to endosomes and to the apical recycling endosomes. In this
process Hh probably interacts with Disp (blue discontinue line),
Dlip, Dally, Boi (yellow background), and lhog (green line). Hhis
then transported to the basolateral membrane probably within
multivesicular endosomes. C) These multivesicular endosomes
fuse their membranes with the basolateral plasma membrane
to form the cytonemes and release exovesicles. Hh is then
transported in exovesicles to its target cells along cytonemes.

102



CBMSO 2011-2012

Research summary

Secreted signaling molecules of the TGF-beta, Wnt, and Hedgehog (Hh) families have been shown to play essential roles
in cell fate specification during development. In many developmental contexts, they act as morphogens that emanate
from localized sources and form extracellular gradients, which differentially regulate cell fates in a concentration-
dependent manner. Our group is studying the function of these morphogens during Drosophila development with
higher input in the molecular and cellular mechanisms of Hh signaling. Hh is a molecule highly modified by lipids,
which confer to Hh a high affinity for cell membranes. Despite these modifications, Hh protein can signal to cells
distant from the source of its production. Presently, we are analyzing how Hh is released and transported through the
extracellular matrix. The functional analysis of several proteins with a possible function in this process, such as lhog,
Boi, Dispatched, glypicans, and Shifted/DmWif, suggest that Hh is release through the basolateral side of polarized
epithelia, with a previous recycling process from apical tobasolateral (Fig. 1). We are now working on the hipétesis that
Hh is then transported in exovesicles attached to cellular extensions called “citonemas” (Fig. 2).

During development, cells organize themselves to give rise to the characteristic 3D shapes of organs and organisms.
In these morphogenetic processes, cells exert and respond to forces from their surroundings to generate motion and
deformations. These activities result from a tight interplay between mechanics and biochemistry. To tackle this problem,
Nicole Gorfinkiel’ group studies Dorsal Closure, a morphogenetic process during Drosophila embryogenesis, which is a
model system for neural tube closure and wound healing in vertebrates. Using a combination of live imaging, quantitative
analysis of molecular, and cellular behavior and biophysical modeling in wild type, as well as genetically and mechanically
perturbed embryos Nicole Gorfinkiel’ group aims to understand how molecular dynamics generates tissue movements.
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Figura 2. Coexpresion de lhog-RFP y Hh-GFP
en el epitelio del disco imaginal de ala. Se
puede observar que en el disco imaginal de ala,
Hh forma parte de exovesiculas y de extensio-
nes celulares o filopodios, tambien denominados
“citonemas”.

Figure 2. Ihog-RFP and Hh-GFP protein ex-
pression in the wing imaginal disc epithelium.
Note that Hh-GFP is located in filopodia exten-
sions, also called “cytonemes”, and exovesicles
in the wing imaginal disc.
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Resumen de investigacion

Durante el desarrollo del sistema nervioso central de Drosophila, las células progenitoras neuronales, los neuroblastos,
se dividen asimétricamente para generar neuronas y auto-regenerarse. En este proceso los neuroblastos atraviesan
una serie de ventanas temporales que definen el destino de las distintas neuronas que se generan. Estas ventanas
temporales estan definidas por la expresion temporal de un conjunto de factores de transcripcion. Al mismo tiempo, la
expresion de los genes HOX, a lo largo del eje anteroposterior del embrion, genera diversidad en los diferentes seg-
mentos. Nuestro objetivo es entender los mecanismos por los que los genes Hox y los factores temporal interaccionan
para definir el cédigo combinatorial de factores de transcripcion que especifica el destino de las diferentes neuronas.
Nuestro sistema modelo es dos conjuntos de neuronas que se caracterizan por la expresion de los neuropéptidos
Leucoquinina y CCAP (Figura 1).

Al final de la neurogénesis embrionaria, los neuroblastos, bien mueren por apoptosis o entran en quiescencia. Mas
tarde en el desarrollo, en estadios larvarios, los neuroblastos reanudan la proliferacion y generan, en un segunda
neurogénesis, el sistema nervioso del adulto. Poco se sabe acerca de los mecanismos que controlan la entrada en
quiescencia y el mantenimiento del destino celular durante la quiescencia (Figura 2). En los segmentos abdominales
so6lo 3 de los 30 neuroblastos presentes en cada hemisegmento experimentan quiescencia, el resto muere por apop-
tosis. Hemos elegido los neuroblastos abdominales como sistema modelo para estudiar en primer lugar, como estos
dos destinos estan regulados genéticamente y en segundo lugar, cuales son los cambios celulares que implican la
entrada en quiescencia.

Figura 1. Patrén de expresion de los péptidos Leukoquinina y
CCAP en el sistema nervioso central de Drosophila.

Figure 1. Pattern of expresién of Leukoquinin and CCAP in
the Drosophila central nervous system.
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Research summary

During the development of the Drosophila central nervous system neural stem cells, neuroblasts, divide asymmetrically
to generate neurons and self-regenerate. In this process neuroblasts go through a series of temporal windows that define
the fate of distinct neurons. These temporal windows are defined by the temporal expression of a set of transcription
factors. Simultaneously, the expression of the HOX genes, along the anterior posterior axis of the embryo, generates
diversity in the different segments. Our goal is to understand the mechanisms by which the HOX genes and the
temporal factors interplay to define the combinatorial code of transcription factors that specify the fate of the different
neurons. Our model systems are two sets of neurons characterized by the expression of neuropeptides Leucokinin and
CCAP (Figure 1).

At the end of the embryonic neurogenesis, neuroblasts either die by apoptosis or enter quiescence. Later in larval
stages, neuroblasts resume proliferation and generate, in a second neurogenesis, the adult nervous system. Little is
known about the mechanisms controlling entry into quiescence and maintenance of cell fate during quiescence. In
abdominal segments only 3 out of 30 neuroblasts per hemisegment undergo quiescence, the rest die by apoptosis.
We chose abdominal neuroblasts as model system to study first, how these two fates are genetically regulated, and
secondly, which are the cellular changes involving the entry into a quiescence stage.
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Figura 2. A la entrada en quiescencia los neuroblastos sufren un marcado cambio de forma,
aqui detectado por inmunomarcaje en los estadios 14, 15y 16 de la embriogénesis.

Figure 2. Upon entering quiescence neuroblasts undergo marked changes in shape, here
detected by immunostaning in stages 14, 15 and 16 of embryogenesis.
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Resumen de investigacion

Como en afos anteriores la actividad del laboratorio se ha centrado en el estudio de la funcién apoptética en Droso-
phila 'y en el analisis de los mecanismos implicados en el formacién de tumores, con especial énfasis en el fendémeno
de competicion celular. Nuestros estudios sobre la respuesta apoptotica a stress han demostrado que existe un bucle
de amplificacion en la respuesta sin el cual la apoptosis se aborta y no se produce muerte celular. Hemos identificado
dos factores directamente involucrados en la amplificacion, el gen dp53 (el homologo en Drosophila de p53 en mami-
feros) y la via JNK (Jun-N Terminal Kinase). Los resultados sugieren que el modelo de apoptosis en bucle que hemos
propuesto tiene una validez general y es aplicable a la apoptosis en vertebrados.

Con respecto a los mecanismos de formacién de tumores, hemos analizado el comportamiento de células mutantes
para rab5, un gen necesario para la endocitosis y del que se sabia que sus mutaciones dan lugar a crecimientos tu-
morales. Hemos demostrado que a pesar de su potencial tumoral las células mutantes rab5 son eliminadas por com-
peticién celular, pero que cuando se agrupan en un grupo suficientemente grande (unas 500) son capaces de evadir
la competicién celular y formar un tumor neoplasico. Este fendmeno de “proteccion de grupo” es novedoso y explica
el comportamiento de varias otras mutaciones oncogénicas de Drosophila.

Finalmente, durante el periodo 2011-2012 se ha iniciado en el laboratorio una nueva linea de investigacion sobre los
mecanismos de regeneracion en los discos imaginales de Drosophila. Hemos desarrollado métodos de induccién de
muerte celular masiva y posterior regeneracion de determinados dominios del disco de ala. Los resultados indican
que la respuesta regenerativa es inmediata al dafio e implica una alteracion de la funcién de los genes responsables
del mantenimiento de la identidad celular.

Figura 1. Disco de ala de Drosophila que contiene un clon
(verde) deficiente para los genes pro-apoptéticos y que so-
breexpresa la via JNK. Las células del clon sintetizan me-
taloproteasa 1 (rojo), que degrada la matriz extracelular. Se
observan protrusiones de F-actina (azul) en la region basal de
las células.

Figure 1. Drosophila wing disc containing a marked clone
(green) deficient for the pro-apoptotic genes and over-
expressing the JNK pathway. The cells of the clone express the
metalloprotease 1, which degrades extracellular matrix. Note
the presence of F-actin protrusions (blue) at the basal region
of the cells.
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Research summary

As in previous years the work in the lab has been focused on two research lines: the analysis of apoptosis in Drosophila,
and the study of mechanisms implicated in tumour formation, with special emphasis in the role of cell competition.
Regarding the apoptosis program, we have shown that there is an amplification loop in stress-induced apoptosis. This
loop in critically required for the execution of the apoptosis program because in its absence the amount of cell death
is greatly diminished. Two key factors in the establishment of the apoptotic loop are the gene dp53 (the Drosophila
homologue of the mammalian p53) and the JNK (Jun-N Terminal Kinase) pathway. The results indicate that this model
may have a general validity and is applicable to apoptosis in vertebrates.

Regarding the mechanisms of tumour formation, we have analysed in detail the behaviour of imaginal cells mutant for
rab5, a gene required for endocytosis. Previous reports have shown that rab5 mutations are able to generate extensive
tumours in the imaginal discs. Our results indicate that in spite of their tumorigenic potential mutant rab5 cells are
eliminated by cell competition. However, when mutant cells merge in a sufficiently large group (about 500) they can
evade cell competition and form a neoplastic tumour. This “group protection” phenomenon is novel and explains the
behaviour of several oncogenic mutations in Drosophila.

Finally, during the 2011-2012 period we have initiated a new research line to study the mechanisms of regeneration
in the imaginal discs. We have developed the methods to induce massive cell death and subsequent regeneration of
distinct domains of the wing disc. The results indicate that the regenerative response is immediate to the damage and
involves an alteration in the function of the genes responsible for the maintenance of cellular identity.
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Figura 2. Disco imaginal de ala en el que las células del compartimento posterior
(parte derecha) han sufrido un tratamiento de 2 dias de induccion de apoptosis y 3
de recuperacion. Las células pertenecientes al linaje posterior estan marcadas en
amarillo, mientras que en magenta se marcan las células del compartimento anterior.
Noétese la presencia de grupos de células (asteriscos) que habiéndose originado en el
compartimento posterior ahora forman parte del compartimento anterior. Este resulta-
do sugiere que el tratamiento de ablacion provoca un colapso transitorio del borde de
compartimentos acompafiado de un cambio de identidad celular.

Figure 2. Wing imaginal disc in which posterior compartment cells (right side) have
suffered a treatment of 2 days of apoptosis induction followed by 3 days of recovery.
The cells belonging to the posterior lineage are labeled in yellow, while the anterior
compartment is labeled in magenta. Note the presence of groups of cells (asterisks)
that were originated in the posterior compartment and now belong to the anterior
compartment. This result suggests that the ablation treatment provokes a transient
collapse of the compartments boundary and a change in cell identity.

Evgeny Shlevklov (2011) Nuevos mecanismos de regulacion de la
apoptotis en Drosophila melanogaster. Universidad Auténoma de
Madrid. Director: Ginés Morata Pérez.

Javier Ménendez Gonzalez (2011) Competicion celular y desarrollo
de tumores en discos imaginales de Drosophila. Universidad
Auténoma de Madrid. Director: Ginés Morata Pérez.
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Resumen de investigacion

Las caderinas Dachsous y Fat son componentes esenciales del mecanismo de Polaridad Planar (PP) que regula el
tamafio y la forma de los drganos en los organismos multicelulares.

Utilizando como modelo la mosca Drosophila melanogaster, nuestro grupo estudia la via de Dachsous/Faty el/los
mecanismo/s de accién durante el control de la PP, la proliferacion celular y la formacion de patron.

Actualmente estamos desarrollando los siguientes proyectos:

- Caracterizacion estructural del gen dachsous. Hemos identificado nuevas isoformas de dachsous reguladas a nivel
transcripcional por elementos “enhancer” que mapean en las regiones intronicas. Para estudiar su relevancia funcional
nos proponemos: a) identificar dominios conservados en la regién citoplasmica mediante analisis bioinformatico, b)
Busqueda de proteinas que interaccionan con la region citoplasmatica.

- Funcion de Dachsous en el desarrollo del 6rgano auditivo.

Los 6rganos auditivos son estructuras mecanosensoriales especializadas que derivan de un ancestro comun. Los
genes que participan en las etapas del proceso auditivo estan también conservados evolutivamente. En Drosophila, el
organo de Johnston lleva a cabo la funcién auditiva. Nuestros datos indican que Dachsous participa en la formacién
de este 6rgano. También hemos identificado nuevos genes regulados por Dachsous que participan en este proceso.

- Analisis molecular de los homdélogos de Dachsous en vertebrados.

La funcién auditiva en vertebrados depende de la correcta organizacion de los estereocilios en el oido interno que esta
regulada por la PP. Existen tres genes similares a Dachsous: dachsous1, dachsous2 y CDH23. Estamos realizando la
caracterizacion molecular de Dachsous2. Mediante andlisis de Northern y RT-PCR encontramos diferente isoformas
que se expresan durante el desarrollo del oido interno de ratén y pollo. Estudiamos la distribucion espacio-temporal
de las distintas isoformas y su funcién durante la formacion del oido interno.

Figura 1. Expresién de Dachsous en el disco imaginal de
ojo-antena de Drosophila. Alteraciones en la antena y el
organo de Johnston en mutantes dachsous.

Figure 1. Dachsous expression in the Drosophila eye

antennal disc. Phenotypic alterations observed in adult
antenna y Johnston'’s organ of dachsous mutants.
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Research summary

The atypical cadherins Dachsous y Fat are essential components of planar cell polarity (PCP), one mechanism by which
organisms control the organ shape and size.Using Drosophila melanosgaster as animal model we study whether one
or more Dachsous/Fat molecular mechanisms are involved in the regulation of PCP, cell proliferation and patterning.

We currently have the following goals:

- Structural characterization of Dachsous gene. Using a comprehensive analysis at the molecular level we have
identified novel Dachsous transcriptional isoforms regulated by “enhancer” elements located within the intronic regions
of the gene. To study their functional relevance we will: a) identify conserved domains in the cytoplasmic region using
bioinformatic tools, b) search for proteins that interact with the cytoplasmic region.

- Function of Dachsous during the auditory organ development.

The hearing organs are specialized mechanosensory structures that derive from a common ancestor. Genes involved
in hearing are also evolutionarily conserved. In Drosophila, the Johnston’s organ holds hearing function. We showed
that Dachsous is necessary for its formation participating at different levels during this process. We are studying the
role of novel genes regulated by Dachsous.

- Molecular Analysis of the vertebrates Dachsous homologs.

In vertebrates normal hearing requires proper stereocilia organization that is coordinated by PCP. There are three genes
with similarities to Dachsous: dachsous1, dachsous2 and CDH23. We have started the molecular characterization of
Dachsous2. By RT-PCR and Northern we have identified several Dcsh2 transcriptional isoforms expressed in the
mouse cochlea. We study their spatio-temporal distribution and their role during the inner ear formation.

Figura 2. Northern blot con los nuevos transcritos de ds expresados en discos imaginales y cerebro. Esquema
con la estructura de tres isoformas Dachsous caracterizadas.

Figure 2. Northern blot showing the novel ds transcript isoforms expressed in imaginal disc and brain. Drawing
showing the structure of three Dachsous isoforms characterized.
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Resumen de investigacion

Nuestro grupo esta interesado en el estudio del desarrollo de los sistemas muscular y de filtracion en condiciones
fisiologicas y de sus alteraciones en condiciones patoldgicas, usando como modelo la mosca del vinagre Drosophila
melanogaster. Para ello nos centramos en dos objetivos principales: (1) analizar la contribucion de las diferentes po-
blaciones de mioblastos a la regulacion de las distintas etapas de la miogénesis, y (2) llevar a cabo el andlisis funcional
de los componentes del diafragma de filtracion de los nefrocitos.

Durante los dos ultimos afios hemos realizado el analisis funcional de los genes del complejo Iroquois, araucan (ara) y
caupolican (caup) en el mesodermo. Estos genes se expresan en un grupo reducido de mioblastos fundadores donde se
requieren para conferir el destino muscular Lateral Transverso. Hemos establecido que la implementacion de dicho desti-
no requiere la represion mediada por las homeoproteinas Ara y Caup de genes de identidad muscular y que la capacidad
represora de las proteinas IRO depende de la actividad de la ruta de sefializacion de Ras/MAPK. Ademas hemos seguido
avanzado en la caracterizacion funcional de varios genes especificos de mioblastos fundadores y competentes en fusion.

Asimismo, hemos mostrado que la homologia entre el diafragma de filtracion glomerular de los podocitos renales y
el diafragma de filtracion de Drosophila también se extiende a los procesos de regulaciéon por modificaciones post-
traduccionales de los principales componentes de estos complejos multiproteicos. Estamos estudiando las rutas de
sefalizacion de Duf/Sns en los nefrocitos y validando el uso de los mismos como un modelo experimental idoneo para
el estudio de distintas nefropatias.

Figura 1. Efecto del estado de activacion de la ruta de sefializacion
Ras/MAPK sobre la regulacién de slouch por Araucan/Caupolican en
los linajes musculares lateral transverso (LT) y ventral agudo (VA).

Figure 1. Effect of the activation state of the Ras/MAPK signalling
pathway on the Ara/Caup-mediated regulation of slouch in the
lateral transverse (LT) and ventral acute (VA) muscle lineages.
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Research summary

The main aim of our research group is to understand the development of the muscular and filtration systems during
normal and pathological conditions using Drosophila melanogaster as model organism. In order to achieve this goal
we have focussed our research in two main areas: (1) to study the contribution of the main myoblast populations
to the control of myogenesis, and (2) to undertake the functional analysis of the filtration diaphragm components in
nephrocytes.

During the last two years we analysed the role of the Iroquois gene complex members, araucan (ara) and caupolican
(caup) in myogenesis. Iro genes are expressed in a subset of founder myoblasts where they contribute to the acquisition
of the lateral transverse (LT) muscle fate. We demonstrated that the implementation of the LT fate requires the Ara/
Caup-mediated repression of different muscle identity genes in the respective muscle founders, and that the repressor
activity of IRO homeoproteins depends on the activity of the Ras/MAPK signalling pathway. We have also advanced in
the functional characterization of additional founder and myoblast-competent specific genes.

In addition we established that the similarities between the podocyte and the nephrocyte slit diaphragms expands to
the conservation of the regulatory mechanisms controlling the stability of the main diaphragm components. We are
studying the function of Duf and Sns signalling pathways in nephrocytes and validating the use of nephrocytes as an
experimental model to study nephropathies.

Publicaciones / Publications

Carrasco-Rando, M., Tutor, A.S., Prieto-Sanchez, S., Gonzélez-
Pérez, E., Barrios, N., Letizia, A., Martin, P., Campuzano, S. and
Ruiz-Gémez, M. (2011) Drosophila Araucan and Caupolican integrate
intrinsic and signalling inputs for the acquisition by muscle progenitors
of the lateral transverse fate. PLoS Genetics 7 (7), €1002186 (1-13).

Figura 2. La hiperactividad de la Src kinasa Src64B induce la deslocalizacién del complejo
Dumbfounded/Polychateoid de la membrana de los nefrocitos (cabeza de flecha) y la aglu-
tinacion de los mismos.

Figure 2. Hyperactivation of Src64B induces delocalization of Dumbfounded/
Polychateoid complexes from the nephrocyte membrane (arrowhead) and
nephrocyte agglutination.
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Resumen de investigacion

En los ultimos afios hemos investigado la funcién de los genes Hox en la determinacion de la forma y el tamafio de
distintos 6rganos de Drosophila. El gen Hox Abdominal-B (Abd-B) se requiere, en combinacion con cofactores como
Extradenticle y Homothorax y con la ruta de determinacion sexual, para la supresién del segmento abdominal séptimo
en los machos y para controlar el crecimiento del segmento octavo en la genitalia femenina. Estas funciones las realiza
regulando genes como extramacrochetae y spitz (ligando de la via EGFR) en el abdomen, o controlando vias de sefia-
lizacién como las de Decapentaplegic y Hippo en el disco genital. La relacion entre Abd-By sus cofactores en el desa-
rrollo de estas mismas estructuras se esta estudiando en detalle mediante el andlisis de la funcionalidad de proteinas
Abd-B mutadas en dominios conservados. El gen Abd-B se requiere asimismo para diferentes aspectos funcionales
de la genitalia del macho, y se estan analizando los mecanismos que determinan dichas funciones. Por otra parte, se
esta analizando el papel del gen Hox Ultrabithorax (Ubx) en determinar el crecimiento del tercer segmento toracico y
en definir la forma de los halterios, apéndices dorsales de este segmento. La forma globosa de estos apéndices parece
necesitar una regulacion precisa, por parte de Ubx, de la cantidad de matriz extracelular.

Otra parte de nuestra investigacion se centra en estudiar el desarrollo de las uniones entre segmentos tarsales de las pa-
tas de Drosophila, como modelo de organogénesis, y para cuya formacion se requiere la via de Notch y la muerte celular.
Hemos descubierto que un intermediario en la funcion de Notch es el gen zinc finger homeodomain-2, que también regula
la muerte celular. Igualmente se analiza el papel de la miosina, y cémo se activa, durante el desarrollo de estas uniones.

Figura 1. Parte distal de un disco imaginal de pata
de Drosophila marcado con faloidina (rojo) y Topro
(azul).

Figure 1. Distal part of a Drosophla leg imaginal disc
labelled with phalloidine (red) and Topro (blue).
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Research summary

In the past years we have studied the function of Hox genes of Drosophila in determining form and size of different
structures. The Hox gene Abdominal-B (Abd-B) is needed, along with Hox cofactors like Extradenticle and Homothorax
and the sex determination pathway, to suppress the development of the male seventh abdominal segment and
to regulate the growth of the eighth segment in the female genitalia. Abd-B controls these functions by governing
genes like extramacrochetae and spitz (a ligand of the EGFR pathway) in the male abdomen or by controlling the
Decapentaplegic and Hippo pathways in the genital disc. The relationship between Abd-B and its cofactors in the
development of these structures is being analyzed in detail by studying the function of Abd-B proteins mutated in
conserved residues and protein motifs. Abd-B is also needed for the correct formation and function of the male
genitalia and we are investigating the mechanisms required for such functions. We are also studying the role of the
Ultrabithorax (Ubx) gene in determining the growth of the third thoracic segment and in defining the shape of the
halteres, dorsal appendages of this segment. The global form of the halteres seems to require a precise control of the
amount of extracellular matrix by Ubx.

Another part of our research is focused in studying the formation of Drosophila tarsal leg joints, as an organogenesis
model, and which requires Notch activity and apoptosis. We have found out that an intermediate in the activity of Notch
is the gene zinc finger homeodomain-2, which also regulates cell death. We are also analyzing the role of myosin, and
how it is activated, in the development of these joints.

Publicaciones / Publications

de Navas, L. F., Reed, H., Akam, M., Barrio, R., Alonso, C. R. y Sanchez-
Herrero, E. (2011). Integration of RNA processing and expression level
control modulates the function of the Drosophila Hox gene Ultrabithorax
during adult development. Development 138, 107-116.

Foronda, D., Martin, P y Sanchez-Herrero, E. (2012). Drosophila Hox
and sex-determination genes control segment elimination through
EGFR and extramacrochetae activity. PLoS Genetics 8, e1002874.

Figura 2. Imagen del notum y abdomen anterior de una pupa de Dro-
sophila mostrando la expresion de hedgehog (rojo) y Ultrabithorax
(verde). Topro esta en azul.

Figure 2. Part of the notum and anterior abdomen of a Drosophila

pupa showing expression of hedgehog (red) and Ultrabithorax
(green). Topro is in blue.
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Resumen de investigacion

Nuestro interés es el estudio del mecanismo funcional, biogénesis, trafico intracelular y regulacion de los transportado-
res de glicina, GlyTs (GlyT1 y GlyT2) del SNC, proteinas de la membrana plasmatica de neuronas y astrocitos respon-
sables de la finalizacién de la transmisién glicinérgica inhibidora. Nuestra investigacion esta orientada a patologias del
SNC de mamiferos asociadas a disfunciones de las vias glicinérgicas, principalmente alteraciones neuromusculares
como la hiperplexia hereditaria humana y dolor neuropatico. Mutaciones en el gen de GlyT2 (SLC6A5) son causantes
de la hiperplexia humana y la distonia muscular congénita tipo 2 en terneros.

Mediante estudios estructurales y dinamicos utilizando modelos 3D de GlyTs, que hemos generado y validado experi-
mentalmente en colaboracion con el Dr. Antonio Morreale (Unidad de Bioinformatica del CBMSO), hemos identificado
una region en el vestibulo extracelular de GlyT2 implicada en la selectividad de cationes y en el mecanismo de aco-
plamiento del transporte de glicina.

Nos interesa el estudio del trafico intracelular de GlyT2 en la terminal sinaptica por ser un mecanismo fundamental en el
control de la actividad glicinérgica ya que proporciona una forma rapida para modular la actividad del transportador en la
superficie celular. Hemos descrito los mecanismos moleculares de endocitosis constitutiva y regulada por PKC a través de
los cuales GlyT2 recicla entre la superficie y el interior celular asi como el papel que los subdominios rafts de membrana
plasmatica y la ubiquitinacion desempefian en la internalizacion constitutiva y regulada del transportador, respectivamente.

Hemos descrito una regulacién paracrina coordinada y antagénica de la actividad de GlyT1 y GlyT2 a través de recep-
tores purinérgicos P2Y1. Este mecanismo produce un incremento de la neurotransmision glicinérgica inhibidora y una
reduccion de la neurotransmision glutamatérgica excitadora lo que podria conducir a anti-nocicepcion.

Recientemente hemos identificado una nueva mutacion dominante en el gen de GlyT2 en ocho pacientes de hiper-
plexia. La expresion heterdloga y caracterizacion de la mutacion (Y705C) nos ha permitido determinar alteraciones en
el tréfico y en las propiedades bioquimicas y de maduracién del transportador mutante.

Figura 1. Andlisis genético y estructural de la mutacion Y705C (GlyT2)
en pacientes de hiperplexia. A, Secuencias parciales del exon 15 pertene-
cientes a un individuo control y un paciente de hiperplexia, respectivamen-
te. B, Modelo molecular de GlyT2 mostrando la localizacién de la Tyr-705
en el dominio transmembrana 11 (TM11).

Figure 1. Genetic and structural analysis of theY705C (GlyT2) mutant in
hyperekplexia patiens. A, Partial sequences of exon 15 from control and
patient, respectively. B, Molecular model of GlyT2 showing the localization
of Tyr-705 in transmembrane domain 11 (TM11).

116



CBMSO 2011-2012

Research summary

Current work involves the study of functional mechanism, biogenesis, intracellular trafficking, regulation of CNS glycine
transporters, GlyTs (GlyT1 and GlyT2), plasma membrane proteins of neurons and astrocytes responsible for the
completion of glycinergic transmission. Gene deletion studies have suggested that modification of glycine transporter
activity may be beneficial in treating several human disorders, including neuromotor deficiencies (startle disease,
myoclonus), and neuropathic pain. Indeed, mutations in the gene encoding GlyT2 can cause hyperekplexia in humans
and congenital muscular dystonia type 2 in calves.

Our recent studies have contributed to the identification of a site in the extracellular vestibule of GlyT2 involved in cation
selectivity and glycine transport coupling mechanism by bioinformatics tools and directed mutagenesis (in collaboration
with Dr. Antonio Morreale (Bioinformatic Unit, CBMSO).

We are also interested in the study of GlyT2 trafficking as a fundamental mechanism in the control of glycinergic activity
as it provides a rapid manner to modulate its activity. In this regard we have defined molecular mechanisms underlying
constitutive and PKC-regulated trafficking trough GlyT2 recycles between the cell surface and the cell interior and the
role of membrane rafts and protein kinase C-dependent ubiquitination in the process.

In addition we have reported a coordinated regulation of GlyT1 and GlyT2 by P2Y1R that may result in an increase of
the inhibitory pathways over the excitatory pathways leading to anti-nociception.

We have recently identified a new dominant mutation in the GlyT2 gene in eight patients of hyperekplexia. The
heterologous expression and characterization of the mutation (Y705C) allowed us to determine changes in trafficking
and biochemical properties and maturation of the mutant transporter.

Publicaciones / Publications Tesis doctorales / Doctoral theses

Jiménez, E., Zafra, F., Pérez-Sen, R., Delicado, E.G., Miras-Portugal,
MT., Aragén, C. and Lépez-Corcuera, B. (2011). P2Y-purinergic re-
gulation of the glycine neurotransmitter transporters. J. Biol. Chem.
286, 10712-10724.

Pérez-Siles, G., Morreale, A., Leo-Macias, A., Pita, G., Ortiz, A.R.,
Aragon, C., and Lopez-Corcuera, B. (2011) Molecular basis of the
differential interaction with lithium of glycine transporters GlyT1 and
GlyT2. J. Neurochem. 118, 195-204.

de Juan-Sanz,J., Zafra, F., Lépez-Corcuera, B., and Aragén, C.
(2011) Endocytosis of the Neuronal Glycine Transporter GlyT2: Role
of Membrane Rafts and Protein Kinase C-Dependent Ubiquitination.
Traffic 12, 1850-1867.
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dasz, J., Kury, P., Bauer, I, Aragén, C., Eulenburg, V., and Hermanns,
H. (2012) Lidocaine metabolites inhibit glycine transporter 1: a novel
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Nacional de Farmacia (9 de junio de 2011).

Jaime de Juan-Sanz. Premio “Juan Abellé” (2012). Concurso cienti-
fico anual de la Real Academia Nacional de Farmacia. Regulation of
the glycinergic neurotransmission during inflammatory pain: A new
pathway in the action of Prostaglandin E2 in the spinal cord. de Juan-
Sanz, J., Nuiez, E., Lopez-Corcuera, B. and Aragon C.

Gonzalo Pérez-Siles (2011). Relacion estructura-funcion del trans-
portador neuronal de glicina GlyT2. Universidad Auténoma de Ma-
drid. Directores: Beatriz Lopez-Corcuera y Carmen Aragon.

Otras actividades / Other activities

Pertenencia al Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfer-
medades Raras (CIBERER, grupo U751) del Instituto de Salud Car-
los 11l desde 2007.

Pertenencia al Grupo de Investigacion «Implicacion de los Sistemas-
Glicinérgico y Glutamatérgico en Patologias del Sistema Nervioso
Central» (Jefe del grupo: Cecilio Giménez) perteneciente al Instituto
de Investigacion Biosanitaria IdiPAZ desde noviembre 2010.

Figura 2. Colocalizacién de GlyT2 silvestre (A) y la mutacion 4KR (sustitucion de
las cuatro lisinas del C-terminal por argininas) (B) con sintaxina 1Ay sintenina-1.
Neuronas de hipocampo de rata de 10 dias en cultivo se transfectan con GlyT2
silvestre o con la mutacion 4KR, se identifican con anticuerpos especificos y se
analizan por microscopia confocal de fluorescencia.

Figure 2. Co-localization of GlyT2 wild type (A) and mutation of the C-terminal
lysine cluster of GlyT2, 4KR (B) with syntaxin 1A and syntenin-1 in transfected
hippocampal neurons. Hippocampal neurons were transfected with wild type
GlyT2 or with the 4KR mutant at 10 DIV. The cultures were stained for GlyT2
syntaxin1A and syntenin-1 specific antibodies.
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Function of microtubular proteins in neurons
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Noemi Pallas
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Vega Garcia Escudero Técnicos de Investigacion /
Technical Assistance:
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Esther Garcia Garcia
Elena Langa Gabriel
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Postdoctorales / Postdoctoral Fellows:
Almudena Fuster

Elena Gémez de Barreda Santiago
Alberto Gomez Ramos

Diana Simén

Resumen de investigacion

En nuestro grupo tenemos como objetivos el estudio de las proteinas del citoesqueleto neuronal, denominadas como pro-
teinas asociadas a los microtubulos o MAPs. Sobre una de ellas, MAP1B, que fundamentalmente se localiza en el axon,
hemos observado que tiene también un importante papel en el desarrollo de las espinas dendriticas. Por otra parte, gran
parte de nuestro trabajo se centra en la MAP conocida como proteina tau, una proteina relacionada con la enfermedad de
Alzheimer y otras demencias (tauopatias). La proteina tau es un buen substrato para la proteina quinasa GSK3, una protei-
na también relacionada con la enfermedad de Alzheimer. Hemos publicado diferentes trabajos sobre tau y GSK3, y segui-
mos analizando un ratén transgénico condicional que sobreexpresa GSK3. Nuestros andlisis se han centrado en el estudio
de la neurogénesis, en el giro dentado, de este animal transgénico. Nuestros resultados han indicado una disminucién de
dicha neurogénesis que da lugar a una degeneracion del giro dentado. Esta degeneracion se debe a muerte celulary a la
indicada disminucién en neurogénesis. Estos problemas dan lugar a una pérdida de memoria en el ratén. Nuestros estudios
futuros buscan conocer si los problemas de memoria descritos en enfermos de Alzheimer pudieran tener un origen en una
neurogénesis deficiente en dichos pacientes.

Figura 2. Células de neuroblastoma de ratén sobrexpresando tau-GFP (verde)
y tefiidas con un anticuerpo frente a EB1 (rojo). Aunque ambas son proteinas
microtubulares, tau es una MAP clasica, que se une a lo largo de la longitud
del microtibulo, mientras que EB1 es una +TIP, que se asocia Unicamente a
los extremos “+” de microtubulos en crecimiento.

Figura 1. Neuronas granulares marcadas con un retrovirus en el giro dentado de un

ratén modelo de Alzheimer. Figure 2. Neuroblastoma cells overexpressing tau-GFP (green), stained with

anti-EB1 (red). Although both proteins interact with microtubules, tau is a clas-
Figure 1. Retrovirus labeled granule neurons in the dentate gyrus of Alzheimer disea- sical MAP that binds along the microtubule lattice, whereas EB1 is a +TIP that
se mouse model. associates with microtubule “+” ends.

118



CBMSO 2011-2012

Research summary

During years a main objective in our group has been the characterization of the function of the cytoskeletal proteins known
as microtubule associated proteins (MAPs). One of these MAPs, MAP1B, is a protein that is mainly located at the axon,
in neurons. Now, we have found that MAP1B plays an important role in the development of dendritic spines. On the other
hand, we are mainly focusing our studies on other MAP, tau protein. Tau protein appears to play a role in Alzheimer disease
and other dementias (tauopathies). Tau protein is a suitable substract for GSK3, a protein kinase also known as tau kinase
1 and that is also related to some features of Alzheimer disease. We have several works about tau and GSK3 and we have
isolated, some years ago, a transgenic mouse that overexpresses GSK3. Now, using this mouse, we have studied the
neurogenesis at the dentate gyrus. Our results have indicated a decrease in that neurogenesis, in the transgenic mouse,
that results in degeneration of dentate gyrus. This degeneration is due to cell death but also to the indicated impaired
neurogenesis. These features may be the cause of the memory deficits found in the transgenic mouse. Our actual studies
will analyze if the memory impairment found in Alzheimer disease patients are also based in a deficient neurogenesis taking

place at the dentate gyrus of the patients.

Publicaciones / Publications

Barreda, E.G. and Avila, J. (2011). Tau regulates the subcellular localization of
calmodulin. Biochem Biophys Res Commun 408, 500-504.

Blazquez-Llorca, L., Garcia-Marin, V., Merino-Serrais, P, Avila, J. and Defelipe, J.
(2011). Abnormal Tau Phosphorylation in the Thomy Excrescences of CA3 Hippo-
campal Neurons in Patients with Alzheimer’s Disease. J Alzheimers Dis 26, 683-698.

Cantero, J.L., Moreno-Lépez, B., Portillo, F., Rubio, A., Hita-Yanez, E. and Avila,
J. (2011). Role of tau protein on neocortical and hippocampal oscillatory pat-
terns. Hippocampus 21, 827-834.

Del Barrio, L., Martin-de-Saavedra, M.D., Romero, A., Parada, E., Egea, J., Avila,
J., MclIntosh, J.M., Wonnacott, S. and Lépez, M.G. (2011). Neurotoxicity induced
by okadaic acid in the human neuroblastoma SH-SY5Y line can be differentially
prevented by alpha7 and beta2* nicotinic stimulation. Toxicol Sci 123, 193-205.

Fuster-Matanzo, A., Llorens-Martin, M., de Barreda, E.G., Avila, J. and Hernan-
dez, F. (2011). Different Susceptibility to Neurodegeneration of Dorsal and Ven-
tral Hippocampal Dentate Gyrus: A Study with Transgenic Mice Overexpressing
GSK3beta. PLoS One 6, €27262.

Garcia-Ayllon, M.S., Small, D.H., Avila, J. and Saez-Valero, J. (2011). Revisiting
the Role of Acetylcholinesterase in Alzheimer’s Disease: Cross-Talk with P-tau
and beta-Amyloid. Front Mol Neurosci 4, 22.

Garcia-Escudero, V., Gargini, R., Gallego-Hernandez, M.T., Garcia-Gémez, A.,
Martin-Bermejo, M.J., Simén, D., Delicado, A., Moreno-Flores, M.T., Avila, J.
and Lim, F. (2011). A neuroregenerative human ensheathing glia cell line with
conditional rapid growth. Cell Transplant 20, 153-166.

Gomez-Sintes, R., Hemandez, F., Lucas, J.J. and Avila, J. (2011). GSK-3
Mouse Models to Study Neuronal Apoptosis and Neurodegeneration. Front Mol
Neurosci 4, 45.

Goni-Oliver, P, Avila, J. and Hernandez, F. (2011). Calpain regulates N-terminal
interaction of GSK-3beta with 14-3-3zeta, p53 and PKB but not with axin. Neu-
rochem Int 59, 97-100.

Hoglinger, G. U, et al. (2011). Identification of common variants influencing risk
of the tauopathy progressive supranuclear palsy. Nat Genet 43, 699-705.
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ture model for neurite regeneration of human spinal cord neurons. J Neurosci
Methods 201, 346-354.
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rase in FTDP-17 human tau transgenic mice. Neurobiol Aging 33, 624 €23-34.

Simén, D., Martin-Bermejo, M. J., Gallego-Hernandez, M. T., Pastrana, E.,
Garcia-Escudero, V., Garcia-Gémez, A., Lim, F., Diaz-Nido, J., Avila, J. and
Moreno-Flores, M. T. (2011). Expression of plasminogen activator inhibitor-1 by
olfactory ensheathing glia promotes axonal regeneration. Glia 59, 1458-1471.

Simén, D., Medina, M., Avila, J. and Wandosell, F. (2011). Overcoming cell dea-

th and tau phosphorylation mediated by PI3K-inhibition: a cell assay to measure
neuroprotection. CNS Neurol Disord Drug Targets 10, 208-214.

Sirerol-Piquer, M., Gémez-Ramos, P., Hernandez, F., Pérez, M., Moran, M. A.,
Fuster-Matanzo, A., Lucas, J. J., Avila, J. and Garcia-Verdugo, J. M. (2011).
GSK3beta overexpression induces neuronal death and a depletion of the neu-
rogenic niches in the dentate gyrus. Hippocampus 21, 910-922.

Tortosa, E., Montenegro-Venegas, C., Benoist, M., Hartel, S., Gonzalez-Billault,
C., Esteban, J.A. and Avila, J. (2011). Microtubule-associated protein 1B (MA-
P1B) is required for dendritic spine development and synaptic maturation. J Biol
Chem 286, 40638.
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for novel functions of tau. Biochem Soc Trans 40, 653-655.
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nandez, F. (2012). Tau Protein and Adult Hippocampal Neurogenesis. Front
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Proteostasis of tau. Tau overexpression results in its secretion via membrane
vesicles. FEBS Lett 586, 47-54.

Tesis doctorales / Doctoral theses

Elena Tortosa Binacua (2011). Estudio de la funcién de la proteina
asociada a microtubulos 1B durante el desarrollo neuronal. Universi-
dad Auténoma de Madrid. Directores: Maria del Mar Pérez, Filip Lim
y Laura Sayas.

Almudena Fuster Matanzo (2011). Estudio de la neurogénesis adulta
en un modelo murino de sobreexpresion condicional de la glucégeno
sintasa quinasa-3f. Universidad Autonoma de Madrid. Director: Félix
Hernandez.

Otras actividades / Other activities

Miembro del Comité organizador del Simposio internacional en Al-
zheimer y Parkinson (AD/PD), Barcelona 2011.

Organizacion del congreso internacional en el afio internacional del
Alzheimer: “Global Alzheimer’s Research Summit”, Madrid 2011.
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Jefe de Linea / Group Leader:
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Postdoctoral Fellows:

Gloria Maria Palomo Carrasco
Sara Pérez Luz

Frida Loria Salinas

Becarios Predoctorales /
Graduate Students:

Yurika Maria Katsu Jiménez
Daniel Oberdoerfer

Jara Moreno Lorite

Resumen de investigacion

Nuestro grupo investiga, en el contexto de las enfermedades neurodegenerativas, los procesos de disfuncion y muerte de las
neuronas para encontrar vias de estimulacion de la supervivencia y reparacion neuronales, con vistas a su posible aplicacion
terapéutica. En particular, nos hemos enfocado en la ataxia de Friedreich, enfermedad neurogenética causada por un déficit
de frataxina, una proteina mitocondrial codificada en el genoma nuclear. La ataxia de Friedreich es una enfermedad principal-
mente (aunque no exclusivamente) neurodegenerativa, de un inicio muy precoz, y puede servir como un modelo muy util para
ofras enfermedades neurodegenerativas en las que la disfuncién mitocondrial también juega un papel muy importante.

En este contexto, hemos desarrollado distintos modelos celulares neurales para estudiar los mecanismos moleculares
del proceso degenerativo disparado por la deficiencia de frataxina. Para ello hemos empleado cultivos primarios de
neuronas de raton y lineas celulares establecidas de neuroblastoma humano, asi como cultivos de células troncales
procedentes de biopsias de mucosa olfativa de donantes humanos.

Estos estudios pueden llevar a la identificacion de nuevas dianas terapéuticas y biomarcadores tanto para la ataxia
de Friedreich como para otras enfermedades neuroldgicas que cursan con disfuncién mitocondrial. Ademas, estos
modelos celulares se estan empleando para ensayar posibles estrategias terapéuticas con un énfasis en encontrar
moléculas (farmacos o genes) capaces de compensar los déficits funcionales inducidos por la deficiencia de frataxina
o bien capaces de incrementar la expresion de la frataxina de una manera eficiente.

Nuestro grupo también ha considerado una aproximacion de terapia génica para la ataxia de Friedreich introduciendo
copias correctas del gen de la frataxina mediante la administracion de vectores herpesvirales portadores del cDNA o
del “locus” gendmico completo de la frataxina. Ahora pretendemos optimizar las vias de aplicacion y distribucion de
distintos vectores virales y no-virales en el sistema espinocerebelar. Ademas, también estamos investigando la aplica-
cion de vectores portadores de otros genes neuroprotectores.

Figura 1. Localizacion mitocondrial de la frataxina expresada en
neuronas granulares de cerebelo mediante un vector lentiviral.

Figure 1. Mitochondrial localization of overexpressed frataxin in

cultured cerebellar granule neurons transduced with a lentiviral
vector.
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Research summary

Our group studies the dysfunction and death of neurons in the context of neurodegenerative diseases in order to
find ways to stimulate neuronal survival and repair, with a view to possible therapeutic applications. Within the wide
spectrum of neurodegenerative diseases, we have focused on Friedreich’s ataxia (FA), FA is a hereditary disorder
resulting from a deficiency of frataxin, which is a mitochondrial protein encoded for by the nuclear genome. FA is mainly
(but not exclusively) a neurodegenerative disease with a very early onset, and it may serve as a very useful model for
other neurodegenerative diseases in which mitochondrial dysfunction also plays a very important role.

We have developed distinct neural cell models to study the molecular mechanisms underlying the degenerative process
triggered by the frataxin deficiency. In this respect we have used primary cultures of mouse neurons and human
neuroblastoma cell lines, as well as cultured olfactory mucosa stem cells derived from biopsies from human donors.
These studies may facilitate the identification of novel therapeutic targets and biomarkers not only for FA but also
for other neurological diseases characterized by a prominent mitochondrial dysfunction. These cell models are also
being used to test potential therapeutic strategies, particularly those focused on identifying molecules (drugs or genes)
capable of compensating for the functional defects induced by the loss of frataxin, or that are capable of efficiently
increasing the expression of frataxin.

Our group has also considered a gene therapy approach for Friedreich’s ataxia that involves introducing correct copies
of the frataxin gene by administering herpes virus vectors carrying the frataxin cDNA or the entire genomic frataxin
‘locus”. We are now attempting to optimize the route of administration and the delivery and distribution of both viral
and non-viral vectors in the spinocerebellar system. Furthermore, we are also investigating the possible application of
vectors that may carry other neuroprotective genes.

Publicaciones / Publications Otras actividades / Other activities

Giménez-Cassina, A., Lim, F., and Diaz-Nido, J. (2012) Chronic
inhibition of glycogen synthase kinase-3 protects against rotenone-
induced cell death in human neuron-like cells by increasing BDNF
secretion. Neurosci Lett. 531, 182-187.

Klionsky, D.J., et al. (2012) Guidelines for the use and interpretation
of assays for monitoring autophagy. Autophagy. 8, 445-544.

Simén, D., Martin-Bermejo, M.J., Gallego-Hernandez, M.T.,
Pastrana, E., Garcia-Escudero, V., Garcia-Gémez, A., Lim, F,
Diaz-Nido, J., Avila, J., and Moreno-Flores, M.T. (2011) Expression
of plasminogen activator inhibitor-1 by olfactory ensheathing glia
promotes axonal regeneration. Glia. 59, 1458-1471.

Palomo, G.M., Cerrato, T., Gargini, R., and Diaz-Nido, J. (2011)
Silencing of frataxin gene expression triggers p53-dependent apoptosis
in human neuron-like cells. Hum Mol Genet. 20, 2807-2822.

Giménez-Cassina, A., Wade-Martins, R., Gomez-Sebastian, S.,
Corona, J.C., Lim, F., and Diaz-Nido, J. (2011) Infectious delivery
and long-term persistence of transgene expression in the brain by
a 135-kb iBAC-FXN genomic DNA expression vector. Gene Ther.
18, 1015-1019.

Nuestro Grupo de Investigaciéon también forma parte (como unidad
748) del Area de Medicina Genética del Centro de Investigacién Bio-
médica en Red sobre Enfermedades Raras (CIBERER), auspiciado
por el Instituto de Salud Carlos Ill.

Mas informacion en la pagina web: http://www.ciberer.es/

Ademas de nuestra actividad investigadora, estamos fuertemente
comprometidos con la mejora e innovacion de la ensefianza/aprendi-
zaje de la Biomedicina, asi como en la difusién social de los avances
de la investigacion biomédica. Javier Diaz-Nido desarrolla labores
docentes en la Universidad Auténoma de Madrid, donde coordina el
Programa de Postgrado en Biociencias Moleculares.

Mas informacién sobre Postgrado en la pagina web: http://biocien-
cias.bg.uam.es/index.php

Our Research Group also belongs, as Unit 748, to the Genetic Medi-
cine Program of the Centre for Biomedical Research on Rare Disea-
ses (CIBERER), a network structure set up at the initiative of the “Ins-
tituto de Salud Carlos III”. More information at the web page: http://
www.ciberer.es/index.php?lang=english

In addition to our research activity, we are strongly committed with the
improvement and innovation of learning/teaching in Biomedicine as
well as in outreach and communication activities of advances in bio-
medical research. Javier Diaz-Nido is currently the Coordinator of the
Postgraduate Program in Molecular Biosciences at the “Universidad
Auténoma de Madrid”. More information on Graduate Studies at the
web page: http://biociencias.bq.uam.es/en/index.php

Figura 2. Neurona de Purkinje de cerebelo de ratén en cultivo

primario.

Figure 2. Cultured Purkinje neuron from mouse cerebellum
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Resumen de investigacion

Nuestra investigacion esté dirigida a comprender los mecanismos celulares y moleculares que operan en las redes
neuronales para modular su eficacia sinaptica. Nuestro objetivo actual es desvelar los mecanismos que utilizan las
proteinas de unién a calcio para regular la plasticidad neuronal. La actividad sinaptica desencadena oscilaciones
intracelulares de calcio que inician un numero de vias de sefializacién, muchas de ellas reguladas por la proteina
Calmodulina (CaM). A pesar de su abundancia, la disponibilidad de CaM frente sus efectores esta regulada por la
presencia de proteinas como neurogranina (Ng), que secuestra CaM en el entorno post-sinaptico. Ng es una proteina
neuronal abundante cuya capacidad de acumular CaM esta regulada por la concentracion de calcio y por fosforilacion
por proteina quinasa C. Proponemos que Ng ejerce una doble funcién: por un lado, previene la activacion de efec-
tores de CaM en respuesta a estimulos de baja intensidad y, por otro, selecciona y favorece la activacion de vias de
sefalizacion dependientes de CaM. Actualmente, estamos estudiando la regulacién de la traduccién de Ng en den-
dritas y su localizacién intracelular. Recientemente, hemos demostrado que Ng se transloca al nucleo en respuesta a
actividad sinaptica y que Ng se une especificamente a acido fosfatidico (PA), un fosfolipido que actia como molécula
sefializadora. Utilizamos cultivos de neuronas disociadas obtenidas a partir de corteza cerebral e hipocampo, junto
con técnicas de biologia celular, bioquimica, biologia molecular y microscopia avanzada.La falta de Ng esta estre-
chamente vinculada a trastornos cognitivos, alteraciones presentes en gran cantidad de enfermedades neuroldgicas,
como el hipotiroidismo o la esquizofrenia. Estamos convencidos de que Ng es una excelente diana molecular para
el disefio y desarrollo de farmacos y terapias dirigidas a mejorar las habilidades cognitivas. Un mayor conocimiento
de los mecanismos en los que intervienen las proteinas secuestradoras de CaM, promovera la aparicion de nuevos
farmacos y terapias orientadas a mejorar la calidad de vida de las personas mayores y los pacientes afectados de
enfermedades neuroldgicas.

Figura 1. Neuronas de hipocampo en cultivo
en varios estadios de desarrollo (DIV = dias in
cultivo). En azul se muestra la tincién de DAPI
(nucleos) y en verde, la expresion de Neurogra-
nina (Ng) en algunas de las neuronas.

Figure 1. Cultured hippocampal neurons
at various stages of development (DIV =
days in vitro). Highlighted in blue is the DAPI
stain (nuclei) and in green, the expression of
Neurogranin (Ng) in some neurons.
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Research summary

One of the most important and fascinating properties of the brain is its plasticity; in other words, the capacity of the
neural activity generated by experience to alter the function of neural circuits and thereby modify subsequent thoughts,
feelings and behavior. Our group studies the molecular mechanisms that operate in neural networks and modulate
the efficiency of their synaptic contacts. A central objective is to reveal how calcium-binding proteins cooperate in
the synaptic environment to regulate these mechanisms. Neural activity generates calcium oscillations that activate
intracellular signaling pathways, mostly transduced by the protein calmodulin (CaM). Despite its abundance, the
availability of CaM to initiate the activation of signaling pathways is limited by the presence of proteins such as GAP-43
and neurogranin (Ng), which sequester and locally accumulate CaM at low calcium concentrations. Both are abundant
proteins located on the presynaptic and postsynaptic elements, respectively, and whose ability to sequester CaM
depends on its phosphorylation by protein kinase C. Our working hypothesis suggests that GAP-43 and Ng modulate
the synaptic response in two ways: first, by suppressing the “noise” arising from the subthreshold activation of CaM
effectors and, secondly, by promoting the downstream activation of some signaling pathways over others. Our research
focuses on the expression and degradation of GAP-43 and Ng, their intracellular location, their modifications and
interactions in several paradigms of neural plasticity. Ng deficiency is associated with cognitive deficits which are typical
of several diseases, such as hypothyroidism or, more recently, schizophrenia. We are convinced that Ng is an excellent
target for the development of drugs and strategies designed to improve the cognitive function. We hope that a better
knowledge of the participation of Ng and GAP-43 in the mechanisms of plasticity contributes to alleviate the cognitive
deficits associated with aging and neurodegenerative diseases.
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Figura 2. La fuerza sinaptica es modulada por calmodulina (CaM) en el interior
de las espinas dendriticas. La movilizacién de CaM a su vez depende de la trans-
locacion de Neurogranina (Ng) desde el tallo de la dendrita.

Figure 2. Synaptic strength is modulated by Calmodulin (CaM) within dendritic

spines. The mobilization of CaM depends on the translocation of Neurogranin
(Ng) from the dendritic shaft.
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Resumen de investigacion

La linea de trabajo de nuestro laboratorio esta orientada a descubrir las rutas de sefalizacion y los mecanismos impli-
cados en la supervivencia neuronal y la plasticidad sinaptica durante el envejecimiento cerebral. Conforme el individuo
envejece ocurren cambios graduales pero persistentes en el colesterol y la esfingomielina de la membrana plasmatica
de las neuronas del hipocampo, un area del cerebro muy implicada en la memoria y el aprendizaje. Funcionalmente,
estos cambios en el contenido de colesterol/esfingomielina conducen a un aumento en la cantidad de receptores tiro-
sina quinasa en la membrana plasmatica de las neuronas viejas, especialmente del receptor TrKB. Hemos visto que
este evento refuerza la respuesta de supervivencia a estrés en neuronas viejas expuestas a agentes toxicos externos.
De manera negativa, los cambios en colesterol/esfingomielina relacionados con el envejecimiento neuronal afectan a
la movilidad lateral y a la internalizacion de los receptores de glutamato tipo AMPA, reduciendo la capacidad y eficien-
cia de las neuronas viejas para llevar a cabo ciertas formas de respuesta eléctrica implicadas en el aprendizaje. A nivel
molecular, los cambios que ocurren en el balance de estos lipidos con la edad, producen la difusion de la molécula
MARCKS de union a PI(4,5)P2, alejandolos de las zonas de sinapsis. Esta pérdida repercute en la cantidad de PI(4,5)
P2 que es hidrolizada por PLCg y por tanto se reduce la activacion de genes implicados en la memoria.

Los principales objetivos del laboratorio para los proximos afios son: i) profundizar en nuestro conocimiento de los me-
canismos relacionados con la supervivencia neuronal y la plasticidad sinaptica en relacién con el envejecimiento neuro-
nal, ii) identificar las rutas de sefializacién que podrian mejorar la cognicién en neuronas viejas al tiempo que mantener
intactos los robustos mecanismos de supervivencia vy iii) identificar las causas de las patologias del cerebro envejecido.

Figura 1. Marcador dendritico y receptores en neurona hipocampal.

Figure 1. Dendritic marker and receptors in hippocampal neuron.
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Research summary

Our laboratory aims at elucidating the pathways and mechanisms involved in neuronal survival and plasticity in the
aged brain. As the individual ages, it occurs a gradual but persistent change in the cholesterol and sphingomyelin
content in the plasma membrane of hippocampal neurons, an area of the brain strongly implicated in learning and
memory. These changes seem to be due to the transcriptional up-regulation of the genes sphingomyelin synthase and
24 cholesterol hydroxylase, in turn the consequence of metabolic stress from excitatory neurotransmission, therefore a
physiological response to normal brain activity. Functionally, the cholesterol/sphingomyelin content changes increase
the clustering of receptor tyrosine kinase in the plasma membrane of the aging neurons, especially TrkB, helping the
survival response of old neurons to exogenous stressors. On the negative side, cholesterol/sphingomyelin content
alterations with age result in impaired lateral mobility and internalization of glutamate receptors of the AMPA type,
reducing the capacity of old neurons to efficiently support certain forms of electrical response involved in learing. In
molecular terms, the lipid imbalance occurring with age leads to the diffusion away from synaptic sites of the cholesterol
and PI(4,5)P2 binding molecule MARCKS. Such loss impacts on the amount of PI(4,5)P2 to be hydrolyzed by PLCg
and therefore the reduced activation of memory genes.

My laboratory has three major goals for the next years: i) to deepen our understanding of the survival and plasticity
mechanisms operating in the oging brain, ii) to identify pathways that could improve cognition in the old without
interfering with survival strength and iij) to identify the causes of pathological brain aging.
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Figura 2. Expresion de proteinas exdgenas en neuronas de corteza cerebral.

Figure 2. Recombinant protein expression in cerebral cortex.
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Resumen de investigacion

Nuestro laboratorio esta interesado en las bases moleculares del aprendizaje y la memoria. Especificamente, investi-
gamos como las conexiones sinapticas en el cerebro son modificadas durante la experiencia. Este proceso, conocido
como plasticidad sinaptica, es fundamental para el aprendizaje y la memoria. Ademas, se ha observado que multiples
enfermedades mentales, como el Alzheimer y varias formas de retraso mental, estan asociadas a alteraciones en plas-
ticidad sinaptica.

Durante los ultimos afios, hemos descubierto que las neuronas pueden modificar sus sinapsis insertando o eliminando
receptores de neurotransmisor en la membrana sinaptica. Nuestro grupo ha sido pionero en la identificacion de multi-
ples componentes de la maquinaria molecular que ejecuta este transporte, como son los compartimentos endosomales
controlados por Rab GTPasas, motores moleculares, y reguladores de la sefializacion por fosfoinositidos. Para ello, el
laboratorio utiliza una combinacion de técnicas de biologia molecular, microscopia de fluorescencia y electrofisiologia.

Recientemente, nos hemos concentrado en cémo estos mecanismos controlan la funcion cognitiva, tanto en situaciones
fisiolégicas como patolégicas. Asi, hemos descrito estrategias moleculares y farmacoldgicas que facilitan el transporte
de receptores de neurotransmisor en las sinapsis, y que resultan en una mejora del aprendizaje y la memoria en ratas. Y
a la inversa, hemos avanzado considerablemente en el conocimiento de los mecanismos moleculares que producen un
funcionamiento defectuoso de las sinapsis, y que conducen a situaciones patolégicas como la enfermedad de Alzheimer.
De hecho, resultados preliminares del laboratorio nos dan pistas de cémo corregir estas deficiencias y restablecer las
funciones cognitivas normales en modelos de ratén de esta enfermedad.

En general, nuestro laboratorio continia explorando cémo moléculas individuales y rutas de sefializaciéon controlan la
funcién sinaptica y determinan nuestra capacidad cognitiva, en la salud y en la enfermedad.

Figura 1. Ensayo de FRET (Fluorescente Resonante Energy Transfer) para
la visualizacion de PIP3en espinas dendriticas. La expresion del indicador de
FRET Flip-pm (Sato et al., Nat Cell Biol 2003) en neuronas de hipocampo nos
permite la cuantificacion de los niveles de PIP; a partir de la relacion de fluores-
cencia YFP/CFP después de diferentes manipulaciones farmacolégicas (Arriba:
representacion en “falso color’ de espinas dendriticas. Abajo: representacion
gréfica en histograma).

Figure 1. FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) assay for
the visualization of PIP3 at dendritic spines. Expression of the FRET
reporter Flip-pm (Sato et al., Nat Cell Biol2003) in hippocampal neurons
allows the quantification of PIP, levels from YFP/CFP fluorescence
ratios upon different pharmacological manipulations (Top: false color
representation at dendritic spines. Bottom: histogram representation).
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Research summary

We are interested in the molecular bases for learning and memory. Specifically, we investigate how synaptic connections
in the brain are modified in response to experience. This process, known as synaptic plasticity, is critical for learning
and memory, and is known to be altered in multiple cognitive disorders, such as Alzheimer’s disease, autism and
several forms of mental retardation.

Over the years, we have discovered that neurons fine-tune their synapses by moving neurotransmitter receptors in and
out of the synaptic membrane. Our group has pioneered the identification of the molecular machinery that executes this
movement, including a network of endosomal compartments driven by specific Rab GTPases, molecular motors, and
regulators of phosphoinositide signaling. For these experiments, the laboratory employs a combination of molecular
biology techniques, together with live fluorescence microscopy and electrophysiology.

In recent years, we have become more interested in how these mechanisms control cognitive function, both under
physiological and pathological conditions. Thus, we have described molecular and pharmacological strategies
that facilitate neurotransmitter receptor trafficking at synapses, resulting in enhanced learning and memory in rats.
Conversely, we have made significant progress in understanding the molecular mechanisms that lead to synaptic
dysfunction in Alzheimer’s disease. Indeed, preliminary results from the laboratory provide clues as to how to correct
these dysfunctions and restore normal cognitive function in mouse animal models of this disease.

Overall, our laboratory continues to explore how individual molecules and signaling pathways control synaptic function
and determine our cognitive abilities in health and disease.
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Figura 2. Ejemplo de un modelo de ratén de la enfermedad de Alzheimer (APP/PS1) tratado farmacolégicamente con “mini-bom-
bas osméticas” y canulacion intracerebro ventricular (panel izquierdo, arriba). Sobre estos animales se realizé un test de memoria
espacial (‘nueva localizacién de objetos”; panel izquierdo, abajo). El resultado indica que un tratamiento especifico puede restaurar

la funcion cognitiva en estos animales (cuantificacion en panel derecho).

Figure 2. Example of a mouse model of Alzheimer’s disease (APP/PS1) pharmacologically treated using mini-osmotic
pumps and intracerebro ventricular cannulation (left panel, top). A behavioral test for spatial memory (novel object location;
left panel, bottom) was carried out on these animals. The results indicate that a specific treatment may rescue cognitive

function in these animals (quantification shown in right panel).
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Resumen de investigacion

Durante anos, el interés principal de nuestro laboratorio ha sido la comprensién de los mecanismos basicos de re-
gulacion de los transportadores de glutamato y glicina en el SNC, y como la desregulacion de estas proteinas, o sus
proteinas reguladoras asociadas, pueden contribuir a los trastornos neurolégicos como la esquizofrenia, la esclerosis
lateral amiotrdéfica, o lesiones isquémicas en el cerebro. El papel de los neurotransportadores para el glutamato (GLT1,
GLAST, EAAT3) y glicina (GLYT1) es controlar los niveles de estos neurotransmisores en las sinapsis glutamatérgicas
regulando de esta manera la actividad de los receptores NMDA que requiere la unién de ambos ligandos como coa-
gonists obligatorios. Mientras que la sobreestimulacion de estos receptores conduce procesos neurodegenerativos, la
hipofunciéon se ha asociado a la esquizofrenia.

Nuestro trabajo se ha centrado en una mejor comprension de los mecanismos de biogénesis: salida desde el reticulo
endoplasmico, el transito a través del aparato de Golgi, y la distribucion asimétrica de subdominios diferentes de la
membrana plasmatica, su anclaje a proteinas de andamiaje y, finalmente, la endocitosis, ya sea para degradacion
o reciclaje. Nuestros estudios han contribuido a la localizacién fina de estas proteinas en el cerebro, asi como a la
identificacion de varias proteinas asociadas (proteinas PDZ, exocitsto) y la localizacion e identificacion de los motivos
estructurales que participan en la distribucion asimétrica de estos transportadores en células polarizadas. Asimismo,
hemos definido los mecanismos de regulacion basados en modificaciones posttranscriptionales sobre los transporta-
dores tales como la fosforilacién y ubiquitinacion / deubiquitination. Por otra parte, mantenemos interés en la funcién
de la glicina como un neurotransmisor inhibidor y el GLYT2, transportador asociado, que participan en la enfermedad
genética hiperekplexia. Estos estudios, en especial los relacionados con el trafico de GLYT2, se han realizado en los
ultimos afos en colaboracion con el grupo de la Dra. C. Aragon.

Figura 1. Esquema del tréfico intracelular constitutivo
y regulado del transportador de glutamato GLT1.

Figure 1. Constitutive and regulated intracellular
trafficking of the glutamate transporter GLT1.
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Research summary

For years, a primary focus of our laboratory has been the understanding the basic regulatory mechanisms of glial and
neuronal glutamate and glycine transporters in CNS, and how dysregulation of these proteins, or their associated
regulatory proteins, could contribute to neurological disorders such as schizophrenia, amyotrophic lateral sclerosis,
or ischemic insults to the brain. Neurotransporters for glutamate (GLT1, GLAST, EAAT3) and glycine (GLYT1) control
the levels of these neurotransmitters in glutamatergic synapses thereby regulating the activity of NMDA receptors that
requires both ligands as obligatory coagonists. While overstimulation of these receptors drives neurodegenerative
processes, the hypofunction has been associated to schizophrenia. Thus, the activity of these transporters has a
profound impact on the activity of the glutamatergic pathways, and its modulation is considered of great interest in
the treatment of dysfunctions that affect to the glutamatergic system. Our work has intended a better understanding
the biogenesis mechanisms: exit from the endoplasmic reticulum, transit through the Golgi complex, and asymmetric
distribution to different subdomains of the plasma membrane, its anchoring to scaffolding proteins and, finally, the
endocytosis either for degradation or recycling.

Our studies have contributed to the fine localization of these proteins in the brain as well as to the identification
of several associated proteins (PDZ proteins, exocytst) and to the identification of structural motifs involved in the
asymmetric distribution of these transporters in polarized cells. Also, we have defined regulatory mechanisms based
in posttranscriptional modifications on the transporters such as phosphorylation and ubiquitination / deubiquitination.
In addition, we keep interest in the function of glycine as an inhibitory neurotransmitter, and the associated transporter
GLYT2, involved in the genetic disease hyperekplexia. These studies, especially those related with trafficking of GLYT2,
have been performed in the last few years in collaboration with the group of Dr. C. Aragon.
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Resumen de investigacion

Para cumplir el objetivo general de nuestro laboratorio, que es comprender la participacion de los lipidos en la fisiologia
y patologia neuronal, nos hemos concentrado durante este periodo en el estudio del colesterol y la esfingomielina.
Estos lipidos estédn especialmente enriquecidos en neuronas y cambios en sus niveles se han relacionado con el
envejecimiento y con enfermedades neurodegenerativas. Nuestros resultados demuestran que una de las causas de
la disminucién de colesterol, observado con la edad en el hipocampo, es la actividad sinaptica. Esta induce estrés oxi-
dativo que a su vez activa la enzima que degrada colesterol Cyp46. Por otro lado, hemos descrito que el aumento de
esfingomielina que se da en el hipocampo envejecido no es una mera consecuencia del proceso de envejecimiento si
no que contribuye directamente a él, provocando un aumento del calcio intracelular y estrés oxidativo. De acuerdo con
estos resultados descubrimos que ratones carentes de esfingomielinasa acida, que sufren un aumento de los niveles
de la esfingomielina en sus cerebros, presentan sintomas de envejecimiento prematuro.

Tanto la caracterizacion de los mecanismos moleculares por los que alteraciones en estos lipidos afectan a la fisiologia
neuronal como el hallazgo de ratones modelo facilitan el desarrollo de estrategias para evitar sus efectos perjudiciales.
Este es el siguiente objetivo que persigue el laboratorio con el que esperamos aportar posibilidades para retrasar o
disminuir el declive cognitivo que acompafia al envejecimiento y/o a enfermedades neurodegenerativas.

Figura 1. Neuronas hipocampales en cultivo tefiidas con Lisenina que reconoce especificamente la esfingomielina en la superficie celular. Se observa el
incremento de los niveles de este lipido en neuronas envejecidas (28 dias en cultivo) respecto a neuronas maduras (12 dias en cultivo) de ratones silvestres.

Figure 1. Cultured hippocampal neurons labelled with lysenin, which specifically recognizes sphingomyelin at the cell surface. The images evidence the
increase in sphingomyelin levels in aged neurons (28 days in culture) compared to mature neurons (12 days in culture) from wild type mice.
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Research summary

To accomplish the general goal of our laboratory, which is to understand lipid influence in neuronal physiology and
pathology, we have focused during this period in the analysis of cholesterol and sphingomyelin. These lipids are
particularly enriched in neurons and changes in their levels have been related to aging and neurodegenerative diseases.
Our results demonstrate that one of the causes for the loss of cholesterol observed in the aged hippocampus is
synaptic activity. This activity induces oxidative stress that, in turn, activates the cholesterol-degrading enzyme Cyp46.
On the other hand, we have found that the increase in sphingomyelin, which takes place in the aged hippocampus, is
not only a consequence of the aging process but contributes directly to it through increasing intracellular calcium levels
and oxidative stress. We unveil that mice lacking the acid sphingomyelinase, which present high sphingomyelin levels
in their brains, show aging signs prematurely.

The characterization of the molecular mechanisms underlying the effects of the lipid alterations as well as the
establishment of animal models facilitate the development of strategies aimed to prevent deleterious effects. This
is our next goal. By pursuing it we hope to contribute with possibilities to delay or reduce the cognitive decline that
accompanies old age and/or neurodegenerative diseases.
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Resumen de investigacion

La enfermedad de Huntington (EH), por ser hereditaria monogénica y dominante, resulta interesante para conocer las
claves de la neurodegeneracion en general. Con nuestro modelo animal inducible de EH demostramos que es necesa-
rio un aporte continuo de huntingtina mutada para que la enfermedad progrese y que la reversion es posible incluso en
estadios avanzados con pérdida neuronal (Cell 101:57-66, 2000 y J. Neurosci. 25:9773-9781; 2005). Posteriormente
exploramos la posible inhibicion del sistema ubiquitina proteasoma (UPS) (J. Neurosci. 23:11653-61, 2003; J. Neu-
rosci. 24:9361-71, 2004; Trends Neurosci. 27:66-69, 2004 y J. Neurochem. 98:1585-1596; 2006). Utilizando ratones
reporteros de actividad UPS vimos que el sistema no esta inhibido en el estado estacionario de los ratones con Hun-
tington (PNAS 106:3986-91, 2009). Sin embargo, in vivo, la huntingtina mutada induce una inhibicion del UPS, pero
que ésta es transitoria pues se recupera a medida que las neuronas construyen los cuerpos de inclusion que acumulan
la huntingtina (J. Neurosci 30:3675-88, 2010). También hemos explorado la posible alteracion de GSK-3 en la EH (Cell
Death Differ. 17:324-35, 2010) y el posible papel neuroprotector de los inhibidores de GSK-3. Respecto a esto ultimo,
vimos que, ademas del reportado efecto antiapoptético, la inhibicion de GSK-3 también puede ser proapoptética en
determinados paradigmas y tipos celulares (incluidas las neuronas estriatales) y que el mecanismo subyacente impli-
ca a NFAT y FAS (J. Clin. Invest. 120:2432-45, 2010). Actualmente estamos combinando ratones modelo de EH con
ratones con alteraciones de la actividad GSK-3.

También analizamos alteraciones sinapticas (Rozas et al. Biochem Soc Trans. 38:488-92, 2010; Rozas et al. J. Neu-
rosci. 31:106-13, 2011) y reportamos la acumulacion de la alfa-sinucleina, en las inclusiones de huntingtina. Combi-
nando ratones modelo de EH y ratones knock-out sin alfa-sinucleina demostramos la contribucién de ésta a la patogé-
nesis de la EH (Autophagy. 8:431-432, 2012; Hum. Mol. Genet. 25:495-510., 2012).

Figura 1.Expresioén del factor de transcripcion ATF5 en neuro- Figura 2. Células COS transfectadas con Green Fluorescent
nas de hipocampo de raton. Protein (GFP).

Figure 1. Expression of the transcription factor ATF5 in neurons Figure 2. COS cells tranfected with Green Fluorescent protein
of the mouse hyppocampus. (GFP).
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Research summary

Huntington disease (HD), being inherited monogenic and dominant, is of particular interest to explore the mechanisms
of neurodegeneration in general. Our work with the inducible animal model of HD showed that a continuous supply of
mutant huntingtin is needed for the progression of disease and that reversal is still possible in advanced stages with
neuronal loss (Cell 101:57-66, 2000 and J. Neurosci. 25:9773-9781, 2005). More recently we explored the possible
inhibition of ubiquitin proteasome system (UPS) (J. Neurosci. 23:11653-61, 2003, J. Neurosci. 24:9361-71, 2004,
Trends Neurosci. 27:66-69, 2004 and J. Neurochem. 98:1585-1596, 2006). By using UPS activity reporter mice we
saw that the UPS is not inhibited at steady state in HD mice (PNAS 106:3986-91, 2009). However, in the past years we
have seen that, in vivo, mutant huntingtin induces an inhibition of the UPS but this is temporary as it recovers as the
neurons build inclusion bodies accumulating mutant huntingtin (J. Neurosci 30:3675-88, 2010).

Another issue we explored is the possible alteration of GSK-3in HD (Cell Death Differ. 17:324-35, 2010) and the possible
neuroprotective effect of GSK-3 inhibitors. Regarding the latter, we found that besides the reported antiapoptotic effect,
inhibition of GSK-3 also can be proapoptotic in certain paradigms and cell types (including striatal neurons) and that
the underlying mechanism involves NFAT and FAS (J. Clin. Invest. 120:2432-45, 2010). We are now combining EH mice
with mice with alterations of GSK-3.

We recently analyzed synaptic alterations in animal models of EH (Rozas et al. Biochem Soc Trans. 38: 488-92, 2010;
Rozas et al the. J. Neurosci. 31: 106-13, 2011) and reported accumulation of another synaptic protein, Alpha-synuclein,
in huntingtin inclusions. By crossing EH mice and Alpha-synuclein knock-out mice we demonstrated its contribution to
EH pathogenesis (Autophagy. 8: 431-432, 2012; Hum. Mol. Genet. 25: 495-510, 2012).
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Otras actividades / Other activities

Grupo integrante del Centro de Investigacién Biomédica en Red
sobre Enfermedades Neurodegenerativas (CIBERNED)

http://www.ciberned.es/grupo-lucas-lozano.html.

José Lucas nombrado Académico Correspondiente de la Real Aca-
demia Nacional de Farmacia, Junio de 2011.
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Resumen de investigacion

Las enfermedades neurodegenerativas (p.ej. Parkinson, Huntington, etc.) cada vez son de mayor incidencia en paises
desarrollados, donde la expectativa de vida aumenta progresivamente. En algunos casos, los farmacos alivian algunos
sintomas en etapas iniciales de la enfermedad, pero no la curan, al no frenar la atrofia o muerte de las neuronas implicadas.

La investigacion en biologia de células troncales humanas es de gran interés, para retrasar la progresion de estas
enfermedades, o curarlas en el mejor de los casos. En nuestro grupo estamos interesados en el estudio de tres tipos
de estas células: 1) Células troncales neurales, propias de tejido nervioso; 2) Células troncales derivadas de la masa
celular interna del blastocisto (las llamadas “células madre embrionarias”, hES), a partir de las cuales se pueden de-
rivar células troncales con propiedades de tejido nervioso; y 3) iPSC (induced pluripotent stem cells), muy similares a
las ES pero reprogramadas desde células somaticas del adulto.

Mas en concreto, nos interesa el estudio de los mecanismos de auto-renovacion (factores de nicho) de estas células,
y su desarrollo hacia células maduras. En el caso de neuronas, estamos particularmente interesados en la generacion
del fenotipo Dopaminérgico, y asi poder aplicar estas células en el desarrollo de potenciales terapias en modelos
de Parkinson. Otro aspecto que nos interesa es el modificar las propiedades de las células troncales mediante mo-
dificaciéon genética, para convertirlas en “bombas biolégicas” de factores terapéuticos, o bien conseguir “instruirlas/
ensefarlas”, de forma que generen los tipos celulares deseados tras su implante. En este caso, estamos implantando
la tecnologia de nucleasas zinc-finger para poder llevar a cabo recombinacion homéloga en las células humanas de
interés. Por ultimo, estamos desarrollando nanoherramientas para el estudio de la biologia basica de las células, su
marcaje y deteccion in vivo, y estudio de su biologia en cultivo.

Figura 1. Generacién de neuronas dopaminérgicas humanas a partir de células troncales
neurales.

Los paneles superiores son microfotografias de neuronas humanas generadas en cultivo, tefii-
das para un marcador general neuronal (3-lll-tubulina, verde) y Tirosina Hidroxilasa (marcador
dopaminérgico, rojo). El panel inferior es la mezcla, resaltando en amarillo las células que son
neuronas dopaminérgicas.

Figure 1. Generation of human dopaminergic neurons from neural stem cells.

Top panels are microphotographs of human neurons generated in culture, stained for a
general neuronal marker (B-lll-tubulin, green) and Tyrosine Hydroxylase (dopaminergic
marker, red). The lower panel is a merge of the two photographs, highlighting in yellow the
presence of human dopaminergic neurons.
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Research summary

The incidence of neurodegenerative diseases is steadily increasing, particularly in well developed countries, due to
the increase in life-expectancy. For some of them, like Parkinson’s, Huntington’s diseases, pharmaceutical drugs are
useful at early stages of the disease, but none of them really cure the disease, since they do not halt the neuronal
atrophy and death process.

In this context, research on the basic biology of human neural stem cells acquires special relevance, with the prospect
that healthy stem cell derivatives, after implantation, would either delay disease progression or actually cure the disease.

Our research group is interested in understanding basic self-renewal (niche factors) and developmental events leading
to maturation of stem cell derivatives, using: 1) Neural stem cells, obtained from fetal or adult human tissue, and thus
instructed as neural cells; 2) Embryonic stem cells derived from the inner cell mass of the blastocist, (hES cells) from
which neural stem cells can be derived; and 3) Induced pluripotent stem cells (iPSCs), reprogrammed from somatic
adult cells.

Our main research focus is thus on basic cell growth and developmental events involved in the generation of mature
cells, particularly of Dopaminergic neurons, to learn how to harness the potential that stem cells may have for therapy
of these devastating diseases.

Another aspect in which we are interested on is the modification of the intrinsic properties of the neural stem cells through
genetic modification, to turn them into “biological mini-pumps” (for instance for the secretion of neurotrophic factors) , or
to instruct them or guide their differentiation towards specific, on-demand desired phenotypes after implantation. To this
end we are implementing the technology of zinc-finger nucleases, to help to conduct homologous recombination. Last,
we are developing nanotools to label and track the cells in vivo, and study their cell biology in culture.
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Resumen de investigacion

La entrada de Ca?* en mitocondrias a través del uniportador de Ca?* (CaU) es importante para la sefializacion por Ca?*
pero su persistencia en la mitocondria se asocia con disfuncion mitocondrial y muerte celular. Estamos estudiando
sistemas de sefalizacién mitocondrial de Ca?* que no requieran la entrada de Ca?" en la mitocondria, los transporta-
dores mitocondriales de aspartato-glutamato (AGC) aralary citrina, y los de ATP-Mg/Pi, o SCaMCs. Tanto AGCs como
SCaMCs tienen dominios de union a Ca?" hacia el espacio intermembranas y se activan por Ca?" extramitocondrial.
Aralar y citrina, los AGCs de cerebro e higado, son componentes de la lanzadera de NADH malato aspartato. Hemos
mostrado que ambos AGCs se regulan por sefiales de Ca?* menores de las requeridas para activar CaU y son esen-
ciales para la transmisién de sefiales de Ca?* muy pequefias a la mitocondria neuronal y de la célula beta secretora
de insulina. Por otro lado, los SCaMCs se activan a concentraciones de Ca* mayores, sugiriendo que estas concen-
traciones pueden activar simultdneamente la entrada de Ca?* a través de CaU y la de ATP-Mg a través de SCaMCs.
Estamos desarrollando modelos murinos con deficiencias en estos transportadores mitocondriales para estudiar el
papel de Aralar/AGC1 y de los SCaMCs en patologia humana.

El envejecimiento esta asociado al desarrollo de resistencia a insulina. Recientemente describimos la presencia de hiper-
leptinemia en ratas viejas asi como la presencia de resistencia central a la leptina y a la insulina. Nuestros resultados su-
gieren que la leptina podria estar implicada en el desarrollo durante el envejecimiento temprano de resistencia a insulina
en el tejido adiposo, actuando a través del sistema nervioso central. Por el contrario, a edades avanzadas la leptina inhibe
la accion de insulina tanto en tejido adiposo como en musculo actuando directamente sobre los tejidos. En la actualidad
estamos investigando el posible papel de algunos péptidos gastrointestinales (grelina y CCK), implicados en la regulacién
de la accion central de leptina y/o insulina, asi como del comportamiento alimentario, en el desarrollo de la resistencia a
la insulina con la edad y la posibilidad de revertir los cambios asociados al envejecimiento mediante restriccion caldrica.

Figura 1. Analisis de la expresion de SCaMC-3/slc25a23
mediante tincion con X-gal en ratones portadores del gen
lacZ. (A) Estructura gendmica y disefio del raton SCaMC-3/slc25a23-
KO, un animal LacZ/Kl (B, C) Secciones coronales de animales
SCaMC-3/slc25a23-KO tefiidas con X-gal conteniendo hipocampo
(B) y cerebelo (C). La expresion de SCaMC-3/slc25a23 de encuentra
principalmente en hipocampo, caudado-putamen (CPu), bulbo olfatorio
y cerebelo (C). En las regiones ampliadas se muestra la tincion con
X-gal de las areas CA1y CA2 del hipocampo y en el giro dentado (DG).
En cerebelo, la tincién con X-gal se encuentra asociada a las células
de la capa de Purkinje (pc), y no se detecta en las capas granular (gcl)
ni molecular (ml).

Figure 1. X-gal staining as reporter for SCaMC-3/slc25a23 expres-
sion in mice carrying the lacZ reporter gene. (A) Genomic structure
and design of the SCaMC-3/slc25a23-knockout, lacZ—knock-in mouse.
(B, C) Coronal sections containing the hippocampus (B) and the cerebe-
llum (C) of the KO mice stained with X-gal. SCaMC-3/slc25a23 expres-
sion is found mainly in hippocampus, caudate putamen (CPu), olfactory
bulb and cerebellum. The magnified areas show the X-gal staining of
neurons of hippocampal areas CA1and CA2 and the dentate gyrus (DG).
In the cerebellum, X-gal staining is found associated to the Purkinje cell
layer (pc), but not granular cell (gcl) or molecular layer (mi).
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Research summary

Ca?* entry in mitochondria through the Ca?* uniporter (CalU) is important in cell Ca®* signalling, but its persistence in
mitochondria is associated with mitochondrial dysfunction and cell death. We are interested in the study of systems for
Ca?* signalling in mitochondria that do not require Ca?* entry in the organelle, the mitochondrial carriers of aspartate-
glutamate carriers (AGC) aralar and citrin, and of ATP-Mg/Pi, or Short CaMCs (SCaMCs). Both AGCs and SCaMCs
have calcium binding domains facing the intermembrane space which are activated by Ca?* without the need of calcium
entry in mitochondria. Aralar and citrin, the brain and liver AGCs, are components of the malate-aspartate NADH shuttle.
We have shown that both AGC isoforms are regulated by Ca?* at concentrations lower than those required to activate
CaU and are essential to transmit very small Ca?* signals to brain or beta-cell mitochondria. On the other hand, Ca?*
concentrations activating SCaMCs are close to those activating CaU, indicating that these higher Ca?* concentrations
may stimulate simultaneously both Ca®* entry along CaU and ATP entry along SCaMCs. We are developing mouse
models with deficiencies in each of these mitochondrial transporters in order to study the role of aralar/AGC1 and the
different SCaMC isoforms in human pathology.

Ageing associates with overall insulin resistance. We found hyperleptinemia in aged rats and demonstrated that aged
animals show central leptin and insulin resistance. Our findings suggest that leptin might be involved in eliciting adipose
tissue insulin resistance at early aging acting through the central nervous system. In contrast, at advanced age leptin
decrease insulin action in both, fat and muscle, interacting directly with those tissues. We are currently interested in
the study of the role of gastrointestinal peptides (ghrelin and CCK) that regulate central leptin and/or insulin action
and ingestive behaviour, in the development of insulin resistance during aging and the possibility of reversing age-
associated changes by caloric restriction.
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Resumen de investigacion

En los ultimos afios nuestro grupo se ha centrado en la busqueda de factores de riesgo y/o genes implicados en la enfermedad
de Alzheimer (EA), partiendo de modelos celulares para la obtencién de candidatos que se validan mediante asociacion ge-
nética en pacientes. Uno de los principales objetivos del grupo es establecer la implicacién en la patogénesis de la EA de dos
factores asociados al envejecimiento, el estrés oxidativo (EO) y la infeccién por HSV-1.

Hemos demostrado en los modelos celulares que el EO regula el trafico, degradacion y procesamiento proteolitico de la pro-
teina precursora del péptido AR (APP), y que esta regulacion implica a los dos principales sistemas proteoliticos celulares:
ubiquitina/proteasoma y autofagia/lisosoma. Por su parte, HSV-1 es capaz de reproducir la mayor parte de las anomalias que
presentan los cerebros de pacientes con EA, como la hiperfosforilacion de la proteina tau y alteraciones del proceso autofagico
que conducen a la acumulacion intracelular de A, de forma mas acentuada en presencia de EO. Tras el andlisis genémico de
los modelos, nos hemos centrado en la lista de genes cuya expresion se modula por HSV-1 en presencia de EO para su poste-
rior validacién funcional y por asociacién con riesgo genético, ya que ésta seria la situacion mas parecida a la infeccion durante
el envejecimiento: La funcién “inflamacion mediada por citocinas” esta muy enriquecida en esta lista, lo que concuerda con las
conclusiones de los ultimos estudios de asociacion genémica (GWAs) y sugiere que HSV-1 podria participar en la patogénesis
de la EA esporadica.

Otros trabajos del grupo en este periodo incluyen el andlisis de modelos celulares de la EA monogénica y la participacion en
estudios colaborativos de asociacion genética principalmente con grupos de CIBERNED y como parte del consorcio europeo
EADI que estan revelando nuevos factores de riesgo de EA.

Figura 1. El estrés oxidativo produce la acumulacion
de la proteina APP y sus fragmentos carboxi y amino
terminales en las células neuronales SK-N-MC.

Figure 1. Oxidative stress produces the accumulation of
APP protein and its carboxi and amino terminal fragments
in SK-N-MC neuronal cells.
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Research summary

In the last years our group has focused on the search of risk factors and/or genes involved in the Alzheimers disease
(AD), developing cellular models to obtain candidates that are then validated through genetic association studies in
patients. One of the main objectives of the group is to establish the involvement in the pathogenesis of AD of two
factors associated with aging, oxidative stress (OS) and infection by HSV-1.

We have found that in the cell models OS regulates the traffic, degradation and proteolytic processing of the AB
peptide precursor protein (APP), and that this regulation involves the two main cellular proteolytic systems: ubiquitin/
proteasome and autophagy/lysosome. On the other hand, HSV-1 is able to reproduce most of the anomalies found in
the brains of AD patients, as the hyperphosphorylation of tau protein and alterations of the autophagic process that lead
to the intracellular accumulation of AB; these effects are increased in the presence of OS.

After the genomic analysis of the cell models, we have focused on the list of genes which expression is modulated by
HSV-1 in the presence of OS because this is similar to the infection in aged people for their functional validation and
genetic risk association studies. The “cytokine-mediated inflammation” function is highly enriched in this list, which
is consistent with the findings of the latest genome wide association studies (GWAs) and suggests that HSV-1 may
participate in the pathogenesis of sporadic AD.

Other works of the group during this period include the analysis of cellular models of monogenic AD, and the participation
in collaborative genetic association studies, mainly with groups of CIBERNED and as part of the European consortium
EADI, which are revealing novel AD risk factors.
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Resumen de investigacion

Nuestro grupo se denomina -Mecanismos Moleculares de Neurodegeneracion y Regeneracion-, es una linea estable-
cida en el CBM desde hace ya mas algunos afios. Como grupos estamos interesados en el analisis de los mecanismos
moleculares disparados por procesos neurodegenerativos, intentando entender los puntos clave de estos procesos;
para en un segundo intento disefiar alternativas regenerativas.

Primero, estamos interesados en el estudio de los mecanismos moleculares de la degeneracion y se han centrado
en el papel de la ruta PI3K-Akt: GSK3 en el neurodegeneracion. Hemos visto como estradiol modula elementos, tales
como GSK3 y B- catenin, elementos compartidos por otras vias de sefializacién como Wnt. Y asi hemos demostrado
recientemente que el estradiol puede accionar la via Akt-mTORC1. Todos estos datos representan un nuevo sistema
de sefalizacion para esta hormona, que complementaria co las vias de IGF-1 y de Wnt. Estos resultados nos han con-
ducido a ampliar el andlisis de sefialar mediado por Estradiol en fisiologia neuronal normal y en algunas condiciones
patolégicas tales como modelos de la isquemia.

En segundo lugar y complementario estamos interesados en los mecanismos moleculares que regulan la generacion
y el mantenimiento de la polaridad del axonal. Esta polaridad morfologica aparece durante el desarrollo cuando la neu-
rona distingue y comienza a extender un axon. “Se maduran” y forman posteriormente su segmento inicial del axon.
Los estudios de varios laboratorios, incluyendo el nuestros han demostrado que la actividad de PI3K-kinase permite
crecimiento del axonal y la determinacion de polaridad del axonal (en colaboracion con JJ. Grupo de Garrido’s del
Instituto Cajal). Nuestro laboratorio ha ayudado a identificar algunos de los elementos que controlan polaridad, tales
que GSK3. Nuestro trabajo, en este campo, tratara de identificar los elementos upstream y downstream que serian
esenciales para este “proceso morfogenético”.

En resumen, todos estos resultados nos han llevado a extender el andlisis de la sefializacion mediada por neuropro-
teccion y en condiciones patolégicas; centrandonos en la via de sefializacion PI3K-Akt y de los elementos por debajo
de estos elementos que controlan la morfogénesis neuronal y como estan modificada en patologia.

140



CBMSO 2011-2012

Research summary

Our group, “Molecular mechanisms of Neurodegeneration and Regeneration *, is a line established in the CBM over
several years. We are interested in the analysis of the molecular mechanisms fired by processes neurodegenerative,
trying to understand the key points of these processes; for a second attempt to design new regenerative alternatives,
or to propose new therapeutic targets.

First, our studies of molecular mechanisms of degeneration are focused on the role of Pi3K-Akt: GSK3 in
neurodegeneration We have seen that some neuroprotective elements as estradiol modulates elements, such
as GSK3 and B-catenin, proteins shared by other signaling pathways like Wnt. And we recently demonstrate that
estradiol may trigger Akt-mTORC1 pathway. All these data represent a new signalling pathway, triggered by estradiol
that would complement to IGF-1 and Wnt. These findings have led us to extend the analysis of signalling mediated
by Estradiol in normal neuronal physiology and in some pathological conditions such as Ischemia model.

Second and complementary we are interested in the molecular mechanisms that regulate the generation and
maintenance of the axonal polarity. This morphological polarity appears during development when the neuron
differentiates and begins to extend an axon. Subsequently they “mature” and form their initial segment of the axon.
Studies of several laboratories, including ours have shown that PI3K-kinase activity allows axonal growth and
determining axonal polarity (in collaboration with JJ. Garrido’s group from Cajal Inst.). Our laboratory has helped
identify some of the elements that control polarity, such that GSK3, control the polarity. Our work, in this field, will
follow to identify upstream and downstream elements that would be essential for this “morphogenetic process”.

In summary, we are focusing on track PI3K-Akt signalling and elements than those elements that control neuron
morphogenesis and are modified in pathology.
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Resumen de investigacién

En los ultimos 13 afos, el grupo ha estudiado dos DNA polimerasas humanas implicadas en reparacion de roturas de
doble cadena de DNA (DSBs): PolA y Poly, descubiertas en nuestro laboratorio. Debido a su funcién en reparacion de
DSBs en extremos no homologos (NHEJ), estas dos enzimas son esenciales para mantener la estabilidad gendmica,
asi como para la variabilidad necesaria en determinados genes, como los receptores de antigeno. Estamos analizando
mutantes dirigidos y versiones quiméricas de estas dos DNA polimerasas para aclarar la base estructural de su diferen-
te especificidad y eficiencia catalitica. El andlisis in vivo de la funcion de PolA y Poly se esta llevando a cabo mediante
modelos celulares y murinos deficientes en una o en ambas enzimas, centrandonos en su impacto en la estabilidad
genomica, envejecimiento y desérdenes neurolégicos. En colaboracion con Aidan Doherty (GSDC, Univ Sussex, UK)
hemos caracterizado, estructural y funcionalmente, la polimerasa implicada en NHEJ, que también opera en algunas
bacterias como Mycobacterium tuberculosis, y evidenciado el paralelismo mecanistico con PolA y Poly. Tratando de
encontrar ortdlogos putativos de este nuevo grupo de enzimas reparadoras de DNA, hemos caracterizado una nueva
primasa/polimerasa (PrimPol) en células humanas, que parece estar implicada en tolerancia al dafio durante la replica-
cion del DNA nuclear y mitocondrial. Datos preliminares, en colaboracién con lan Holt (MRC, UK), sugieren un vinculo
de esta enzima con el mantenimiento del DNA mitocondrial, y posiblemente su deficiencia podria estar relacionada
con algunas mitocondriopatias humanas. En colaboracién con Juan Méndez (CNIO, Madrid), estamos estudiando el
papel de PrimPol en la replicacion del DNA nuclear, especialmente en respuesta a estrés replicativo. Ademas, hemos
obtenido un modelo murino viable deficiente en PrimPol (KO), que sera caracterizado prestando especial atencién a
los fenotipos dependientes de la funcidon mitocondrial, y a su valor como modelo de envejecimiento y tumorogénesis.

Figura 1. Modelo de interaccién de la Poly humana con el
heterodimero Ku y el sustrato de DNA, mediado por el dominio BRCT.

Figure 1. Model of the interaction of Polu with the Ku heterodimer and the
DNA substrate, through the BRCT domain.
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Research summary

Since the last 13 years, our group is focused in the study of two eukaryotic DNA polymerases involved in DNA
double-strand break repair (DSBs) in humans: PolA and Polu, discovered in Blanco laboratory. Due to their role in the
Non-Homologous-End-Joining (NHEJ) pathway of DSB repair, these two enzymes are crucial to maintain genome
stability, but also to generate the required variability to specific genes, i.e. antigen receptors. Site-directed mutants and
chimaeric versions of these two DNA polymerases are being analyzed to unravel the structural basis of their different
specificity and catalytic efficiency. In vivo analysis of PolA and Polu function is being carried out by using cellular and
mouse models of deficiency in one or both of these enzymes, particularly on their impact in genomic stability, aging and
neurological disorders.

In collaboration with Aidan Doherty (GSDC, Univ Sussex, UK) we have also characterized the polymerase involved in
the NHEJ pathway of some bacteria as Mycobacterium tuberculosis, whose mechanism is convergent with that of PolA
y Polu. Trying to find putative orthologues of this new group of DNA repair enzymes, we have recently characterized a
novel primase/polymerase (PrimPol) in human cells that appears to be involved in damage tolerance during replication
of both nuclear and mitochondrial DNA. Preliminary data, in collaboration with lan Holt (MRC, UK), suggests a role
of this enzyme in mitochondrial DNA maintenance, and perhaps its deficiency could be at the heart of some human
mitochondriopathies. In collaboration with Juan Méndez (CNIO, Spain) we are studying the role of PrimPol in nuclear
DNA replication, specifically in response to replicative stress. Moreover, we have obtained a mouse model of PrimPol
deficiency (KO) which is viable, and that will be characterized paying special attention at mitochondrial-dependent
phenotypes, and at its value as a model for aging and tumorogenesis.
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Tesis doctorales / Doctoral theses

Maria José Martin Pereira (2011). Exclusive polymerases repairing
DNA breaks, the same magics from bacteria to man. Universidad Au-
ténoma de Madrid. Luis Blanco Davila.

Figura 2. Modelo de la funcién de PrimPol en la
replicacion del DNA mitocondrial. Cuando Poly se
pausa o detiene en una lesién en el DNA mitocon-
drial (A), PrimPol puede llevar a cabo la extension
a través de la lesion (B), gracias a su elevada tole-
rancia al dafio en el DNA, o sintetizar un nuevo ini-
ciador por delante de la lesion (D). Posteriormente,
Poly reestablecera la polimerizacion de modo aco-
plado a la apertura de la horquilla por la helicasa
TWINKLE (Cy E).

Figure 2. A model for PrimPol function in mtDNA
replication. When Poly is paused/stalled at a le-
sion in mitochondrial DNA (A), PrimPol can either
catalyze conventional translesion synthesis, very
efficient for lesion bypass (B), or synthesize a new
primer ahead of the lesion (D). Afterwards, Poly re-
establishes polymerization coupled to fork opening
by TWINKLE helicase (C and E).

Patentes / Patents

Autores: Luis Blanco, Angel Picher. Titulo: “Method for Genotyping”.
Numero de prioridad: P056358WO S001. Pais de prioridad: Espafia.
Fecha de prioridad: PCT enviado en febrero de 2012. Propietario:
X-Pol Biotech S.L.

Otras actividades / Other activities

Organizacion del Cantoblanco Workshop: “Polymerases involved in
DNA replication, repair and mutagenesis”. Organizado por Margarita
Salas, Luis Blanco, Robert P. Fuchs y Miguel Garcia-Diaz. Universi-
dad Auténoma de Madrid. 5-7 de junio de 2012.

Coordinador del médulo (BM6): “Estabilidad de la Informacion Ge-
nética: Replicacion, Reparacion y Mutagénesis”, correspondiente al
Master de Biologia Molecular y Celular, impartido por la Universidad
Auténoma de Madrid (UAM).
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Resumen de investigacion

Nuestro grupo esta investigando distintas proteinas virales que producen dafio en las células de mamifero durante la
replicacién viral. También estamos analizado los mecanismos que regulan la traduccion de mRNAs virales y celulares.
Nos hemos centrado en dos grupos de proteinas citopatogénicas virales: proteasas y viroporinas. Ademas, hemos
dedicado parte de nuestros esfuerzos a elucidar la presencia de infecciones fungicas como posibles causantes de
diversas enfermedades humanas de etiologia desconocida.

Proteinas virales. Recientemente hemos revisado las distintas viroporinas y su modo de actuacion. Estas proteinas
estan codificadas por distintos virus y tienen efectos adversos sobre distintas funciones celulares. La principal accién
de las viroporinas en el ciclo viral es facilitar la salida de nuevas particulas virales de las células infectadas (Figura 1).

Nuestro grupo ha dedicado especial atencion al estudio de las proteasas de picornavirus y del HIV. Se ha estudiado el
efecto de estas proteasas sobre la traduccién de diversos MRNAs y su correlacion con la hidrdlisis de distintos facto-
res. Notablemente hemos encontrado que las proteasas 2A 'y L de picornavirus son capaces de dar independencia del
factor elF2 para la traduccion de los mRNAs virales.

Regulacién de la traduccion. Hemos descrito que algunos mRNAs virales se pueden traducir por un mecanismo dual
y que requieren distintos factores de iniciacion en funcién del contexto de la traduccioén. El virus Sindbis constituye un
buen modelo para estos estudios. La traduccion del mRNA subgendmico de este virus no utiliza diversos factores de
iniciacion de la traduccién. Recientemente hemos descrito la independencia del elF4A en las células infectadas, pero
este factor lo requiere en sistemas de traduccion in vitro. Se estan llevando a cabo distintas construcciones que varian
la estructura de este MRNA viral para determinar con exactitud su mecanismo de traduccion.

Figura 1. Las viroporinas promueven la gemacion de
nuevas particulas virales de las membranas celulares.

Figure 1. Viroporins promote the budding of new virus
particles from cellular membranes.
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Research summary

Our research group is studying different viral proteins that are harmful for mammalian cells during viral replication.
We are also analysing the mechanisms that regulate translation of cellular and viral mRNAs. We have focused our
attention on two groups of cytopathogenic viral proteins: proteases and viroporins. In addition, we have devoted part
of our research efforts to elucidate the presence of fungal infections as potential cause of several human diseases of
unknown ethiology.

Viral proteins. Recently, we have revised the different existing viroporins and their mode of action. These proteins are
encoded by a variety of viruses and exhibit adverse effects on several cellular functions. The main activity of viroporins
during the virus life cycle is to promote the exit of new virus particles from infected cells (Figure 1).

Our group has dedicated particular attention to the study of picornavirus and HIV proteases. We have examined the
effect of these proteases on translation of several mRNAs and the correlation with the hydrolysis of different translation
factors. Notably, we have found that picornavirus proteases 2A and L are able to confer independence for elF2 during
the translation of viral mMRNAS.

Regulation of translation. We have described that some viral mRNAs are translated by a dual mechanism and require
different initiation factors according to the context of their translation. Sindbis virus constitutes a good model system for
these studies. Translation of the subgenomic mRNA from this virus does not utilize several initiation factors. Recently,
we have described the elF4A independence for the translation of this subgenomic mRNA in the infected cells, but this
factor is necessary for translation in cell free systems. At present, we are carrying out different constructs that modify
the structure of this subgenomic mRNA to determine with more precision its mechanism of translation.

Publicaciones / Publications Tesis doctorales / Doctoral theses
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Resumen de investigacion

Papel de la mitocondria en patologia humana. Nuestro objetivo es la caracterizacion de los mecanismos celulares y molecu-
lares que regulan la actividad de la mitocondria en células de mamifero. Fundamentalmente, estudiamos el complejo de la
H*-ATP sintasa, cuello de botella de la generacion de energia bioldgica en la fosforilacion oxidativa (OXPHOS) que también
esta implicado en la ejecucién de la muerte celular. Por la implicacion evidente que la mitocondria tiene en patologia humana
(envejecimiento, cancer, diabetes, neurodegeneracion y enfermedades raras) hacemos especial hincapié en el estudio de
aquellos mecanismos que conducen a la expresion de un fenotipo mitocondrial aberrante. En particular, de aquellos que
se asocian con defectos primarios de la cantidad y/o actividad de la H*-ATP sintasa. Recientemente, hemos demostrado:
(i) que la regulacion de la expresion de la subunidad catalitica (3-F1-ATPase) de la H*-ATP sintasa humana se ejerce a
nivel de la traduccién durante el desarrollo y en oncogénesis (Fig. 1A); (ii) hemos caracterizado los mecanismos y vias de
sefializacion que promueven la reprogramacion metabdlica de células tumorales (Fig. 1B) y (iii) documentado que muchos
carcinomas humanos sobre-expresan el Factor de Inhibicion 1 de la ATP sintasa (IF 1) (Fig. 2A). Contrariamente a lo descrito
previamente, hemos demostrado que IF1 actua in vivo como un inhibidor de la actividad sintasa de la H*-ATP sintasa (Fig.
2B). La sobre-expresion de IF1 desencadena la inhibicion de la OXPHOS y consecuentemente promueve la reprograma-
ciéon metabolica de la célula tumoral a una glucdlisis aerébica mas activa (Fig. 2B). Ademas, mediante la inhibicién de la
actividad de la H*-ATP sintasa, se genera una sefial de especies reactivas de oxigeno (ROS) que desencadena en el nicleo
una respuesta adaptativa, que es especifica de tipo celular, encaminada a promover la proliferacion y resistencia a muerte
(Fig. 2B). Ademas, hemos desarrollado ratones transgénicos condicionales especificos de tejido que permiten la expresion
regulada de IF1 para profundizar en la caracterizacion de las funciones bioldgicas de IF1.

Figura 1. A, miR-127-5p (peine) se une al 3'UTR (verde) del
mRNA de B-F1-ATPasa e inhibe su traduccién. B, La activacion
de las quinasas de estrés AMPK y GCN2 median la reprogra-
macion metabdlica en células de carcinoma de colon.

Figure 1. A, miR-127-5p (comb) targets the 3'UTR (green) of
B-F1-ATPase mRNA and inhibits its translation. B, Activation
of the stress kinases AMPK and GCN2 mediate metabolic
reprogramming in colon cancer cells.
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Research summary

The Role of Mitochondria in Human Pathology: We are interested in the characterisation of the cellular and molecular
mechanisms that regulate the activity of mitochondria in cells of mammals. Our studies are focused on the H*-ATP synthase
complex, the enzyme system that is bottle-neck for the generation of biological energy by oxidative phosphorylation
(OXPHOS) and that is also required for the execution of cell death. Because mitochondrial dysfunction is at the heart
of different human pathologies (ageing, cancer, diabetes, neurodegeneration and rare diseases) we pay particular
emphasis to the study of the mechanisms that promote an aberrant mitochondrial phenotype. More specifically, of the
mechanisms associated with primary defects affecting the expression and/or activity of the H*-ATP synthase. Recently,
we have demonstrated: (i) that regulation of the expression of the catalytic subunit (8-F1-ATPase) of the human H*-ATP
synthase is exerted at the level of translation both during development and in oncogenesis (Fig. 1A); (ii) characterized
the mechanisms and signalling pathways that promote metabolic rewiring in cancer cells (Fig. 1B) and (iii) demonstrated
that many prevalent human carcinomas over-express the ATPase Inhibitory Factor 1 (IF1) (Fig. 2A). In contrasts to
previous suggestions, we have demonstrated that IF1 acts in vivo as an inhibitor of the H*-ATP synthase (Fig. 2B).
Mechanistically, the over-expression of IF1 triggers the inhibition of OXPHOS promoting metabolic rewiring of the cancer
cell to an enhanced aerobic glycolysis (Fig. 2B). Moreover, by blocking the activity of the H*-ATP synthase, IF1 promotes a
ROS signal that orchestrates the transcriptional activation of a cell-type specific adaptive response to favour an enhanced
proliferation and cell death resistance (Fig. 2B). Moreover, we have developed conditional tissue-specific transgenic mice
to inhibit the activity of the H*-ATP synthase by the regulated expression of IF1 to deepen in the molecular characterization
of the biological functions of IF1.

Publicaciones / Publications Otras actividades / Other activities
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na Humana, Real Academia Farmacia, Madrid, pp. 47-67.
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Tesis doctorales / Doctoral theses

Imke M. Willers (2011). “Molecular mechanisms controlling the
translation of the mRNA encoding the human catalytic B-subunit of
mitochondrial H*-ATP synthase in cancer and development”. Univer-
sidad Auténoma de Madrid. Directores: José M. Cuezva and Alvaro
D. Ortega.

Inmaculada Martinez-Reyes (2012). “Mecanismos y vias de sefia-
lizacién implicados en la reprogramacién metabdlica en cancer de
colon”. Universidad Auténoma de Madrid. Director: José M. Cuezva.

- J.M. Cuezva, (2011) ha sido Presidente del panel de evaluacién
“Biologia Molecular y Celular” de la Comisién Nacional de Evaluacién
de la Actividad Investigadora (CNEAI).

- El grupo ha desarrollado recientemente el Servicio PROTEOmAb
(2012) dirigido a la identificacion y cuantificaciéon de nuevos marcado-
res moleculares de enfermedad y/o a la respuesta a terapia, basado en
tecnologia de “Microarrays de Proteinas de Fase Reversa”. Con este
Servicio se pretende ayudar a la comunidad cientifica y/o clinica en
la evaluacion y traslacién de marcadores del metabolismo energético.

Figura 2. A, IF1 esta sobreexpresado en cancer de colon. B,
IF1 inhibe la H*-ATP sintasa y media la reprogramacion meta-
bélica y la respuesta adaptativa celular dependiente de ROS.

Figure 2. A, IF1 is highly over-expressed in colon cancer.
B, The inhibition of the H+-ATP synthase by IF1 triggers
metabolic reprogramming to aerobic glycolysis and a ROS-
mediated adaptive cellular response.

149



DINAMICAYFUNCIONDEL GENOMA /GENOMEDYNAMICSAND FUNCTION

Sintesis de proteinas y su regulacion en eucariontes

Protein synthesis and its requlation in eukaryotes

Jefe de Linea / Group Leader:

César de Haro Castella

Personal Cientifico /
Scientific Staff:
Juan José Berlanga Chiquero

Postdoctorales /
Postdoctoral Fellows:

Técnico de Investigacion /
Technical Assistance:
José Alcalde Garcia

Estudiantes /
Undergraduate Students:
Lucia Morales Rodriguez
Miguel Herrero Baena
Juan Manuel Mufioz Pefia

Isabela Alonso Gonzalez

(hasta Abril 2011) Nazareth Aparicio Anton

José Luis Jiménez Mufoz
Becarios Predoctorales / (Escuela Taller F.S.0.)
Graduate Students:
Ruth Martin Martin

Javier del Pino Garcia

Resumen de investigacion

En respuesta a distintas situaciones de estrés, incluidas infeccion viral, falta de nutrientes y radiacion ultravioleta, la
fosforilacion transitoria de la subunidad o del factor de iniciacion de la traduccion 2 (elF2a) reduce la sintesis global de
proteinas, atenuando el gasto energético y facilitando la reprogramacion de la expresion génica para remediar el dafio.
Asi, la fosforilacion de elF2a mediante la activacion de una de las cuatro elF2a quinasas (HRI, PKR, PERK y GCN2)
estimula la traduccion de ATF4, activador transcripcional de genes implicados en la respuesta integrada al estrés.
Nuestro interés se ha centrado en estas lineas:

1) Caracterizacion funcional del efecto antiviral de GCN2: i) GCN2 tiene efecto antiviral frente al virus de la inmunode-
ficiencia humana (HIV-1) y es degradado durante la infeccion viral; ii) el RNA de HIV-1 activa GCN2, promoviendo la
inhibicion de la traduccion del RNA viral, y la proteasa de HIV-1 degrada GCN2 para contrarrestar su efecto antiviral.

2) Respuesta diferencial de las elF2o quinasas de Schizosaccharomyces pombe (Gen2, Hri1 y Hri2) a distintas situa-
ciones de estrés: i) las elF2a quinasas de S. pombe responden de forma diferenciada a la falta de nutrientes y estan
implicadas en la regulacion del ciclo celular. Asi, la ruta de sefalizacién de las elF2a quinasas modula la parada del
ciclo celular en la fase G1 y la capacidad de supervivencia y de apareamiento de las células en ausencia de nitrégeno.

Nuestro propdsito es profundizar en el conocimiento de: i) los mecanismos moleculares de activacion de las elF2a
quinasas de mamifero, identificando nuevas proteinas que modulan su actividad; ii) el papel de las elF2a quinasas de
S. pombe en la regulacion del ciclo celular, asi como en el desarrollo y viabilidad celular. Ademas, nuestro objetivo final
es tratar de utilizar GCN2 como diana terapéutica frente al virus HIV-1.

Figura 1. GCN2 inhibe la sintesis de proteinas del
VIH-1y es degradado durante la infeccion viral. (A)
Durante la infeccion de VIH-1 se produce un aumento
en la fosforilacion de elF2a, posiblemente debido a la
activacion de GCN2, que inhibiria la traduccién del
RNA viral. Posteriormente, la proteasa viral degrada
a GCN2 para contrarrestar ese efecto negativo. (B)
En células que carecen del gen de GCN2 aumenta
significativamente la sintesis de proteinas del virus.

Figure 1. GCN2 inhibits HIV-1 protein synthesis
and is proteolytically cleaved upon viral infection.
(A) HIV-1 infection induces a marked increase
of elF2a phosphorylation levels, probably due to
GCN2 activation, promoting inhibition of viral RNA
translation. (B) In cells devoid of GCN2 gen, viral
protein synthesis is significantly increased.
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Research summary

In response to different environmental stresses, including viral infection, nutrient deprivation, and ultraviolet light
exposure, the transient phosphorylation of the o subunit of translation initiation factor 2 (elF2«) rapidly reduces global
protein synthesis, which lowers energy expenditure and facilitates reprogramming of gene expression to remediate
stress damage. Thus, the phosphorylation of elF2a through the activation of any of the four elF2a kinases of mammalian
cells (HRI, PKR, PERK and GCN2) enhances translation of ATF4, a transcriptional activator of genes involved in the
integrated stress response. Our recent work has been focused on these major lines:

1) Functional characterization of the antiviral effect of GCN2 in mammalian cells: i) GCN2 has antiviral effect against
human immunodeficiency virus (HIV-1) and is cleaved upon viral infection; ii) HIV-1 RNA activates GCN2, leading to the
inhibition of viral RNA translation, and HIV-1 protease cleaves GCN2 to overcome its antiviral effect.

2) Differential response of the elF2a kinases of the fission yeast Schizosaccharomyces pombe (Gen2, Hri1 and Hri2)
to distinct situations of cellular stress: i) the elF2c kinases of S. pombe respond differently to nutrient deprivation in the
culture medium and they are involved in regulation of cell cycle. Thus, the elF2co kinase signaling pathway modulates
G1 phase arrest, cell survival and mating under nitrogen starvation in S. pombe.

The major aim of our research group in the future would be to understand more deeply: i) the molecular mechanisms
involved in the activation of mammalian elF2a kinases, by identifying novel proteins that interact with them modulating
their activity; ii) the role of S. pombe elF2a kinases in the regulation of cell cycle as well as in development processes
and cellular viability, after different types of stress. Also, our goal is to try to employ GCN2 or its modulators as target
for antiviral therapy against HIV-1.

Publicaciones / Publications Tesis doctorales / Doctoral theses
Del Pino, J., Jiménez, J.J., Ventoso, |., Castello, A., Mufioz-Fer- Ruth Martin Martin (2012). Caracterizacién funcional de las elF2alfa
nandez, M.A., de Haro, C. and Berlanga, J.J. (2012) GCN2 has quinasas de Schizosaccharomyces pombe en distintas situaciones
inhibitory effect on human immunodeficiency virus-1 protein syn- de estrés. Universidad Auténoma de Madrid. Directores: César de
thesis and is cleaved upon viral infection. PLoS One. 7, e47272 Haro y Juan José Berlanga.

Javier del Pino Garcia (2012). Interaccion funcional de la elF2alfa
quinasa GCN2 con el virus de la inmunodeficiencia humana VIH-1.
Universidad Auténoma de Madrid. Directores: Juan José Berlanga y
César de Haro.

Figura 2. En S. pombe la fosforilacién de elF2a
es necesaria para una correcta parada del ciclo
celular en la fase G1 en situaciones de ausencia
de nitrégeno. (A) Mediante citometria de flujo, se
observa que en ausencia de nitrégeno las células
elF2aS52A, que expresan un elF2a no fosforilable,
retrasan significativamente su parada en la fase
G1 del ciclo celular. (B) En las micrografias 6pticas
(Nomarski) y fluorescentes (DAPI) se observa que,
a diferencia de las células salvajes (WT) que pa-
san de G2-M a G1 dividiéndose y redondeandose,
las células elF2aS52A contintian alargandose sin
llegar a dividirse.

Figure 2. In S. pombe elF2a phosphorylation is
required for proper G1 phase cell cycle arrest
when growing in the absence of nitrogen. (A) Using
flow cytometry, it is observed that in the absence
of nitrogen elF2aS52A cells, which express a
non-phosphorylatable elF2a, significantly retard
arrest in G1 phase of the cell cycle. (B) The optical
(Nomarski) and fluorescent (DAPI) micrographs
show that, unlike the wild-type cells (WT) which
move from G2-M to G1 by division and rounding,
elF2aS52A cells continue to elongate without
producing cell division.

151



DINAMICAYFUNCIONDEL GENOMA/GENOMEDYNAMICSAND FUNCTION
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Post-transcriptional regulation of gene expression in yeasts
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Resumen de investigacion

Se desarrollan tres lineas de investigacion:

A.- Ensamblaje del tallo ribosémico (TR) de Saccharomyces cerevisiae (responsable J. P. Garcia Ballesta). Conocer el
mecanismo de ensamblaje del TR es un paso necesario para comprender su funcién reguladora de la traduccién. Se
estan utilizando técnicas de espectroscopia de cros-correlacion de fluorescencia (FCCS)y FRET asi como la expre-
sion de modificaciones en la proteina PO, elemento central del TR con este propdsito. Lo datos indican la existencia de
al menos dos mecanismos alternativos de ensamblaje del TR, uno citoplasmatico y otro nuclear, que pueden generar
heterogeneidad ribosémica celular la cual es un elemento importante en el mecanismo de regulacién de la traduccion
previamente propuesto por nuestro laboratorio.

B.- Las proteinas P y la funcion mitocondrial (responsable M. Remacha). En ausencia de proteinas P1/P2, las levadu-
ras generan espontaneamente células petite, incapaces de llevar a cabo un metabolismo respiratorio. Con diferencias
entre fondos genéticos, en el SK1 este porcentaje llega a alcanzar el 100%, lo que nos ha permitido estudiar a nivel
molecular la relacién entre las proteinas citoplasmaticas P1/P2 y la actividad mitocondrial.

C.- Responsable M. A. Rodriguez Gabriel) Utilizamos las levadura Schizosaccharomyces pombe como organismos
modelo en el estudio de la respuesta a estrés y la transduccién de sefiales en células eucariéticas. Estamos interesa-
dos en los mecanismos de transduccién de sefiales y regulacion postranscripcional de la expresion génica que siguen
a los estimulos ambientales. Nuestra investigacion se centra en el estudio de MAPKSs y proteinas de union a RNA, tra-
tando de elucidar las rutas bioquimicas que permiten conseguir la especificidad fisiologica a la célula. También hemos
avanzado en el conocimiento de como la levadura es capaz de responder a distintas formas de arsénico inorganico y
qué mecanismos bioquimicos pone en marcha en respuesta a este elemento toxico.

Figura 1. Localizacion de la proteina PO del
tallo ribosémico en el nucleo de la célula
de S. cerevisiae mediante la técnica N&B
de espectroscopia de cros-correlacion de
fluorescencia y microscopia de dos fotones
A.- Células de S. cerevisiae expresando
PO marcada con proteina mCherry (rojo) y
el factor nuclear de ensamblaje ribosémico
Nop7 marcado con GFP (verde). B.- Zonas
de cross-correlacion positiva (azul) y cros-
correlacion negativa (rojo/amarillo) de las
dos proteinas limitadas al nucleo celular.
La cros-correlacion negativa es debida a la
existencia de FRET, comprobada indepen-
dientemente.

Trabajo realizado en colaboracién con la
Dra.C. Royer (Centre de Biochimie Struc-
turale, CNRS, Montpellier, Francia) y la Dra.
P. Lillo (Instituto Rocasolano, CSIC, Madrid)

Figure 1. Location of the ribosomal stalk protein PO in cellular nucleus of S. cerevisiae cells using Fluorescence Cross-Correlation Spectroscopy (N&B method)
and two-photons microscopy. A.- S. cerevisiae cells expressing mCherry-tagged PO (red) and the GFP-tagged assembly factor Nop7 (green). B.- Zones showing
positive (blue) and negative (red/yellow) cross-correlation demonstrate the presence of both protein in the same particles. Negative gross-correlation is due to
FRET, which was confirmed separatedly.

Work performed in collaboration with Dr. C. Royer (Centre de Biochimie Structurale, CNRS, Montpellier, Francia) and Dr. P. Lillo (Instituto Rocasolano, CSIC, Madfrid).
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Research summary

Three lines of research are being developed:

A.- Assembly of the Saccharomyces cerevisiae ribosomal stalk (leaded by J.P.Garcia Ballesta): Elucidating the ribosomal
stalk (TR) assembly mechanism is a necessary step to understand its regulatory role in translation. We are using
fluorescence cross-correlation spectroscopy (FCCS) and FRET and also the expression of modified derivatives of protein
PO, the scaffold component of the TR for this purpose. The data show the existence of at least two alternative TR assembly
mechanisms, one is cytoplasmic and the other nuclear. This duplicity may generate cellular ribosome heterogeneity,
which is an important element in the translation regulation mechanism previously proposed by our laboratory.

B.- The P proteins and the mitochondrial function (leaded by M. Remacha). In the absence of P1/P2, yeast cultures
do spontaneously generate petite cells, unable to grow under respiratory conditions. With differences among different
backgrounds, in SK1 the percentage of petite is close to 100%. After preparation of conditional mutants we have studied,
at a molecular level, which are the relationships between the cytoplasmic P1/P2 proteins and the mitochondrial activity.

C.- Stress response (leaded by M.A. Rodriguez Gabriel). We are interested in studying the mechanisms of signal
transduction and posttranscriptional regulation of gene expression in response to environmental stimuli. For that
purpose, we use the fission yeast Schizosaccharomyces pombe as a model organism. Our research is focused in the
study of MAPKs and RNA binding proteins, and how they can achieve physiological specificity in response to different
types of stress. We have also advanced in the knowledge of how yeast can respond to different forms of inorganic
arsenic and the biochemical mechanisms triggered in response to this element.

Publicaciones / Publications Tesis doctorales / Doctoral theses
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Proteomics Approach. Antioxid Redox Signal. Dec 10 (in press).
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Resumen de investigacion

El interés de nuestro laboratorio es descifrar la informacion regulatoria del genoma de los mamiferos y, en concreto,
entender la coordinacion entre la replicacion y la transcripcidn necesaria para responder a cambios ambientales o a
determinantes de identidad celular. Para ello combinamos aproximaciones de biologia molecular de alta resolucién
con aproximaciones gendmicas dirigidas a caracterizar los sitios de inicio de la replicacién y sus requerimientos
epigenéticos.

Las células que se estan dividiendo activamente deben duplicar de modo preciso su contenido en DNA antes de la
division celular. En las células de mamiferos la duplicacién del genoma comienza desde unos 20,000-50,000 sitios de
iniciacion por ciclo celular, existiendo grandes diferencias de frecuencia de uso entre ellos. A pesar de su importancia
en la regulacion y en la estabilidad del genoma, se desconoce como se especifican los origenes de replicacion y qué
determina su eficiencia de activacion en una poblacion de células. Las unidades basicas de la cromatina, los nucleoso-
mas, son uno de los candidatos mas probables para modular la eficiencia de activacion de los origenes ya que regulan
el acceso de los complejos proteicos al DNA. Hemos investigado esta posibilidad mediante analisis de alta resolucion
tanto del posicionamiento de nucleosomas como de los sitios de inicio de la replicacion en un grupo de origenes de
replicaciéon que se activan con distintas eficiencias. Hemos encontrado que en células de mamiferos los sitios de inicio
de la replicacion se localizan en regiones de alta ocupacion nucleosomal y que los patrones de iniciacion de la repli-
cacion reflejan el posicionamiento de los nucleosomas en los origenes. Hemos llegado a esta conclusion mediante
analisis detallados en origenes individuales y mediante la modulacion de la arquitectura nucleosomal en origenes
enddgenos o en un transgen en un sistema heterdélogo.

Estos resultados relacionan la iniciacién de la replicacion con el posicionamiento de los nucleosomas y ayudan a ex-
plicar la naturaleza flexible y degenerada de los origenes de replicacion, asi como su habilidad para acomodarse a un
epigenoma dinamico.
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Research summary

The long-term interest of our laboratory is decoding the regulatory information of the mammalian genome, focusing
on the coordination between transcription and replication that is needed to respond to either environmental changes
or determinants of cell identity. Within this context, we combine detailed molecular biology approaches directed to
characterise the sites of DNA replication initiation in human and mouse cells and their epigenetic requirements, with
genome-wide approaches aimed to reveal the complexity of the organization of both basic genomic processes.

Actively dividing cells should accurately duplicate their DNA content before cell division. In mammalian cells genome
duplication starts from 20,000-50,000 initiation sites per cell cycle, with marked differences in the frequency of usage
between them. Despite of theirimportance in genome regulation, it remains a mystery how replication origins are specified
and what determines their firing efficiency in a population of cells. The basic units of chromatin, the nucleosomes, are
likely candidates to influence origin efficiency as they regulate the access of protein complexes to DNA. We investigated
this possibility by performing a high-resolution analysis of nucleosome positioning and replication initiation sites at a
subset of origins of a range of firing efficiencies. We found that in mammalian cells DNA synthesis start sites occur at
genomic sites of high nucleosome occupancy and that initiation patterns mirror nucleosome positioning. We conclude
this by detailed analysis at individual origins of diverse nucleosome configuration and by modulating nucleosome
architecture either at an endogenous replication origin or at a transgene in a heterologous system.

Our findings link replication initiation with nucleosome positioning and help explaining the degenerated and flexible
nature of DNA replication origins, as well as their ability to accommodate to a dynamic epigenome.

Publicaciones / Publications Otras actividades / Other activities
Sequeira-Mendes, J. and Gémez, M. (2012).On the opportunistic TRABAJOS DE MASTER / MASTER THESES:
nature of transcription and replication initiation in the metazoan

; Isabel Revuelta Garcia (2011). Replication initiation and re-replication
genome. Bioessays 34: 119-125. activity of a transgenic hLaminB2 replication origin. Universidad Auté-
noma de Madrid.

Director: Maria Gomez

Ricardo Fradique de Almeida (2011). Link between orifin efficien-
cy and nucleosome positioning in mouse ES cells. Universidade do
Minho, Portugal.

Director: Maria Gomez

Sofia Matos Madeira (2011). Influence of CpG island methylation
status and histone modification marks in the firing efficiency of DNA
replication origins in pluripotent cells. Universidade do Minho, Portugal.

Director: Maria Gémez

Figura 1. Perfiles de iniciacion de la replicacion (lineas grises) y organizacion nucleosomal (histogramas rojos) en origenes de replicacion de DNA
asociados con promotores de genes activos.

Figure 1. Replication initiation profiles (grey lines) and nucleosomal organization (red histograms) at efficient DNA replication origins associated
with active gene promoters.
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Resumen de investigacion

La emergencia de los organismos multicelulares requirié la adquisicion de nuevos mecanismos para coordinar la
division celular y la diferenciacion. Nuestro interés se centra en entender como se ha establecido dicha coordinacién
durante el desarrollo estudiando la replicacién del DNA 'y el control de la expresién génica. Utilizamos la planta Arabi-
dopsis thaliana que permite realizar abordajes moleculares, celulares, genéticos y genémicos. Por ello, tanto concep-
tual como técnicamente, Arabidopsis es un modelo muy apropiado a nivel de organismo para responder preguntas
fundamentales sobre ciclo celular y replicacion del genoma en organismos multicelulares.

Uno de nuestros objetivos ha sido identificar los origenes de replicacion a nivel de genoma completo (originoma) y
las marcas epigenéticas asociadas en células de Arabidopsis en cultivo. Hemos observado que los origenes tienden
a localizarse en la mitad 5’ de los genes, un hecho confirmado después en células animales, y a estar enriquecidos
en marcas activadoras e histonas H2A.Z y H3.3. Hemos desarrollado protocolos para el estudio de origenes de re-
plicacion en el organismo completo lo que nos esta permitiendo identificar factores y condiciones que influencian su
especificacion y su uso, por ejemplo, hormonales, de desarrollo o ambientales.

Las chaperonas de histona facilitan la asociacion de histonas con el DNA en procesos dependientes (CAF-1 para la
H3.1) o no (HIRA para la H3.3) de la replicacién del DNA. Tras obtener el mapa gendmico de ambas estamos expan-
diendo nuestro estudio a varios mutantes de chaperonas. Ademas, estamos interesados en identificar nuevas fun-
ciones de la proteina retinoblastoma y de varios factores de transcripcion en la coordinacion de replicacion y division
celular a través de nuevos mecanismos de control de la expresion génica.

A largo plazo, nuestro interés es entender las relaciones entre division celular, cromatina y diferenciacion durante el
desarrollo de Arabidopsis con especial énfasis en la iniciacion de la replicacion, su regulaciéon en el organismo vy las
implicaciones de nuevos factores celulares.

Figura 1. Distribucion (arriba) y visualizacion (abajo) de
histona H3.1 y H3.3 en Arabidopsis.

Figure 1. Distribution (top) and visualization (bottom) of
histone H3.1 and H3.3 in Arabidopsis.
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Research summary

Emergence of multicellular organisms required novel structures and mechanisms to coordinate cell division, acquisition
of cell fates and cell differentiation. We are interested in understanding how this coordination is established by studying
cell division, DNA replication and gene expression control, as well as the implications of epigenetics. Organogenesis
in plants, in contrast to animals, is a postembryonic continuous process that relies on proliferation and endoreplication
cycles. Thus, we use Arabidopsis thaliana because both conceptually and technically, is a powerful model to tackle
these fundamental questions at the organismal level using molecular, cellular, genetic and genomic approaches.

One of our goals has been the genome-wide identification of replication origins (the originome) and their associated
epigenetic marks in cultured Arabidopsis cells. We found that most origins colocalize with the 5’half of genes and are
enriched in nucleosomes, histone H2A.Z and H3.3 variants. Next, we have developed approaches to study origins in
the whole organism to identify factors and/or conditions, beyond the cellular level, that influence genome replication
control, e.g. hormonal, developmental or environmental signals.

Histone chaperones facilitate association of histones with DNA in a DNA replication- dependent (CAF-1) or—independent
(HIRA) manner depositing H3.1 or H3.3 variants, respectively. After obtaining the genome-wide map of H3.1 and H3.3,
we are expanding these studies to various chaperone mutants to determine their relevance in gene expression and
genome replication. The coordination of genome replication and expression is crucial for cell proliferation and organ
growth. We aim to identify novel roles of the retinoblatoma protein and various transcription factors in controlling cell
fate through unknown mechanisms of gene expression control.

Our long-term interest is to understand the crosstalk of cell division, chromatin and differentiation during Arabidopsis
development with a special focus in understanding initiation of DNA replication, its regulation in a whole organism and
the implications of the novel cellular factors that we are identifying.

Publicaciones / Publications Otras actividades / Other activities
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Figure 2. Example of epigenomic properties of a DNA replication origin.

Caro, E., Desvoyes, B., and Gutierrez, C. (2012) GTL1 keeps
cell growth and nuclear ploidy under control. EMBO J. 31,
4483-4485.
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Resumen de investigacion

La regulacion de la expresion génica en eucariotas superiores es un proceso multifasico que implica varios eventos
complejos, tales como la transcripcion, el procesamiento, la traduccion y el recambio de los RNAs y de las proteinas.
Actualmente esta bien establecido que cada paso de este circuito informativo se modula por la accion de RNAs y/o
proteinas reguladoras. Hasta ahora, cada paso ha sido estudiado de manera individual, pero poco se sabe sobre cémo
el efecto combinado de todos los eventos reguladores se coordinan por la accién de proteinas multifuncionales. Por
lo tanto, la cuestion fundamental de como la informacion genémica y transcriptémica se procesa en diferentes niveles
reguladores en respuesta a cambios dinamicos y tensiones ambientales para obtener la diversidad protedmica espe-
cifica ha quedado, por lo tanto, sin respuesta.

Las proteinas T-cell intracellular antigen 1 (TIA1) y TIA1 related/like (TIAR/TIAL1) son moduladores multifuncionales de
las diferentes capas que constituyen el flujo de la expresion génica y, por tanto, unos buenos candidatos para llevar a
cabo estos estudios. En el nucleo, estas proteinas interaccionan tanto con el DNA como con la RNA polimerasa Il regu-
lando las velocidades de transcripcion. Las proteinas TIA también funcionan como moduladores del procesamiento de los
pre-mRNAs promoviendo el reclutamiento de la ribonucleoproteina nuclear U1 snRNP para cortar y empalmar exones al-
ternativos y constitutivos. En el citoplasma, estas proteinas tienen la doble funcién de regular la estabilidad y/o traduccion
de los MRNAs implicados en respuestas celulares apoptoéticas e inflamatorias. Desde un punto de vista (pato)-fisiologico,
estos reguladores han sido implicados en el desarrollo de procesos biolégicos complejos como son la apoptosis, la
inflamacion, las infecciones mediadas por virus, el estrés ambiental, el desarrollo embrionario o la tumorogénesis. Sin
embargo, sus efectos sobre la proliferacion, la diferenciacion y el crecimiento celular necesitan ser esclarecidos.

Figura 1. Reduccion de la expresion de las proteinas
TIA1, TIAR y HuR en células HeLa mediante técnicas de
RNA interferente.

Figure 1. RNAi-mediated knockdown on TIA1, TIAR and
HuR proteins in HeLa cells.
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Research summary

Gene expression in higher eukaryotes is a multilayer process involving several complex processes such as the
transcription, splicing, translation and turnover of RNAs and proteins. It is now well-established that each step of this
informative circuit is modulated by gene-regulatory events. So far each individual process has been strongly studied,
but little is known about how the combined effect of all regulatory events shapes gene expression by multifunctional
proteins. Thus, the fundamental question of how genomic and transcriptomic information is processed at different
levels in response to dynamic regulatory changes and environmental stresses to obtain specific proteome diversity
have therefore remained unanswered.

The T-cell intracellular antigen 1 (TIA1) and the TIA1-related (TIAR) proteins are multifunctional modulators at different
layers of the gene expression regulatory flux and a good candidates to carry out these studies. They can interact with
DNA and RNA polymerase Il to modulate the transcriptional rates of genes that encode functional proteins and RNAs.
TIA proteins are also splicing factors that promote the U1 snRNP recruitment to splice alternative and constitutive exons.
In the cytoplasm, these proteins have dual roles in promoting stability and/or repressing translation of mRNAs involved
in apoptotic and inflammatory pathways. From a (patho-)physiological viewpoint, these regulators have been involved
in the development of main biological processes and complex cellular responses such as apoptosis, inflammation,
virus-mediated infections, environmental stress, embryonic development or tumorigenesis. Although the roles of TIA
proteins in key processes as for example inflammation and the cell response to stress are well established, its effects
on cell proliferation, differentiation and growth remain elusive.
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Figura 2. Caracterizacién inmunohistoquimica
de los xenotumores derivados de células Hela
con expresion disminuida de las proteinas TIA1
y/o TIAR.

Figure 2. Immunohistochemical characterization
of xenograft tumors derived from TIA1- and/or
TIAR-depleted HelLa cells.
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Resumen de investigacion

Las regiones no codificantes del mRNA contienen motivos reguladores que juegan un papel clave en situaciones de estrés
celular. De hecho, el descubrimiento de nuevos mecanismos de control de la traduccién mediante elementos estructura-
les del mRNA, proteinas de interaccién con RNA o microRNAs ha revolucionado el campo de la regulaciéon génica con
implicaciones en la salud y la enfermedad. El interés de nuestro grupo consiste en entender el proceso de iniciacion de la
traduccion dirigido por sitios de entrada interna del ribosoma (IRES) y, especificamente, en dilucidar el mecanismo por el
cual elementos IRES de RNA virales dirigen el inicio de la traduccién.

Los elementos IRES forman complejos ribonucleoproteicos en los que la estructura del RNA esta intimamente relacionada
con su actividad. Hemos identificado elementos estructurales (Fig. 1), esenciales para la actividad IRES implicados en
interacciones terciarias que proporcionan informacion para la construccion de modelos de RNA tridimensionales. En para-
lelo, hemos caracterizado proteinas que interaccionan con IRES virales que forman parte de redes de regulacion génica.
Gemin5 actua como regulador negativo de la traduccion, interaccionando con una regién del IRES a través de su extremo
C-terminal (Fig. 2). Gemin5 es proteolizada en células infectadas por FMDV por la proteasa L que reconoce una secuencia
rica en aminoacidos basicos (Fig. 2). Este resultado permitié identificar nuevos factores sustrato de esta proteasa, como
Daxx, implicada en control de transcripcion, apoptosis y respuesta antiviral.

La definicién de un motivo estructural minimo con actividad IRES es esencial para poder hacer predicciones de IRES en
mRNAs eucaridticos a escala gendmica. El trabajo que tenemos en curso sobre la organizacion de IRES virales junto con
la caracterizacion de la red de proteinas que modulan la iniciacion de la traduccién nos permitira establecer las bases mo-
leculares para predecir la presencia de elementos IRES en mRNAs celulares.

Figura 1. Andlisis estructural de mutantes
del IRES de FMDV via SHAPE (izquierda).
Modelo estructural del tallo apical del domi-
nio 3 (derecha).

Figure 1. SHAPE structural analysis of
FMDV mutant IRES elements (left). RNA
structure model of the apical stem-loop of
domain 3 (right).
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Research summary

RNA regulatory motifs located in non-coding regions play crucial roles in gene expression control during cellular stress.
The discovery of novel mechanisms of translation control by RNA structures, RNA-binding proteins and microRNAs
have increased the potential for gene regulation, with key implications for health and disease. We are interested in
understanding the process of internal initiation driven by viral Internal Ribosome Entry Site (IRES) elements.

To achieve its function, IRES elements assemble ribonucleoprotein complexes in which RNA structure and IRES function
is tightly coupled. We have identified conserved structural elements required for viral IRES activity that determine
distant interactions providing information about conformational constraints helpful to build RNA three-dimensional
models (Fig. 1). In parallel, we have characterized novel IRES-interacting proteins that form part of requlatory networks
of gene expression. Functional characterization of Gemin5 has shown a novel function for this protein as a negative
regulator of translation. Gemin5 binds to a discrete region of the IRES through its C-terminal region (Fig. 2). Gemin5
is proteolyzed in FMDV infected cells by the action of the L protease; the cleavage site consists of a basic amino acid
sequence (Fig. 2). This result allowed us to identify novel host factors that are substrate of this protease. This is the
case of Daxx involved in transcription control, apoptosis and antiviral response.

Definition of the minimal structural motif that can build up an IRES element is essential to predict potential IRES
elements at a genome-wide scale. Our current and near future work on viral IRES structural organization together with
the functional characterization of the network of RNA-binding proteins that modulate translation initiation will allow us
to be in a position to predict the presence of a functional IRES in cellular mRNAs.
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Figura 2. Proteolisis de la proteina Gemin 5 por la proteasa L de FMDV (izquierda). Deter-
minacién de los nucledtidos protegidos por Gemin5 y PTB en el IRES de FMDV (derecha).

Figure 2. Gemin5 proteolysis by the FMDV L protease (left). Gemin5 and PTB

footprint on the FMDV IRES (right).
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Resumen de investigacion

Una de las caracteristicas mas sorprendentes de Leishmania es que carece de una regulaciéon de la expresion génica a
nivel transcripcional. En estos organismos, la expresion génica es regulada por mecanismos postranscripcionales, actual-
mente poco conocidos. Por este motivo, estos microorganismos constituyen modelos muy adecuados para estudiar me-
canismos de regulacién postranscripcional. Ademas, estos parasitos unicelulares son patdgenos importantes en humanos.

Nuestro grupo viene contribuyendo a la teoria de que la regulacién génica postranscripcional en Leishmania es determi-
nada por elementos localizados en las regiones 3’ no traducidas (3-UTRs) de los mRNAs. Estamos estudiando proteinas
de union a RNA (RBPs), como elementos clave en la regulacion de la expresion génica. En concreto, nuestro campo
de estudio son las RBPs de la familia PUF. Hasta 11 proteinas PUF estan codificadas en Leishmania, y gran parte de la
actividad investigadora del grupo se dirige a determinar los mRNAs blanco de cada una de estas proteinas. Las proteinas
PUF interaccionan con secuencias localizadas en las 3'-UTRs de sus mRNAs blanco. Sin embargo, en las bases de da-
tos del genoma de Leishmania, no existe informacion sobre las regiones 5’- y 3'-UTRs de los genes. Los avances en las
tecnologias de secuenciacion, actualmente permiten determinar el transcriptoma de un organismo de forma sencilla. Con
este objetivo, en colaboracion con la unidad de Gendmica y Secuenciacion Masiva del CBMSO, estamos reconstruyendo
el transcriptoma de varias especies de Leishmania mediante secuenciacion masiva de RNA (RNA-Seq). Esta informacién
resulta clave para determinar cémo la regulacion de la expresion génica tiene lugar en el tiempo y en el espacio durante
la diferenciacion del parasito, asi como la identificacion de los elementos reguladores en los MRNAs.

Por otro lado, como miembro de la red de Enfermedades Tropicales (ISCIII), nuestro grupo interviene en proyectos
colaborativos dirigidos a la busqueda de estrategias terapéuticas y de prevencion de la leishmaniasis, una enfermedad
que continua afectando a millones de personas en todo el mundo.

Figura 1. Visién general sobre la regulacion de la ex-
presién génica en Leishmania (Requena (2011) Front
Biosci 17, 2069-2085).

Figure 1. Overview of the regulation of gene expression
in Leishmania (Requena (2011) Front Biosci 17, 2069-
2085).
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Research summary

One of the most remarkable features of Leishmania is the almost complete absent of transcriptional regulation. In
these organisms, gene expression is regulated by post-transcripcional mechanisms poorly understood at present.
Therefore, these organisms are extremely attractive models for studying mechanisms of post-transcriptional regulation.
In addition, these unicellular parasites are important pathogens for humans.

Studies from our group contributed (and continues contributing) to the general belief that post-transcriptional gene
regulation frequently occurs through elements located in mRNA 3’ untranslated regions (UTRs). Currently, we are
studying RNA-binding proteins (RBPs), as key players in the regulation of gene expression. In particular, our objective
is the study of RBPs belonging to the PUF family. Eleven different PUF proteins are encoded in Leishmania, and an
important effort of our group is directed to determine RNAs that are bound to each one of these proteins. PUF proteins
bind regulatory sequences located in the 3'UTRs of their target mMRNAs. However, in Leishmania genome databases,
genes lack annotated 5- and 3-UTRs. Recent advances in sequencing technology have created unprecedented
opportunity to define transcriptomes. For this purpose, in collaboration with the Genomics and Massive Sequencing
Unit at CBMSO, we are reconstructing the entire transcriptome of Leishmania major and other Leishmania species
using deep RNA sequencing (RNA-Seq). Such information is central to determining the timing and regulation of gene
expression in different developmental stages and the identification of functional elements in mRNAs.

On the other hand, as members of the Tropical Diseases network (ISCIII), our group is engaged in collaborative
projects exploring new therapeutic and preventive strategies to control leishmaniasis, a disease that continues affecting
millions of people worldwide.
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Resumen de investigacién Kristell Klaassen (Institute of Molecular Genetics and Genetic Engineering, Belgrado, Serbia)
(octubre-diciembre 2012)

El grupo pertenece al CIBER de Enfermedades Raras y al Instituto de Investigacion Sanitaria IdiPAZ. Nuestro trabajo se centra en
el estudio de las bases moleculares de diferentes enfermedades metabolicas hereditarias (EMH), su fisiopatologia y del mecanismo
molecular subyacente a los distintos tipos de mutaciones con el objetivo de identificar dianas terapéuticas y desarrollar nuevos trata-
mientos génicos y farmacolégicos. Se estan empleando arrays de SNP y oligos asi como secuenciacion masiva para la caracteriza-
cién génica de los pacientes. Se ha identificado la implicacién del gen PPM1K que codifica para la fosfatasa que regula el complejo
BCKDH en la enfermedad jarabe de arce.

Hemos analizado el efecto de mutaciones sobre splicing, traduccion y plegamiento de la proteina utilizando diferentes sistemas de
expresién asi como modelos celulares de enfermedad (fibroblastos de pacientes). Se ha confirmado la eficacia de la terapia antisen-
tido para modular el splicing, aplicado a la recuperacién funcional de mutaciones intrénicas y exonicas que generan sitios nuevos de
splicing en diferentes EMH. Ademas se ha analizado la disfuncién mitocondrial subyacente a varias de estas enfermedades revelan-
do dafio oxidativo reflejado por un aumento en los niveles de ROS y apoptosis que produciria la alteracion en la morfologia y en la
respiracion mitocondrial observada en las células de los pacientes. Estos resultados apuntan a la utilizaciéon de una nueva estrategia
terapéutica con antioxidantes. Asimismo, se han analizado mutantes missense en aciduria metilmalénica y en defectos congénitos de
glicosilacion por deficiencia en la proteina fosfomanomutasa revelando un defecto en el plegamiento y estabilidad de la proteina, lo
que ha conducido a la busqueda de chaperonas farmacolégicas para el tratamiento de estas enfermedades denominadas conforma-
cionales. Por otra parte, se ha establecido la prueba de concepto del uso terapéutico de compuestos supresores de la terminacion
para tratar pacientes con acidurias organicas portadores de mutaciones nonsense.

Figura 1. Tras analisis por SNP-arrays, secuenciacion y estudios funciona-
les se ha descrito por primera vez la implicacion de la fosfatasa mitocondrial

PP2Cm en la enfermedad jarabe de arce. Figura 2. Anélisis estructural de mutaciones missense en PMM2

identificadas en pacientes con defectos congénitos de glicosilacion tipo la.
Figure 1. We have described for the first time the involvement of mitocondrial

phosphatase PP2Cm in maple syrup urine disease, after the analysis by Figure 2. Structural analysis of missense changes in PMM2 identified in
SNP-arrays, sequencing and functional studies (Oyarzabal et al. 2012). patients with congenital disorder of glycosylation type la (Vega et al. 2011).

164



CBMSO 2011-2012

Research summary

The group belongs to the Biomedical Network Research Center for Rare Diseases (CIBERER) and to Hospital La Paz Institute for
Health Research (IdiPaz). Our work is focused on the research on the molecular basis of different inherited metabolic diseases (IMD),
their cellular pathophysiology and the molecular mechanism of mutations identified in patients with the aim of identifying therapeutic
targets and developing new genetic and pharmacological treatment strategies. New genomic technologies, based on arrays (SNPs
and oligo-based) and massive parallel sequencing, have been implemented for the genetic characterization of patients.

We have analyzed the effect of mutations on splicing, translation and folding of the protein using different expression systems and
cellular models of disease (patients’ fibroblasts). The group has confirmed the efficiency of a gene specific antisense RNA-based
therapy to modulate splicing, applied to intronic and exonic mutations generating new splice sites in different IMD. In addition we
have analyzed the secondary mitochondrial dysfunction present in several IMD revealing oxidative damage which is reflected by the
increase in ROS and apoptosis levels resulting in altered mitochondrial morphology and respiration as observed in patient cells. These
results indicate that antioxidants could be used as a novel therapeutical strategy. We have characterized the stability and folding defect
of missense mutants in methylmalonic aciduria and congenital defects in glycosylation due to a deficiency in phosphomanomutase,
leading to the search for pharmacological chaperones for these diseases known as conformational diseases. We have established
the proof-of-concept of the therapeutic use of readthrough drugs for nonsense mutation suppression in organic acidurias.
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Resumen de investigacion

Hemos continuado con el estudio del mecanismo de replicacion del DNA de @29 que se inicia mediante la proteina terminal
(TP). La base 3’ terminal del molde es esencial para determinar cual es el nucledtido interno que inicia la replicacién del DNA
de 229. Aminoacidos de los dominios intermedio y “priming” de la TP estan implicados en la formacién de un heterodimero
estable y funcional con la DNA polimerasa de 229. Hemos caracterizado sefiales de localizacion nuclear (NLSs) eucaridticas
en la TP de 829 y de otros bacteriéfagos cuya funcién puede ser facilitar la transferencia horizontal de genes entre procariotas
y eucariotas. En colaboracion con el Dr. Borja Ibarra hemos determinado la dinamica de la DNA polimerasa de 829 por la que
se acoplan las reacciones de replicacion y apertura de cadena. Hemos analizado la localizacién subcelular de la proteina p6
de 229. Al comienzo de la infeccién la p6 localiza en una configuracién periférica tipo hélice y posteriormente es reclutada en
el nucleoide bacteriano, para lo que se requiere la sintesis del DNA viral. Mediante el uso de los extremos del DNA de 829 y
el sistema de replicacion de 29 hemos obtenido amplificacion de DNA heterdlogo iniciada con TP. La proteina p56 de 229
es un inhibidor de la uracil-DNA glicosilasa (UDG) de B. subtilis impidiendo su union al DNA, evitando el efecto inhibidor de
la UDG sobre la replicacion del DNA de 29. En colaboracion con el Dr. Juan Luis Asensio hemos determinado la estructura
tridimensional de la p56.

Uno de los motivos HhH del subdominio fingers de la DNA polimerasa X de B. subtilis juega un papel en la coordinacién de
las actividades de polimerizacion, exonucleasa 3’-5’ y AP endonucleasa de este tipo de polimerasas durante la reseccion de
extremos 3’ desapareados o en la reparacion de sitios abasicos.

Figura 1. Localizacion nuclear de proteinas terminales (TP) de bacteriéfagos.

Figure 1. Nuclear localization of bacteriophage terminal proteins (TP).
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Research summary

We have continued with the study of the structural and functional bases of the mechanism of @29 DNA replication initiated by TP-priming. For the replication of 229
DNA, the 3’ terminal base in the template is essential to determine the internal nucleotide that initiates replication. Amino acids of the TP intermediate and priming
domains are involved in the formation of a stable and functional heterodimer with the 29 DNA polymerase. We have characterized eukaryotic nuclear localization
signals (NLSs) in the TP of 829 and other bacteriophages. In @29, residues 1-37 at the N-terminal domain contain a functional NLS. We suggest a common function
of bacteriophage TPs facilitating the horizontal transfer of genes between prokaryotes and eukaryotes. In collaboration with Dr. Borja Ibarra, using optical tweezers,
we have determined the dynamics to couple unwinding and replication reactions by the 29 DNA polymerase. We have analysed the subcellular localization of the
histone-like protein p6 of 829. At early infection stages, it localizes in a peripheral helix-like configuration and later is recruited at the bacterial nucleoid. This migration
process requires the synthesis of viral DNA. We have developed a DNA amplification system primed by the @29 TP based on the minimal replication origins of 29
DNA. The 229 protein p56 is an inhibitor of the B. subtilis uracil-DNA glycosylase (UDG) by avoiding its binding to DNA, thus preventing the 329 DNA replication
impairment caused by the uracil excision activity of UDG. In collaboration with Dr. Juan Luis Asensio, we have determined the 3D structure of p56.

Site-directed mutagenesis at residues of one of the B. subtilis DNA polymerase X HhH motifs of the fingers subdomain, have led to infer a role in the coordination
of the polymerization, 3™-5" exonucleolysis and AP-endonucleolysis activities of this kind of polymerases, during the resection of a mismatched 3’ terminus or

through the repair of an abasic site.
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Resumen de investigacion

Nuestro grupo esta interesado en el estudio de los mecanismos que las células eucariotas utilizan para preservar la
integridad del genoma durante la replicacion cromosémica, especialmente cuando el DNA esta dafado. Para ello em-
pleamos como modelo de trabajo la levadura Saccharomyces cerevisae.

Durante este periodo hemos estudiado la regulacion de la endonucleasa especifica de estructura Mus81-Eme1/Mms4,
un complejo heterodimérico conservado evolutivamente. Hemos encontrado que su funcién esta estrictamente controlada
durante el ciclo celular mitético mediante la fosforilacion de la subunidad no catalitica Mms4 por las quinasas Cdc28 (CDK)
y Cdc5 (quinasa del tipo Polo). La modificacion de esta proteina ocurre al final de la fase S pero antes de la segregacion
cromosomica, y es necesaria para la actividad nucleasa de Mus81-Mms4. El modo de regulacion de esta endonucleasa
previene su funcién durante la replicacion cromosomica y las posibles consecuencias negativas para la estabilidad del
genoma derivadas de su accion nucleolitica. Al mismo tiempo, proporciona un mecanismo de salvaguarda para resolver
intermediarios de DNA que puedan permanecer después de la replicacion y requieran ser procesados antes de la mitosis.

Hemos estudiado también el papel de los componentes de la ruta RAD6/RAD18 de tolerancia al dafio en el DNA
durante la replicacion cromosémica en presencia de lesiones en el DNA causadas por el agente alquilante MMS.
Hemos encontrado que la rama libre de error de esta ruta, mediada por la E3-ubiquitina ligasa Rad5 (HLTF/SHPRH
en humanos), tiene un papel principal en la tolerancia al dafio en el DNA provocado por el MMS durante la fase S.
Por el contrario, las polimerasas de sintesis a través de lesiones tienen una contribucién minoritaria en esta respuesta
celular. Rad5 es crucial para completar la replicacion cromosémica bajo estas condiciones de dafio en el DNA, y sus
actividades helicasa y Ubiquitina-ligasa son necesarias para esta funcion.

Figura 1. La fosforilacion de Mms4 es necesaria para
la actividad nucleasa del complejo Mus81-Mms4.

Figure 1. Mms4 phosphorylation is required for the nu-
clease activity of the Mus81-Mms4 complex.
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Research summary

Our group is interested in the study of the mechanisms that eukaryotic cells use to preserve genome integrity during
chromosome replication, especially when the DNA is damaged. For this we use the budding yeast Saccharomyces
cerevisiae as a working model.

During this period we have studied the regulation of the structure-specific endonuclease Mus81-Eme1/Mms4, an
evolutionarily conserved heterodimeric complex. We have found that its function is strictly controlled during the mitotic
cell cycle by Cdc28 (CDK)- and Cdc5 (Polo-like kinase)-dependent phosphorylation of the non-catalytic subunit Mms4.
The modification of this protein occurs at the end of S phase but before chromosome segregation, and is necessary
for the nuclease activity of Mus81-Mms4. The mode of regulation of this endonuclease prevents its function during
chromosome replication and the possible negative consequences for genome stability derived from its nucleolytic
action. Yet, it provides a safeguard mechanism to resolve DNA intermediates that may remain after replication and
require processing before mitosis.

We have also studied the role of the components of the RAD6/RAD18 pathway of DNA damage tolerance during
chromosome replication in the presence of DNA lesions caused by the alkylating agent MMS. We have found that the
error-free branch of this pathway, mediated by the E3-ubiquitin ligase Rad5 (human HLTF/SHPRH), has a major role in
tolerance to MMS-induced DNA damage during S phase. On the contrary, the translesion synthesis polymerases have
only a minor contribution to this cellular response. Rad5 is crucial for the completion of chromosome replication under
these DNA-damaging conditions, and both its helicase and Ubiquitin-ligase activities are required for this function.
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V. and Tercero, J. A. (2012) Cell cycle-dependent regulation of the dos en la respuesta celular al dafio en el DNA durante la replicacion
nuclease activity of Mus81-Eme1/Mms4. Nucleic Acids Res. 40, cromosomica en Saccharomyces cerevisiae. Universidad Autonoma
8325-8335. de Madrid. Director: José Antonio Tercero.

Figura 2. Analisis de la progresion de las horquillas de replica-
cioén a lo largo de un replicon del cromosoma VI de S. cerevi-
siae, en presencia (+MMS) o en ausencia de dafo en el DNA,
mediante la técnica de sustitucién de isotopos de densidad.
HH: DNA no replicado. HL: DNA replicado.

Figure 2. Analysis of DNA replication fork progression along
a replicon of chromosome VI of S. cerevisiae, either in the
presence (+MMS) or in the absence of DNA damage, using the
dense isotope substitution technique. HH: unreplicated DNA.
HL: replicated DNA.
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Javier Klett Arroyo
Helena Gomes dos Santos
Alvaro Cortés Cabrera

Resumen de investigacion

1) Estabilidad, dinamica y evolucién de proteinas. Nuestro grupo desarrolla modelos matematicos para predecir la es-
tabilidad de plegamiento de las proteinas, el efecto de las mutaciones, la cinética del plegamiento, la estabilidad frente
a plegamientos incorrectos y las presiones selectivas asociadas. Mediante estos modelos, simulamos la evolucion de
las proteinas y el efecto del proceso evolutivo (tasa y sesgo de mutacion, tamafio de poblacién) sobre su estabilidad.
Nuestro modelo de red elastica de angulos de torsion permite simular la dinamica de equilibrio de las proteinas, carac-
terizar sitios alostéricos y sitios cataliticos, y distinguir los movimientos funcionales de los cambios de conformacién en
respuesta a una perturbacion aleatoria. En este marco, estamos desarrollando una funcién de energia para predecir
los cambios de conformacion y sus barreras de energia. Estudiamos la evolucién de las regiones desordenadas de las
proteinas, y su contribucién a la complejidad del organismo.

2) Ecologia tedrica y redes bacterianas. Investigamos los factores que influyen sobre la biodiversidad de los ecosistemas,
en particular competicion y mutualismo. Analizando co-ocurrencias de bacterias en muestras ambientales, predecimos sus
redes de interacciones y hemos propuesto que las interacciones mutualistas favorecen cosmopolitismo y biodiversidad.

3) Secuenciacion. Hemos desarrollado el algoritmo ZPeaks para detectar picos en experimentos de secuenciacion,
aplicandolo al analisis de origenes de replicacion.

4) Disefio de farmacos (Antonio Morreale). Hemos completado una nueva version de nuestra plataforma automatica de cri-
bado virtual VSDMIP, que permite encontrar potenciales farmacos basados en la estructura de la proteina diana o de ligan-
dos conocidos, beneficiandose del entorno grafico del programa PyMOL. Hemos mejorado nuestro algoritmo de docking
y la funcién de puntuacion, y hemos explorado una nueva aproximacion al disefio de farmacos. Nuestra nueva aplicacion
web AtlasCBS permite caracterizar el espacio quimico-bioldgico del disefio de farmacos. Nuestra experiencia en modelado
molecular ha producido numerosas colaboraciones tanto dentro como fuera del CBMSO y una solicitud de patente.

Figura 1. Las regiones desordenadas son abundantes en los complejos de protei-
nas como el Centrosoma. Su evoluciéon mediante grandes inserciones es acelera-
da a lo largo de las ramas donde la complejidad del organismo ha aumentado mas. Figura 2. Representacion grafica que expresa nuestros

. . ) i ) intereses y logros en docking y evaluacion.
Figure 1. Disordered regions are abundant in protein complexes such as the Cen-
trosome. Their evolution through large insertions is accelerated along branches in Figure 2. Composite view depicting our interests and
which the complexity of the organism increased. accomplishments in docking and scoring.
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Research summary

1) Stability, dynamics and evolution of proteins. Our group develops mathematical models for predicting protein folding stability, the
effect of mutations, stability against misfolding and the corresponding selective pressures. We apply these models to simulate protein
evolution and the effect of the evolutionary process (mutation rate, mutation bias, population size) on protein stability. Our torsional
network model (TNM) allows simulating the equilibrium dynamics of proteins, characterizing allosteric and catalytic sites, and telling
functional movements from conformation changes in response to a random perturbation. Within the TNM, we are developing an
energy function to predict conformation changes and energy barriers. We study the evolution of disordered protein regions and their
contribution to organism complexity.

2) Theoretical ecology and bacterial networks. We investigate the factors that influence ecosystem diversity, in particular competition
and mutualism. By analyzing co-occurrences of bacteria in environmental samples, we predict their interaction networks and we
proposed that mutualistic interactions favor bacterial cosmopolitanism and biodiversity.

3) Next generation sequencing. We developed the algorithm ZPeaks to detect peaks in sequencing experiments, and we applied it to
the analysis of replication origins.

4) Drug design (line directed by Antonio Morreale). We completed a new version of our automatic platform for virtual screening
VSDMIP, which allows finding candidate drugs based on the structure of the target protein or of known ligands, exploiting the graphical
interface of the program PyMOL. We improved our docking algorithm and our scoring function, and we explored a new approach to
drug design. Our new web application AtlasCBS allows mapping the chemical-biological space of drug design. Our experience with
molecular modeling produced several collaborations, within as well as outside the CBMSO, and a patent application.

Publicaciones / Publications

Bastolla, U., Bruscolini, P, and Velasco, J.L. (2012) Sequence determinants of
protein folding rates: Positive correlation between contact energy and contact ran-
ge indicates selection for fast folding. Proteins 80:2287-2304.

Liberles, D.A., etal. (2012) The interface of protein structure, protein biophysics
and molecular evolution. Protein Sci. 21:769-785.

Nido, G.S., Méndez, R., Pascual-Garcia, A., Abia, D. and Bastolla, U. (2012) Pro-
tein disorder in the centrosome correlates with complexity in cell types number.
Mol. BioSystems, 8:353-367.

Bastolla, U. and Porto, M. (2012) Modeling structural and genomic constraints in
the evolution of proteins. In: Dokholyan, N. (ed) Computational Modeling of Biolo-
gical Systems: From Molecules to Pathways. Springer Verlag, New York, U.S.A.

Maalej, E., Chabchoub, F., Samadi, A., de los Rios, C., Perona, A., Morreale, A.,
and Marco-Contelles, J. (2011) Synthesis, biological assessment and molecular
modeling of 14-aryl-10,11,12,14-tetrahydro-9H-benzo[5,6]chromeno|2,3-b]quino-
lin-13-amines. Bioorg. Med. Chem. Lett. 21, 2384-2388.

Pérez-Siles, G., Morreale, A., Leo-Macias, A, Pita, G., Ortiz, AR., Aragon, C.,
and Lopez-Corcuera, B. (2011) Molecular basis of the differential interaction with
lithium of glycine transporters GLYT1 and GLYT2. J. Neurochem. 118, 195-204.

Cortés-Cabrera, A., Gil-Redondo, R., Perona, A., Gago, F., and Morreale, A. (2011)
VSDMIP 1.5: an automated structure- and ligand-based virtual screening platform
with a PyMOL graphical user interface. J. Comput.-Aided Mol. Design 25, 813-824.

Coderch, C., Morreale, A., and Gago, F. (2012) Tubulin-based structure-affinity
relationships for antimitotic Vinca alkaloids. Anti-cancer agents in medicinal che-
mistry 12, 219-225.

Pérez-Siles, G., Nufiez, E., Morreale, A., Jiménez, E., Leo-Macias, A., Pita, G.,
Cherubino, F., Sangaletti, R., Bossi, E., Ortiz, AR., Aragén C., and Lépez-Cor-
cuera, B. (2012) An external vestibule aspartate of glycine transporter 2 (GLYT2)
controls cation access and transport coupling. Biochem. J. 442, 323-334.

Bueren-Calabuig, J., Negri, A., Morreale, A. and Gago, F. (2012) Rationale for the
opposite stereochemistry of the major monoadducts and interstrand crosslinks for-
med by mitomycin C and its decarbamoylated analogue at CpG steps in DNA and
the effect of cytosine modification on reactivity. Org. Biomol. Chem., 10, 1543-1552.

Cortés-Cabrera, A., Gago, F., and Morreale, A. (2012) A reverse combination of
structure-based and ligand-based strategies for virtual screening. J. Comput.-
Aided Mol. Design, 26, 319-327.

Coderch, C., Klett, J., Morreale, A., Diaz, J.F., and Gago, F. (2012) Comparative
Binding Energy (COMBINE) analysis supports a proposal for the binding mode of
epothilones to beta-tubulin. ChemMedChem, 7, 836-846.

Cortés-Cabrera, A., Morreale, A., Gago, F. and Abad-Zapatero, C. (2012) Atlas-
CBS: a web server to map and explore chemico-biological space. J. Comput.-
Aided Mol. Design, 26(9), 995-1003.

Cortés Cabrera, A., Klett, J., G. Dos Santos, H., Perona, A., Gil-Redondo, R., Fran-
cis, S.M., Priego, E.V., Gago, F. and Morreale, F. (2012) CRDOCK: An Ultrafast
Multipurpose Protein—Ligand Docking Tool. J. Chem. Inf. Model., 52, 2300-2309.

Romero, O., Filice, M., de las Rivas, B., Carrasco-Lopez, C., Klett, J., Morreale, A.,
Hermoso, J.A., Guisan, J.M., Abian, O. and Palomo, J.M. (2012) Semisynthetic
peptide-lipase conjugates for improved biotransformations. Chem. Commun., 48,
9053-9055.

Klett, J., Nufiez-Salgado, A., G. Dos Santos, H., Cortés-Cabrera, A., Perona, A.,
Gil-Redondo, R., Abia, D., Gago, F. and Morreale, A. (2012) MM-ISMSA: an ultra-
fast and accurate scoring function for protein-protein docking. J. Chem. Theory
Comput. 8, 3395-3408.

Lorente, E., Infantes, S., Abia, D., Bamea, E., Beer, |., Garcia, R., Lasala, F., Jimé-
nez, M., Mir, C., Morreale, A., Admon, A. and Lépez D. (2012) A viral, TAP-inde-
pendent, high affinity ligand with alternative interactions endogenously presented
by the non-classical HLA-E class | molecule. J. Biol. Chem., 287, 34895-34903.

Ruiz, F.M., Francis, S.M., Tintoré, M., Ferreira, R., Gil- Redondo, R., Morreale,
A., Ortiz, AR, Eritia, R. and Fabrega, C. (2012) Receptor-based virtual scree-
ning and biological characterization of human apurinic/apyrimidinic endonuclease
(Ape?1) inhibitors. ChemMedChem, 7, 2168-2178.

Morreale, A. and Gago, F. (2012) COMparative BINding Energy (COMBINE) Analy-
sis as a Structure-Based 3D-QSAR Method. In: Physico-Chemical and Computa-
tional Approaches to Drug Discovery. RSC Drug Discovery Series, 23, pp. 244-272.

Otras actividades / Other activities

Organizacion del congreso “The emerging dynamics view of proteins: Protein
plasticity in allostery, evolution and self-assembly”, Dresden, Germany, julio 2012,
organizadores: U. Bastolla, M. Porto and H.E. Roman.

Editor del niumero especial de la revista Biophysica and Biochimica Acta (Elsevier)
dedicada al congreso “The emerging dynamics view of proteins” (U. Bastolla)
Editor de la revista Peer J. (U. Bastolla)

Comité cientifico de las Jornadas de Bioinformatica 2012 (U. Bastolla, A. Morreale)
Coordinador del curso de bioinformatica del Master de Biofisica UAM (A. Pascual-
Garcia). Clases de bioinformatica en el master de biofisica UAM (D. Abia, U. Bas-
tolla, A. Cortés, J. Klett, R. Méndez, A. Morreale, A. Pascual-Garcia), seminario en
el master de bioinformatica UCM (U. Bastolla)

Curso 2011-2012 de Sistemas Bioldgicos en el grado de Ingenieria Biomédica de
la Universidad Carlos Ill de Madrid (U. Bastolla).

Solicitud de patente: F. Mayor-Menéndez, C. Murga-Montesinos, P.M. Campos-
Muelas, J.J. Heijnen, A.M. Agnes, A. Kavelaars, A. Morreale y R. Gil. Nuevos com-
puestos inhibidores de p38MAPK y sus aplicaciones. N. de solicitud P201131754,
2 de noviembre de 2011. Propietario: UAM.

Organizacion del taller practico “Docking y cribado virtual: uso de herramientas com-
putacionales en el disefio de farmacos”. 20-22 de junio de 2011, Madrid (A. Morreale)

Presentaciones orales en congresos:
U. Bastolla, Characterization of conformation changes in proteins with the torsio-

nal network model. Workshop “Allosteric Regulation of Cell Signalling”, CNIO,
Madrid,17-19 September 2012.

U. Bastolla, Modeling the mutual influence between folding and evolution. Works-
hop: Modeling protein structural and energetic constraints on sequence evolution.
Durham, USA, Nov. 2011

U. Bastolla, Contact interactions in proteins: Simple models give analytic insights
on protein stability, evolution, and dynamics. Barcelona Supercomputing Center,
Dec. 2011

A. Pascual-Garcia, Detecting bacterial interactions from environmental
samples: Ecological aggregations favor bacterial cosmopolitanism. Jor-
nadas de Bioinformatica 2012, Barcelona.

A. Morreale, A reverse combination of structure-based and ligand-based
strategies for virtual screening. Jornadas de Bioinformatica 2012, Barcelona.
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Jefe de Proyecto / Project Leader: Técnicos de Investigacion /
Paulino Gomez-Puertas Technical Assistance:
David Garcia Aristegui

Postdoctorales / Silvia Lusa Bernal

Postdoctoral Fellows:
Jesus Mendieta Gomez
Eduardo Lopez-Vifias
Jan Jacob Wesselink

Estudiantes Predoctorales /
Graduate Students:

Fernando Martin Garcia

Jesus Ignacio Mendieta Moreno
ifiigo Marcos Alcalde

Resumen de investigacion

El Grupo de Modelado Molecular (http://www.cbm.uam.es/bioweb) utiliza métodos de biologia computacional para la integra-
cion de informacion evolutiva y estructural en nuestro conocimiento actual de los procesos bioldgicos.

Proyectos actuales de Investigacion:

1.- Desarrollo de un nuevo sistema “in silico” de disefio de farmacos basado en las propiedades de la molécula receptora. Pro-
yecto desarrollado en el marco de un contrato de I+D entre Biomol-Informatics (PCM) y la Fundacion “Severo Ochoa”. Incluye
la investigacion en la siguientes areas:

1A.- Simulacién mediante dinamica molecular de los procesos de polimerizacion y despolimerizacion de la proteina bacteria-
na FtsZ: disefio “in silico” de inhibidores como futuros antibacterianos. Proyecto en cooperacion con el CNB-CSIC, IdiPaz y
Biomol-Informatics en el marco de “Divinocell”, un Proyecto Europeo del 7PM-UE.

1B.- Bioinformatica del Sindrome de Cornelia de Langue (CdLS). Analisis de secuencias de exoma humano y eventos de
splicing alternativo, asi como simulacion por dinamica molecular del las proteinas del anillo de Cohesinas. Proyecto en coope-
racion con la Universidad de Zaragoza.

1C.- Modelos bioinformaticos de la enzima Carnitina Palmitoiltransferasa | y su relacién con obesidad y secreccion de insulina:
disefio in silico de farmacos anti-obesidad. Proyecto en cooperacion con la Universidad de Barcelona y el IQFR-CSIC.

1D.- Simulacién del mecanismo enzimatico de GTPasas y ATPasas utilizando una interfaz Mecanica Cuantica/Mecanica Mole-
cular. Implementacion de la Teoria de Funcionales de Densidad (DFT). Proyecto in cooperacion con el Departamento de Fisica
Tedrica de la Materia Condensada de la UAM.

2.- Desarrollo de herramientas para el analisis de datos de secuencias gendmicas de proyectos de NGS, incluyendo genomas
completos y resecuenciacion dirigida (p.e. exoma humano en la busqueda de variantes ligadas a enfermedades genéticas o
cancer), ensamblaje de genomas procariotas y eucariotas secuenciados de novo, analisis de transcriptomas y estudios meta-
genomicos y evolutivos. Proyecto en cooperacion con el PCM, IdiPAZ y Biomol-Informatics.

Figura 1. Interfaz Mecanica Cuantica / Mecanica Molecular: video mostrando el salto de un
protén de la molécula de agua A a la molécula de agua B y de ahi al ATP en el centro activo

de la proteina FoF1-ATPase. Figura 2. Mapa de energia libre, obtenido mediante QM/MM, para la

transferencia de protones a través de dos moléculas de agua hacia la mo-

Figure 1. Quantum Mechanics / Molecular Mechanics interface: proton movements from lécula de GTP en el centro activo de la proteina del oncogén Ras humano.

water molecule A to water molecule B and then to ATP in the active centre of the protein

FoF1-ATPase. Figure 2. Free energy landscape, constructed using QM/MM, for the pro-

ton transfer through two water molecule toward the GTP molecule in the
active centre of the protein of human oncogene Ras.
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Research summary

The Molecular Modelling Group (http://www.cbm.uam.es/bioweb) uses the methods of computational biology to fully
integrate evolutive and structural information into our existing knowledge and understanding of biology.

Current Research Projects:

1.- Development of a novel “in silico” drug design system based on the properties of receptor molecules. This project is
developed in the framework of an R&D contract between Biomol-Informatics (Madrid Science Park) and the Fundacion
“Severo Ochoa”. This includes research in the following areas:

1A.- Molecular dynamics simulation of polymerization and depolymerization processes of the bacterial septum protein
FtsZ. In silico design of specific inhibitors to be used as antibacterial drugs. Project in collaboration with CNB-CSIC,
the Institute for Health Research of La Paz University Hospital (IdiPAZ) and Biomol-Informatics in the framework of the
7FP-EU Project Divinocell.

1B.- Bioinformatics approaches to Cornelia de Langue Syndrome (CdLS), including the analysis of human exome
sequencing data and alternative splicing events, as well as molecular dynamics simulations of cohesin ring proteins.
Project in collaboration with the University of Zaragoza.

1C.- Bioinformatic modeling of the Carnitine Palmitoyltransferase | enzyme and its relationship to obesity and insulin
secretion: in silico design of anti-obesity drugs. Project in collaboration with the University of Barcelona and the IQFR-CSIC.

1D.- Simulations of the enzymatic mechanism of GTPases and ATPases using a hybrid Quantum Mechanics/Molecular
Mechanics inferface. Implementation of Density Functional Theory (DFT). Project in cooperation with the Department
of Theoretical Condensed Matter Physics of the Autonomous University of Madrid.

2.- Development of tools and data pipelines for the analysis of genome sequences from NGS projects, including
whole genome sequencing, targeted re-sequencing (i.e. human exome, searching for variants associated with genetic
diseases or cancer), assembly of de novo sequenced prokaryotic and eukaryotic genomes, transcriptome analysis, as
well as metagenomic and evolutionary studies. Project in cooperation with PCM, IdiPAZ and Biomol-Informatics.

Publicaciones / Publications

Wesselink, J.J., Lopez-Camacho, E., De la Pefia, S., Ramos-Ruiz, R., Ruiz-Ca-
rrascoso, G., Lusa-Bemal, S., Fernandez-Soria, V., Gdmez-Gil, R., “Gémez-Puer-
tas, P. & *Mingorance, J. (*Corresponding authors). (2012). Genome sequence of
OXA-48 carbapenemase producing Klebsiella pneumoniae KpO3210. Journal of
Bacteriology 194, 6981.

Amedo, M., Menao, S., Puisac, B., Teresa-Rodrigo, M., Gil-Rodriguez, M., Lépez-
Vifias, E., Gobmez-Puertas, P, Casals, N., Casale, C.H., Hegardt, F.G. & Pie, J.
(2012). Characterization of a novel HMG-CoA Lyase enzyme with a dual location
in endoplasmic reticulum and cytosol. Joumnal of Lipid Research 53, 2046-2056.

Ahijado-Guzméan, R., Gdmez-Puertas, P, Alvarez-Puebla, R.A., Rivas, G. & Liz-
Marzan, L.M. (2012). SERS-based detection of the interactions between the es-
sential cell division FtsZ protein and bacterial membrane elements. ACS Nano
6, 7514-7520.

Gonzalez-Magaldi, M., Postigo, R., de la Torre, B.G., Vieira, Y.A, Lépez-Vifias,
E., Gomez-Puertas, P, Andreu, D., Kremer, L., Rosas, M.F. & Sobrino, F. (2012).
Mutations that hamper dimerization of foot-and-mouth disease virus 3A protein
are detrimental for infectivity. Journal of Virology 86, 11013-11023.

Mendieta, J., Pérez-Lago, L., Salas, M., & Camacho A. (2012). Functional Speci-
ficity of a Protein-DNA Complex Mediated by Two Arginines Bound to the Minor
Groove. Journal of Bacteriology 194, 4727-35.

Matos, R.G., Lopez-Vifias, E., Gomez-Puertas, P. & Arraiano, C.M. (2012). The
only exoribonuclease present in Haloferax volcanii has an unique response to
temperature changes. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - General Subjects
1820, 1543-1552.

Martin-Garcia, F., Salvarelli, E., Mendieta-Moreno, J.I., Vicente, M., Mingorance,
J., Mendieta, J. & Gomez-Puertas, P. (2012). Molecular dynamics simulation of
GTPase activity in polymers of the cell division protein FtsZ. FEBS Letters 586,
1236-1239.

Martin-Garcia, F., Mendieta-Moreno, J.Il., Mendieta, J. & Gémez-Puertas, P.
(2012). Molecular dynamics analysis of conformational change of paramyxovirus
F protein during the initial steps of membrane fusion. Biochemical and Biophysical
Research Communications 420, 42-47.

Martin-Garcia, F., Mendieta-Moreno, J.I., Lépez-Vifias, E., “Gémez-Puertas, P. &
*Mendieta, J. (* Co-last authors) (2012). The Role of GIn(61) in HRas GTP Hydro-
lysis: A Quantum Mechanics/Molecular Mechanics Study. Biophysical Journal
102, 152-157.

Puisac, B., Ramos, M., Amedo, M., Menao, S., Gil-Rodriguez, M.C., Teresa-
Rodrigo, M.E., Pig, A., de Karam, J.C., Wesselink, J.J., Giménez, |., Ramos, F.J.,
Casals, N., Gémez-Puertas, P., Hegardt, F.G. & Pi¢, J. (2012). Characterization of
splice variants of the genes encoding human mitochondrial HMG-CoA lyase and
HMG-CoA synthase, the main enzymes of the ketogenesis pathway. Molecular
Biology Reports 39, 4777-4785.

Lopez, E., Wesselink, J.J., Lopez, I, Mendieta, J., *“Gémez-Puertas, P. & *Mufioz,
S.R. (* Co-last authors) (2011). Technical phosphoproteomic and bioinformatic
tools useful in cancer research. Journal of Clinical Bioinformatics 1, 26.

Kisic, M., Matamoros, T., Nevot, M., Mendieta, J., Martinez-Picado, J., Martinez,
M.A. & Menéndez-Arias, L. (2011). Thymidine analogue excision and discrimina-
tion modulated by mutational complexes including single amino acid deletions of
Asp-67 or Thr-69 in HIV-1 reverse transcriptase. Journal of Biological Chemistry
286, 20615-20624.

Matos, R.G., Barbas, A, Gémez-Puertas, P. & Arraiano, C.M. (2011). Swapping
the domains of exoribonucleases RNase Il and RNase R: conferring upon RNase
Il the ability to degrade dsRNA. PROTEINS: Structure, Function, and Bioinforma-
tics 79, 1853-1867.

Oroz, J., Valbuena, A., Vera, AM., Mendieta, J., Gémez-Puertas, P. & Carrién-
Vazquez M. (2011). Nanomechanics of the cadherin ectodomain: ‘canalization’
by Ca2+ binding results in a new mechanical element. Journal of Biological Che-
mistry 286, 9405-9418.

Lépez, E., Matthiesen, R., Mendieta, J., Wesselink, J.J., Gdmez-Puertas, P. & Fe-
rreira, A. (2011). Functional phosphoproteomics tools for current immunological
disorders research. Joumnal of Integrated -OMICS 1, 1-16.

Hurtado, C., Bustos, M.J., Granja, A.G., de Ledn, P, Sabina, P,, Lopez-Vinas, E.,
Gomez-Puertas, P, Revilla, Y. & Carrascosa, A.L. (2011). The African swine fever
virus lectin EP153R modulates the surface membrane expression of MHC class |
antigens. Archives of Virology 156, 219-234.

Otras actividades / Other activities

(ESP) El Grupo de Modelado Molecular ha participado en 7 cursos de especia-
lizacion para Posgraduados en Bioinformatica y ha participado en el Ciclo de
Conferencias de Divulgacion “COMBACT” para estudiantes de Educacion Se-
cundaria. El Grupo de Modelado Molecular coordina un contrato de Investiga-
cion y Desarrollo entre la compafia Biomol-Informatics SL (Parque Cientiifico
de Madrid) y la Fundacién “Severo Ochoa” (2008-2014). Miembros del grupo
participan como IP en los proyectos del 7PM-UE: Divinocell, Dorian y EpiTraits
(Marie Curie-ITN).

The Molecular Modelling Group has participated in 7 postgraduate specialization
courses Has participated in the popular science conferences “COMBACT” for
secondary school students. The Molecular Modelling Group leads a contract for
Research and Development between the company Biomol-Informatics SL (Scien-
tific Park of Madrid) and Fundacién “Severo Ochoa” (2008-2014). Members of
the group partipate as Pl in the 7FP-EU projects: Divinocell, Dorian and EpiTraits
(Marie Curie-ITN).
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Technical Secretary:
Almudena Hernando Bellido

Personal Cientifico /
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Premio Blog 2012 Comunidad de Madrid.
Blog Award 2012 Community of Madrid.

Resumen de investigacién

Dentro del programa de Divulgacion y Fomento de la Cultura Cientifica del CBMSO he participado en las siguientes
actividades (2011-12): 1) X1 (2011) y XII (2012) Semanas de la Ciencia de Madrid. Bajo mi direccion, el CBMSO ha parti-
cipado con varios proyectos —como el concurso cientifico-literario “Escribe Con-Ciencia” (2011-2012)- que complementan
al programa de visitas guiadas que se realiza a lo largo de todo el curso, destacandose, en este sentido, del resto de
Centros del CSIC y UAM. 2) Colaboracién con el programa Ciencia y Sociedad de Madri+d con la coordinaciéon de un
Blog cientifico-cultural (premiado en 2012 por la Comunidad de Madrid) y diversos suplementos en “Notiweb” (http://
www.madrimasd.org/cienciaysociedad). 3) Elaboracion de la pagina institucional en Facebook y Twitter “Departamento
de Cultura Cientifica. Centro de Biologia Molecular”. Elaboracion de una pagina semanal de difusion cientifica en la
Web institucional (http://www.cbm.uam.es/ccientifica/Enlaces.html). 4) Programa semanal de cultura cientifica Mi+dTV
y UNEDtv “Tres noticias en tres minutos en TV” (http://www.madrimasd.org/informacionidi/madrimasd-tv/default.asp).
5) Participacién en diversos seminarios de divulgacion cientifica en Institutos y Centros de Educacion Secundaria. 6)
Videoconferencias sobre temas cientificos para centros de secundaria (2011). 7) Organizacion (2011-2012) del curso de
biotecnologia “Biotechnology Explorer” para profesores de secundaria. 8) Finalmente, como miembro del CBMSO, cola-
boro periddicamente en temas cientificos y biotecnoldgicos con el suplemento “El Cultural”, la revista de cultura cientifica
Journal of Feelsynapsis, con TVE (La 2), Radio Nacional de Espafia (Radio 5 —“Entre Probetas”- y Radio 1 —“A Hombros
de Gigantes-), Radio Utopia, RadioSintesis, Radio Circulo y Radio Alzheimer de la Fundacion Alzheimer Espafia.

Mas informacién: http://www.cbm.uam.es/ccientifica/Enlaces.html

Por otra parte, en investigacion, mi grupo esta estudiando el papel de la infeccion por virus HSV-1 en neurodegeneracion,
desmielinizacion y transcitosis en células oligodendrociticas inmaduras o diferenciadas a células productoras de mielina,
viendo el papel de moléculas como PLP o Rab27a en el proceso.

Figura 1. Cartel anunciador del concurso
“Escribe Con-Ciencia”.

Figure 1. Poster of the “Escribe Con-Ciencia
scientific-literary competition”.
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Research summary

Within the framework of the CBMSO Scientific Culture Program, | have collaborated in the following activities (2011-
12): 1) X1(2011) and XII (2012) Scientific Weeks in Madrid. Under my coordination, several projects were carried out in
the CBMSO, as the scientific-literary competition “Escribe Con-Ciencie”, complementing our annual program of guided
visits of Secondary School students to our Research Centre. The CBMSO is one of the most active Centres of the CSIC
and UAM (Spanish Board of Scientific Research) in such tasks. 2) Collaboration with the Science and Society Madri+d
Programme, involving the management of a scientific and cultural Blog (awarded by the Autonomous Community of
Madrid in 2012) and the providing of several information for the scientific e-diary “Notiweb”. (http://www.madrimasd.org/
cienciaysociedad). 3) Developing of an Institutional Facebook and Twitter Website “Departamento de Cultura Cientifica.
Centro de Biologia Molecular” and a weekly-updated Institutional Website about Social Communication of Science
(http://www.cbm.uam.es/ccientifica/Enlaces.html). 4) Weekly Mi+dTV and UNEDtv Scientific Culture Programme “3x3
TV news” (http://www.madrimasd.org/informacionidi/madrimasd-tv/default.asp). 5) Participation in several seminars
in High Schools and Secondary School Centers. 6) Videoconferences on science for secondary schools (2011). 7)
Organization (2011-2012) and coordination of the “Biotechnology Explorer” course for secondary school teachers. 8)
Finally, as a CBMSO member, | collaborate periodically with the magazine “El Cultural”, The Journal of Feelsynapsis —
aimed to items of scientific culture -, the Spanish National TV (TVE; La 2), the Spanish National Radio (Radio 5—"Entre
Probetas”- and Radio 1 —"A Hombros de Gigantes-), Radio Utopia, RadioSintesis, Radio Circulo and Radio Alzheimer
(Alzheimer Espafia Foundation).

Further information: http.//www.cbm.uam.es/ccientifica/Enlaces.html|

Moreover, my investigation group aims at the study of the effect of HSV-1 on neurodegeneration, demyelinating
disease and transcytosis in both immature and differentiated myelin-producing oligodendrocytic cells. The role of PLP
or Rab27a molecules are being tackled as well.

Publicaciones / Publications

Bello-Morales, R., Crespillo, A.J., Fraile-Ramos, A., Tabarés, E., Alci-
na, A. and Lépez-Guerrero JA. (2012) “Role of the small GTPase Ra-
b27a during Herpes simplex virus infection of oligodendrocytic cells”.
BMC Microbiol. 12:265.

Bello-Morales, R., Pérez Hernandez M., Rejas MT, Matesanz F.,
Alcina, A., and Lépez-Guerrero, J.A. (2011). “Interaction of PLP
with GFP-MAL2 in the Human Oligodendroglial Cell Line HOG".
PLoS One. 6:e19388.

Lépez-Guerrero, J.A. (2012) “Ciencia en Grageas”. Turpial ISBN: 978-
84-95157-35-5.

Lopez-Guerrero, J.A. (2011). “Viréfagos: un escaléon mas en la compleji-
dad evolutiva”. Virologia, 14: 8.

Lopez-Guerrero, J.A. (2011). “36th Annual International Herpesvirus
Workshop”. Virologia, 14: 23.

Lopez-Guerrero, J.A. (2012). “Infecciones virales y neuropatologias aso-
ciadas”. Virologia, 15: 50-58 (Review)

Lopez-Guerrero, J.A. (2012). “37th Annual International Herpesvirus
Workshop”. Virologia, 15: 32.

Lépez-Guerrero, J.A. (2011). “Breakthrough of the Year”. Journal of Fe-
elsynapsis, 3: 42-51

Campos, E. and Lopez-Guerrero, J.A. (2012). “Células madre: un futuro
cada vez mas cercano”. Journal of Feelsynapsis, 6: 99-104.
Lopez-Guerrero, J.A. (2012). “Transgénicos”. Journal of Feelsynapsis,
7:120:124.

Lopez-Guerrero, J.A. and Herraddn, B. (2012). “Hitos cientificos del
2012”. An. Quim. 108:376-380.

Otras actividades / Other activities

Lopez-Guerrero, J.A. “El Cultural (http://www.elcultural.es/)”:
11/03/2011 “Un escéptico contra los espejismos mas peligrosos que
la supersticion”

01/04/2011 “Un afio para el Alzheimer. Varias lineas de investigacion
rastrean las claves de la enfermedad”

20/05/2011 “Virus contra virus. Una nueva especie de parasitos re-
mueve la evolucién”

27/09/2011 “Genética contra las enfermedades. La noche de los in-
vestigadores divulgara los hitos cientificos mas relevantes”

02/12/2011 “Terapias con diana. Varias investigaciones abren el ca-
mino hacia la medicina personalizada”

30/12/2011 “EI LHC y la velocidad de los neutrinos. Lo mejor de 2011:
Ciencia”

13/01/2012 “Idiomas contra el Alzheimer. Las enfermedades neuro-
degenerativas, abordadas desde el ambito molecular”

30/03/2012 “La biotecnologia se va a la prehistoria. El cientifico co-
reano Hwang Woo-Suk se dispone a clonar el mamut lanudo”

20/07/2012 “SIDA, ¢ dltimo asalto?

28/12/2012 “El bosén de Higgs, el Proyecto Encode y los desafios
galacticos”

Figura 2. Infeccion de oligodendrocitos por HSV-1.

Figure 2. Infection of oligodendrocytes by HSV-1.
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ANIMAL HOUSE FACILITY

El animalario del CBMSO es una instalacion moderna
que ocupa unos 1500 m2. Dispone de una zona de ba-
rrera SPF para la produccion de las mas de 150 lineas
de ratones transgénicos que producimos; una zona con
un nivel de bioseguridad 3, para trabajar con ratones; dos
zonas con nivel 2 de bioseguridad, una para ratén y otra
para rata; una zona de estabulacién convencional (para
ratas, ratones y conejos); una instalacion para animales
acuaticos (peces y ranas); varias dependencias destina-
das a administracién y servicios, laboratorios, despachos,
vestuarios, sala de control, etc.; una zona para el lavado,
procesado y almacenaje de material; y una zona técni-
ca, donde se encuentran los climatizadores y el resto de
magquinaria que se encarga de mantener las condiciones
ambientales 6ptimas para los animales.

Esta registrado como centro usuario de animales de labo-
ratorio con el nimero ES280790000180, y cumple con la
legislacién vigente en lo referente al bienestar animal, ob-
servacioén de su salud y formacion del personal encargado
de su cuidado y manipulacion.

Produccién de animales de calidad.
Produccién de lineas transgénicas de ratones.
Apoyo a los investigadores.

Asesoramiento técnico.

Controles sanitarios de los animales.

Posibilidad de trabajar en laboratorios de biocon-
tencion.

Formacién para los investigadores y técnicos que
empiezan a trabajar con animales.

Enriquecimiento ambiental para todos los animales
alojados.

Personal cuidador:

Luis Zorrilla del Campo
Alfonso Gutiérrez Garcia
Amanda Abad Serrano

Nuria Aceituno Bachiller
Alvaro Tardieu Chorro

Juan Lépez Mellado
Milagros Sonseca Garcia-Serrano
Dolores Nufiez Sagredo
Virginia Gonzalez de la Torre
Veronica Panero Martinez
Carolina Jima Torres

Director Técnico /
Technical Director:
Javier Palacin Urquijo

Supervisor Cientifico /
Scientific Supervisor:
Dr. Antonio Alcami Pertejo

Asesor Veterinario en Salud Animal/
Animal Health Veterinary Advisor
Dra. Elena Hevia Hernandez

Personal / Personnel:

Maria Eugenia Vera Meneses

Miguel Angel Bordallo Martin Fontecha
Miguel Angel Cobefia Chivato

José Maria Sedano Torres

Marta Gonzalez Mella

Fernando Garcia Mufioz

Laura Lopez Martinez

The animal facility of the CBMSO is a modern facility which
covers about 1,500 m2. It has a clean zone or SPF barrier
for the production of more than 150 lines of transgenic
mice; an area with a Biosafety Level 3, to work with mice;
two areas of biosafety Level 2, one for mice and one for
rats; several rooms for standard housing of rats, mice
and rabbits; a facility for aquatic animals, fish and frogs;
some units designed for administration and services:
laboratories, offices, dressing rooms, and a control room;
areas for washing and material processing and storage
of goods, and a technical area, which houses the air
conditioners and other machinery that is responsible for
maintaining the environmental conditions.

Its register number is ES280790000180, and we are
committed to complying with the current regulations
regarding animal welfare, observation of the animals’
health and training the staff for their care and handling.

Production of quality laboratory animals.
Production of transgenic mice.

Technician Support for the researchers.
Veeterinary care for laboratory animals.
Health monitoring reports of rats and mice.

Possibility to work under biocontainment level 2
conditions.

Possibility to work under biocontainment level 3
conditions.

Education for persons involved in animal experiments.

Environmental enrichment for the laboratory animals.



/SCIENTIFICFACILITIES

BIOINFORMATICS FACILITY

Director Técnico /
Technical Director:
David Abia Holgado

Supervisor Cientifico /
Scientific Supervisor:
Dr. Ugo Bastolla Bufalini

Personal / Personnel:
David Abia Holgado
Ramon Peird Pastor
Antonio Morreale

Pagina Web / Web page:

aspx?ldServicio=4

El Servicio de Bioinformatica da soporte a los grupos de
investigacion del CBM realizando analisis bioinformaticos,
asesorando sobre los aspectos computacionales de
los proyectos de investigacion, organizando cursos, y
administrando los recursos informaticos tanto de hardware
como de software.

Equipamiento: dos PCs reservados para los usuarios
que quieran realizar analisis con el asesoramiento de los
técnicos del servicio, 5 servidores de calculo (de doble
procesador quad core y 24GB de RAM), un sistema
de almacenamiento con una capacidad de 20TB y un
servidor con el interfaz Galaxy para realizar analisis de
secuenciacion masiva y ensamblaje de genomas.

Cursos: Hemos organizado cursos sobre la visualizaciony el
analisis de las estructuras de proteinas, la cristalografia de
proteinas, el uso del servidor de Galaxy y, en colaboracion
con el Servicio de Gendmica, la base de datos de Ensembl
y el almacenamiento de datos de secuenciacion masiva en
el EMBL, impartidos por expertos del EMBL.

Andlisis de estructura de proteinas:

-Busqueda de proteinas similares en secuencia o estructura a la pro-
teina problema.

-Modelado por homologia de estructura de proteinas.
-Prediccion de la estabilidad estructural de proteinas.

-Caracterizacion de los cambios conformacionales y estimacion de
las barreras energéticas mediante el analisis de modos normales.

-Estudio de la evolucion molecular de familias de proteinas, usando
informacion de secuencia y estructura.

-Modelado de las interacciones proteina-proteina y proteina-ligando,
mediante docking y simulaciones de dinamica molecular.

- Busqueda de posibles inhibidores de una proteina problema me-
diante cribado virtual de quimiotecas.

Secuenciacién masiva:

Este es un campo nuevo para el servicio, con grandes requerimientos
computacionales y de almacenamiento. El abanico de analisis posibles
es muy amplio y las herramientas informaticas no estan todavia maduras.
Por estas razones, los grupos experimentales deben estar implicados en
el andlisis para comprobar a posteriori la fiabilidad de los resultados obte-
nidos y su consistencia con resultados experimentales conocidos. Nues-
tro planteamiento consiste en entrenar a los usuarios en el andlisis de sus
datos utilizando el servidor Galaxy con el apoyo del personal del Servicio.

Los proyectos en los que hemos trabajado incluyen andlisis de datos de
RNA-seq (4), Chip-Seq (1), ensamblado de novo de genomas bacterianos
(1), deteccién de polimorfismos (1) y andlisis de secuencias repetitivas (1).

Particularmente importante ha sido la puesta en marcha del servidor
de Galaxy con su coleccién de programas subyacentes y bases de da-
tos de secuencias para el analisis de datos de secuenciacién masiva.

http://www2.cbm.uam.es/mkfactory.
esdomain/webs/CBMSO/plt_Servicio.

The Bioinformatics facility supports research groups at
the CBMSO by (a) performing bioinformatics analysis, (b)
advicing on the computational aspects of research projects,
(c) offering courses on basic and advanced bioinformatics
tools and (d) managing the hardware and software of
common usage.

Equipment: two PCs reserved for users willing to perform
their analysis with our assistance, five high performance
computation servers with dual quad core processor and
24GB of RAM, one shared parallel file system with 20
Terabytes capacity for storing data from NGS experiments,
one server supporting the Galaxy suite (an interface to tools
for the analysis of NGS data).

Courses: We organized courses on bioinformatics, including
protein structure visualization and analysis, on protein
crystallography, on the use of the Galaxy suite, and, in
collaboration with the Genomic facility, one course on the
Ensembl database given by an expert trainee from the
European Bioinformatics Institute.

Protein structure analysis:

-Identification of proteins related in sequence or structure with a
query protein.

-Homology modelling of protein structures. For this item and the next
ones we use both standard methods and methods developed by our
research group.

-Prediction of protein folding stability for proteins with known or easily
modelable structure.

-Characterization of conformation changes and their estimated free
energy barriers through normal mode analysis.

-Study of the molecular evolution of protein families, combining struc-
tural information and sequence information, and reconstruction of
phylogenetic trees.

-Modelling molecular interactions between a protein of known struc-
ture and a small molecule (candidate drug) or another protein, using
docking techniques and molecular dynamics simulations, and quanti-
tatively predicting their affinity.

-Virtual screening of large libraries of chemical compounds, in order to
identify candidate drugs that are able to interact with the target protein.

Next generation sequencing:ww

This is a new field with high computational requirements for storing and
analysing data. There is a huge variety of possible analysis and the bio-
informatics techniques are not yet mature. For these reasons, experi-
mentalists must be involved in the analysis, and propose tests to assess
a posteriori the reliability of the bioinformatics analysis and evaluating its
consistency with other experimental results. Our experience in the field
of NGS is that it is most efficient to train the users to perform bioinfor-
matics analysis on their own using the Galaxy suite, while the personnel
of the facility provides advice, maintains the software or develops new
one, and helps with the statistical analysis. The kind of projects at which
we have been working include RNA-seq (4), ChiP-Seq (1), de-novo as-
sembly of bacterial genomes (1), detection of polymorphisms (1) and
analysis of repetitive sequences (1). Particularly important was the insta-
llation and updating of the Galaxy suite, its databases and its collection
of programs for the analysis of massive sequencing data.

CBMSO 2011-2012
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FLOW CYTOMETRY FACILITY

El Servicio provee de instrumentacion y asistencia técnica a
los investigadores del CBMSO para realizar analisis inmu-
nofenotipicos y funcionales utilizando diversos parametros
celulares mediante técnicas de citometria de flujo. El servicio
también realiza separaciones celulares (“cell sorting”) basa-
das en parametros de fluorescencia. En el servicio funcionan
dos citémetros analégicos de dos laseres y cuatro detectores
de fluorescencia (FACScalibur), un citémetro digital de tres
laseres y ocho detectores de fluorescencia (FACSCanto Il),
y un separador celular de tres laseres y seis detectores de
fluorescencia (FACSVantage SE), todos ellos de la compaiiia
Becton Dickinson. El analisis de los datos obtenidos puede
realizarse en el servicio utilizando tres ordenadores de anali-
sis: un PowerMac G5 y un PowerMac G4, ambos equipados
con licencias de los programas “FlowJo” (version 6.4.1) y “Ce-
[IQuestPro”, y un PC equipado con una licencia de “FACSDi-
va” (version 6.1.2) y una de “FlowJo” (version 7.6.1).

1. Mantenimiento y calibracion de los equipos del Servicio.

2. Gestion del control de uso de los equipos, contabilidad
y facturacion.

3. Cursos de formacion y supervision sobre el uso de los
equipos de citometria analitica.

4.  Mantenimiento y distribucion de reactivos de uso comun
en citometria de flujo.

5.  Soporte en adquisicion de muestras en FACScalibur y
FACSCanto.

6. Soporte en andlisis de los resultados con diferentes pro-
gramas especializados.

7.  Separacion de subpoblaciones celulares en FACSVantage.

Director Técnico /
Technical Director:
Dra. Berta Raposo Ponce

Supervisor Cientifico /
Scientific Supervisor:
Dra. Maria Luisa Toribio

Personal / Personnel:
Dra. Berta Raposo Ponce
Silvia Andrade Calvo
Aitana Polo Rivas

Pagina Web / Web page:

The flow cytometry facility provides instrumentation and
technical assistance to carry out inmunophenotype analysis
and other studies of cellular processes using flow cytometry
techniques. We also made cell-sorting experiments based on
fluorescence parameters. The equipments available in the
service (Becton Dickinson) are two analogical cytometers
with two lasers and four detectors (FACScalibur), one digital
cytometer with three lasers and eight fluorescece detectors
(FACSCanto Il) and one cell sorter with three lasers and six
detectors (FACSVantage SE). Data analysis can be carried
out at the service using PowerMac G5 and PowerMac
G4 running “FlowJo” (version 6.4.1) and “CellQuestPro”
software, and one PC computer running “FACSDivA”
(version 6.1.2) and “FlowJo” (version 7.6.1) software.

1. Maintenance and calibration of equipments.
Administrative duties.

3. Training courses and supervision on analytical flow
cytometry.

4. Maintenance of stocks and distribution of reagents for
flow cytometry.

5. Training in sample acquisition in FACScalibur and FAC-
SCanto equipments.

6. Training in the analysis of results with different specia-
lized software.

7. Separations of cell populations by cell sorting (FACS-
Vantage).

http://www.cbm.uam.es/mkfactory.esdomain/
webs/CBMSO/plt_Servicio.aspx?ldServicio=5
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FERMENTATION FACILITY

Director Técnico /
Technical Director:
Dionisio Urefia Rodriguez

Supervisor Cientifico /
Scientific Supervisor:
Dr.José Berenguer Carlos

Personal / Personnel:
Maria Isabel Carrascal Blanco

Estudiante en practicas
Student: Maria Rioja Martinez
(30/1/12 - 15/6/12)

El Servicio de Fermentacion tiene dos tareas principales. Por
un lado proporciona asesoramiento para la superproduccién
de proteinas heterdloga recalcitrantes y hace el “scale-up” de
procesos de produccion desde Erlenmeyer a fermentadores
de la alta capacidad, incluido el marcaje con isétopos estables
de la proteina expresada para analisis estructural. El Servicio
también es usado por algunos grupos para el cultivo a gran
escala de microorganismos no recombinantes. Por otro lado, el
Servicio de Fermentacion también proporciona preparaciones
de células competentes de diferentes cepas de E.coli adecua-
das para el clonaje de genes o expresion de proteinas recom-
binantes. También produce marcadores de peso molecular de
DNA para su uso interno por la mayor parte de los grupos de
investigacion del CBMSO. Para estas tareas el Servicio dis-
pone de instalaciones que cumplen los niveles de contencion
biolégica P2, fermentadores de 4, 10 y 30 litros, asi como el
equipamiento necesario para la recoleccion y rotura de las cé-
lulas producidas.

1. Fermentacion a gran escala: Cultivo de microorganis-
mos en fermentadores de 4 a 30 litros para produccién
de biomasa celular o proteinas recombinante.

2. Células Competentes: El Servicio ofrece alicuotas conge-
ladas de células competentes preparadas por métodos
quimicos o listas para electroporacion. Dispone de una
coleccién de cepas de E. coli para clonaje y/o expresion
de genes. Se proporciona asesoramiento en cuanto a la
cepa adecuada para cada objetivo especifico.

3. Marcadores de peso molecular de DNA: Alicuotas de
DNA de los bacteriofagos $29 o A digerido con enzimas
de restriccion.

4.  Expresion de proteinas heterélogas en E. coli: Busque-
da de la cepa apropiada para la expresion y condicio-
nes optimas para la produccion de proteinas recombi-
nantes solubles.

5. Marcaje con is6topos estables: Se dispone de produccion
de proteinas recombinantes marcadas con *Cy /o *N.

6. Rotura de células con prensa de French.

The Fermentation facility has two main tasks. On one hand
it provides advice for the heterologous overproduction of
recalcitrant recombinant proteins and does the scale up
of a production process from Erlenmeyer to high capacity
fermentors, and even for the labelling whit stable isotopes
of the expressed protein for structural analysis. This facility
is also used by some groups for high-scale cultivation of
non recombinant microorganisms. On the other hand, the
fermentation facility also provides ready-to-use competent
preparations of different strains of E.coli suitable for gene
cloning or expression of recombinant proteins. It also
produces DNA molecular weight markers for their internal
use by most of the research groups in the CBMSO. For these
tasks the Service has facilities that comply whit levels of
biological containment P2, fermenters of 4, 10 and 30 liters
as well as the equipment necessary for the compilation and
break of the produced cells.

1. Large scale fermentation: Culture of microorganisms in
4 to 30-liter fermenters for the production of cell bio-
mass or recombinant proteins.

2. Competent Cells: The facility offers frozen aliquots of
competent cells prepared either chemically or ready for
electroporation. A collection of E. coli strains is availa-
ble for cloning and/or expression of genes. Advice is
provided regarding the strain to be used for each spe-
cific purpose.

3.  DNA Molecular Weight Markers: Aliquots of ¢29 or A
DNA bacteriophages digested with restriction enzymes.

4.  Heterologous protein expression in E. coli: Screening
for appropriate expression strains and optimization for
the production of soluble recombinant proteins.

5.  Stable isotope labelling: Production of recombinant pro-
teins labeled with "*C and/ or N is also available.

6. Disruption of cell cultures by French Press.

CBMSO 2011-2012
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GENOMICS AND MASSIVE SEQUENCING FACILITY

El Servicio de Gendmica y Secuenciacion Masiva es respon-
sable de la implementacion y desarrollo de tecnologias de
biologia molecular y gendmica, y proporciona asesoramien-
to y supervision técnica en estas tecnologias a los grupos
de investigacion. En particular, ofrece soporte técnico en el
disefio experimental, la ejecucion y el analisis de datos de
experimentos de PCR y RT-PCR en tiempo real. Asimismo,
como integrante activo de la Plataforma de Secuenciacion
Masiva de Cantoblanco, ofrece asesoria en el disefio experi-
mental de proyectos de secuenciacién masiva (NGS), media
entre la Plataforma y el usuario en la entrega de muestras y
datos y realiza el seguimiento de los proyectos que se rea-
lizan en dicha Plataforma. Actualmente proporciona también
soporte técnico y analisis computacional de los datos experi-
mentales procedentes de esta u otras plataformas NGS. Por
ultimo, el servicio organiza seminarios y cursos de formacion
para usuarios en las areas de su competencia.

1. PCR y RT-PCR en tiempo real: disefio experimental,
realizacion de experimentos y andlisis de datos (robot de
pipeteo Eppendorf epMotion 5075, equipos ABI 7900HT
y Bio-Rad CFX384, software de analisis GenEx).

2. Secuenciacién masiva: asesoria en solicitud de proyectos
y disefio experimental (de novo, resecuenciacion, RNA-
seq, ChlP-seq, metagendmica, amplicones,...etc.), media-
cion en entrega de muestras y datos, implicacion en se-
guimiento del proyecto (plataformas lllumina y Roche-454).

3. Analisis computacional NGS: alineamientos, ensambla-
jes, estudios de expresion diferencial, diversidad biolégi-
ca, ...etc., de datos procedentes de secuenciacion ma-
siva mediante diferentes paquetes de software (Bowtie,
Velvet, SOAP, TopHat, Cufflinks, QIIME, ...etc.).

Uso de los espectofotometros “Nanodrop” (2 equipos).

Uso del extractor automatico de acidos nucleicos
“Maxwell16 (Promega)”.

6. Determinacion de integridad de RNA en el equipo “Agi-
lent bioanalyzer”.

Uso de termocicladores convencionales (3 equipos).

Uso de termocicladores de tiempo real “Lightcycler”
(3 equipos).

Uso de termociclador de tiempo real “ABI 7900HT”.

10. Uso de los softwares “Pathway Studio” y “MedScan”.

Director Técnico /
Technical Director:
Fernando Carrasco Ramiro

Supervisor Cientifico /
Scientific Supervisor:
Dra. Begoria Aguado Orea

Personal / Personnel:
Dra. Laura Tanera Moreno
Sandra Gonzalo Flores
Alberto Mudarra Rubio
Graciela Alonso Castro

Pagina Web / Web page:
http://www.cbm.uam.es/genomica

The Genomics and Next-Generation Sequencing Facility
is responsible for the implementation and development of
molecular biology and genomic technologies and provides
advice and technical supervision on these technologies to
research groups. In particular, it offers technical support in
the experimental design, undertaking, and data analysis of
real-time PCR and RT-PCR experiments. Also, as an active
partner of the Cantoblanco Massive Sequencing Platform,
the facility offers advice on the experimental design for
next-generation sequencing (NGS) technologies, mediates
between the Platform and the users with samples and data
and follows up the NGS projects. Currently it also provides
with computational analysis of the data obtained from
this and other platforms. In addition, the facility organizes
seminars and courses for users in its areas of specialization.

1. Real-time PCR and RT-PCR: experimental design,
undertaking and analysis of experiments (Eppendorf
epMotion 5075 LH pipetting robot, ABI 7900HT and Bio-
Rad CFX384 instruments, GenEx analysis software).

2. Next-Generation Sequencing (NGS): advice on grant wri-
ting proposals, experimental design (de novo, resequen-
cing, RNA-seq, ChlP-seq, metagenomics, amplicons, ...
etc.), mediation in delivery of samples and data and
follow-up of projects (lllumina and Roche-454 platforms).

3. NGS computational analysis: alignments, assemblies,
differential expression studies, biological diversity, ...etc.
of NGS data using different software packages (Bowtie,
Velvet, SOAP, TopHat, Cufflinks, QIIME, ...etc.).

Use of the “Nanodrop” spectrophotometers (2 units).

Use of the “Maxwell16 (Promega)” automated nucleic
acid extractor.

6. Determination of RNA integrity in the “Agilent bioanaly-
zer” equipment.

Use of conventional thermocyclers (3 units).
Use of “Lightcycler” real-time thermocyclers (3 units).
Use of “ABI 7900HT” real-time thermocycler.

10. Use of “Pathway Studio” and “MedScan Reader” softwares.



/SCIENTIFICFACILITIES

ELECTRON MICROSCOPY FACILITY (SME)

Director Técnico /
Technical Director:
Dra. Maria Teresa Rejas Marco

Supervisor Cientifico /
Scientific Supervisor:
Dr. German Andrés Hernandez

Personal / Personnel:
Milagros Guerra Rodriguez
Maria Luisa del Pozo
(hasta septiembre de 2011)
Lara Rodenstein

(desde septiembre de 2011)

Pagina Web / Web page:

aspx?ldServicio=20

El Servicio de Microscopia Electrénica (SME) proporcio-
na apoyo cientifico-técnico a los grupos de investigacion
interesados en emplear la microscopia electrénica para el
analisis ultraestructural e inmunocitoquimico de complejos
macromoleculares, virus, bacterias, células eucariotas y te-
jidos. Los métodos disponibles incluyen técnicas convencio-
nales de procesamiento de muestras y criotécnicas como
la criosustitucién, la crioultramicrotomia y la criofractura.
Ademas el SME ofrece diferentes métodos de localizacion
in situ de acidos nucleicos y proteinas, incluyendo técnicas
de microscopia correlativa 6ptica-electronica (CLEM) para la
observacion in vivo de moléculas de interés y su posterior lo-
calizacion ultraestructural. EI SME dispone de un microsco-
pio electronico de transmision de 100 kV equipado con una
camara fotografica digital (4K x 4K) y de un microscopio in-
vertido de fluorescencia dedicado a técnicas CLEM. Ademas
dispone del siguiente equipamiento para el procesamiento
de muestras: equipo de criofijacién por inmersion, equipo
de criosustitucién automatica, ultramicrotomo convencional,
crioultramicrotomo y unidad de criosecado.

1. Supervision cientifico-técnica en el disefio experimental,
analisis e interpretacion de datos.

2. Formacién y supervision de los usuarios en el manejo
del microscopio electronico.

Mantenimiento, ajuste y manejo de los equipos.
Tincion negativa de complejos macromoleculares.

5. Inclusion convencional de muestras bioldgicas en resinas
y ultramicrotomia.

Criosustitucion e inclusion a baja temperatura.
7.  Crioultramicrotomia (técnica de Tokuyasu).

Inmunomicroscopia electronica con conjugados a oro
coloidal.

9.  Criofractura, criosecado y obtencion de replicas de Pt-C.

10. Microscopia electrénica de acidos nucléicos.

11.  Microscopia correlativa ptica-electronica.

http://www.cbm.uam.es/mkfactory.
esdomain/webs/CBMSO/plt_Servicio.

The electron microscopy (EM) facility provides scientific
and technical support to research teams interested in using
transmission EM for ultrastructural and immunocytochemical
analyses of macromolecular assembles, viruses, bacteria,
eukaryotic cells and tissues. Available methods for
sample processing include conventional techniques and
cryotechniques such as freeze-substitution, cryosectioning
and freeze-etching. We also offer methods for in situ
localization of nucleic acids and proteins, including
correlative light-electron microscopy (CLEM) techniques that
permit to integrate in vivo visualization and ultrastructural
mapping of target molecules. The EM facility is equipped with
a 100 kV transmission electron microscope equipped with
a 4k x 4k camera and an inverted florescence microscope
devoted to CLEM techniques. Also, our equipment includes
the following instruments for sample processing: a plunge-
freezing unit, an automatic freeze-substitution system, a
conventional ultramicrotome and a cryoultramicrotome and
a freeze-etching unit.

1. Technical and scientific supervision on experimental
design and data analysis.

Training and supervision of EM facility users.
Equipment maintenance, adjustment and management.

Negative staining of macromolecular specimens.

o > 0D

Conventional resin-embedding and ultrathin sectioning
of biological specimens.

Freeze-substitution and embedding at low temperatures.
Tokuyasu's cryosectioning.
Immunolectron microscopy with gold conjugates.

Freeze-fracture, freeze-etching and Pt-C replication.

© © ® N o

Electron microscopy of nucleic acids.

11.  Correlative light-electron microscopy.

CBMSO 2011-2012

187



188

/SCIENTIFICFACILITIES

OPTICAL AND CONFOCAL MICROSCOPY FACILITY (SMOC)

ElI SMOC fue creado en 1999, incluyendo un confocal Zeiss
LSM310, dos confocales de BioRad, MicroRadiance y Ra-
diance2000, y un microscopio de campo ancho Zeiss Axios-
kop. Actualmente disponemos de 6 Confocales, 3 de
ellos con adquisiciéon espectral, un Multifotén, 6 Microsco-
pios de campo ancho, una Lupa, un Vibratomo y dos Es-
taciones de trabajo para procesamiento y deconvolucion
de imagenes. Tenemos sistemas de incubacion y perfusion
con control de temperatura, humedad y CO2 en dos de los
Confocales y tres de los Microscopios de campo ancho,
permitiendo realizar estudios in vivo de larga duracion. Dis-
tribuimos algunos marcadores fluorescentes, anticuerpos,
medios de montaje y placas de cultivos necesarios para
muchas de las aplicaciones en microscopia éptica. Nuestra
funcién principal es intentar ofrecer las aplicaciones y tecno-
logia demandadas por el personal cientifico del CBMSO por
lo que no desarrollamos proyectos de investigacion propios
o colaboraciones cientifica aunque damos servicio a labo-
ratorios pertenecientes a otros Institutos y Organismos de
investigacion.

1. Gestién y facturacion de los servicios

2. Mantenimiento y supervision del sistema de reservas
de los equipos

3. Asistencia y formacién de usuarios

4.  Organizacion de seminario y desarrollo de guias y tu-
toriales

5. Mantenimiento de la pagina Web del SMOC (http://
www.cbm.uam.es/confocal)

6. Distribucion y mantenimiento del stock de reactivos

7. Participacion activa en el desarrollo de la iniciativa de
la Red Espariola de Microscopia Optica Avanzada (RE-
MOA) (http://remoa.net)

Director Técnico /
Technical Director:
Dr. Carlos Sanchez Martin

Supervisor Cientifico /
Scientific Supervisor:
Dr. Javier Diez Guerra

Personal / Personnel:

Maria Angeles Mufioz Alcala
Verénica Labrador Cantarero
Teresa Villalba Villacorta
Irene Martinez Carrasco

Pagina Web / Web page:
http://www.cbm.uam.es/confocal

The SMOC facility was created in 1999 including one Zeiss
LSM310 confocal, two BioRad ones, MicroRadiance and Ra-
diance2000, and one Zeiss Axioskop widefield microscope.
Nowadays, we have six Confocals, three of them with spec-
tral acquisition, one Multiphoton, six Widefield microscopes,
one Stereomicroscope, one Vibratome and two Workstations
for image processing and deconvolution. Two of the Confo-
cals and three of the Widefield microscopes have incubation
chambers and perfusion systems for long-term in vivo ex-
periments. We also distribute some antibodies, fluorescent
markers, mounting media, glass and dishes which are typi-
cally used for microscopy applications. Our main purpose is
to offer the applications and technology demanded by the
CBMSO scientific staff. So, the SMOC facility does not carry
out any scientific research though offer service to external

groups of other Institutes and Organizations.

1. Facility management and invoicing

2. Equipment booking application supervision and main-
tenance

User training and assistance

Organization of seminars and development of tutorials
and guides

5.  Facility web page maintenance (http://www.cbm.uam.
es/confocal)

6. Distribution and stock maintenance of reagents useful
for optical microscopy applications

7. Active involvement in the organization of the Spanish
Network of Advanced Optical Microscopy (REMOA)
(http://labs.remoa.net)



/SCIENTIFICFACILITIES

PROTEOMICS AND PROTEIN CHEMISTRY CORE FACILITY

Director Técnico /
Technical Director:
Dra. Ana Isabel Marina Ramirez

Supervisor Cientifico /
Scientific Supervisor:
Dr. Fernando Rodriguez

Personal / Personnel:
Dr. Carlos Garcia

Dra. Esperanza Morato
Dra. Mercedes del Valle
Inés Zapico

Pagina Web / Web page:

y www.proteored.org

En 1993 se creo6 el Servicio de Quimica de Proteinas en el
CBMSO. La trayectoria del Servicio de Protedmica ha sido
paralela a la evolucion de la comunidad cientifica en el es-
tudio de proteinas con el objetivo de proporcionar soporte
y asesoramiento a los investigadores en los métodos apro-
piados para la preparacion de la muestra y en el disefio del
flujo de trabajo adecuado para cada proyecto. El laboratorio
esta equipado con sistemas de electroforesis 1D y 2D y con
cuatro equipos de espectrometria de masas:

1. MALDI-TOF de Bruker
2. LCQ Deca-XP (Trampa 3D) de Thermo-Scientific

3. LTQ-VELOS (Dos trampas 2D en tandem) de Thermo-
Scientific

4. LTQ-ORBITRAP-VELOS-PRO (Dos trampas 2D en
tandem acopladas a un analizador Orbitrap) de Ther-
mo-Scientific

Nuestro Servicio ha sido utilizado por numerosos proyectos
de investigacion en un rango amplio de areas cientificas.
Formacion:

1. Cursos en Proteémica avanzada para el personal del
Servicio.

2. Seminarios dirigidos a usuarios acerca de los avances
recientes en instrumentacion.

3. Participacion en congresos de Protedmica nacionales
e internacionales

1. Analisis de peso molecular de péptidos y proteinas.
2. Preparacion de muestras.

Identificacion de proteinas mediante mapeo peptidico
(MALDI-TOF-MS).

4. Identificacion de proteinas mediante LC-MS/MS (ESI-
LTQ-ORBITRAP).

5. Caracterizacion de proteinas (analisis de modificacio-
nes postraduccionales).

Secuenciacion De novo.

Electroforesis 2D.

www.cbm.uam.es/servicios/proteomica.htm

In 1993 the Protein Chemistry Facility was created in the
CBMSO. The trajectory of the Proteomics Facility has been
parallel to the evolution of the scientific community in the study
of proteins and its objectives are to provide technical support
and advice to researchers on the appropriate methods of
preparing samples and design of the appropriate work-flow
for each project.

The laboratory is equipped with systems to run 1-D and 2-D
electrophoresis and four mass spectrometers:

1. MALDI-TOF from Bruker.
2. LCQ Deca-XP (3D-lon Trap) from Thermo-Scientific.

3. LTQ-VELOS (2D-lon Trap in tandem) from Thermo-
Scientific.

4. LTQ-ORBITRAP-VELOS-PRO (2D-lon Trap in tandem
coupled to Orbitrap analyzer) from Thermo-Scientific.

Our service has been used for numerous research projects in
a broad range of scientific fields.

Training courses:
1. Training courses for staff in advanced proteomics.

2. Educational seminars for internal and external users on
recent advances in instrumentation.

3. Participation in national and international congresses on
proteomics.

1. Protein and peptide molecular weight analysis.

2. Sample preparation.

3. Protein identification by peptide mass fingerprinting
(MALDI-TOF-MS).

4. Protein Identification by LC-MS/MS (ESI-LTQ-ORBI-
TRAP).

5.  Protein characterization (analysis of protein modifica-
tions).

6. De novo sequencing.

7. 2D electrophoresis.
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TRANSGENESIS FACILITY

La Unidad de Transgénesis CNB-CBMSO ofrece apoyo a
grupos de investigacion vinculados a la Plataforma cientifico-
tecnoldgica Innotek, dentro del campus de excelencia CSIC-
UAM en la generacion, gestion e intercambio de lineas de ra-
tones modificados genéticamente. Ofrecemos asesoramiento
técnico y cientifico en el disefio de estrategias para generar el
modelo deseado, ya sea por transgénesis aditiva o por muta-
génesis dirigida (KO y Kl). También facilitamos la incorpora-
cion de modelos generados por consorcios internacionales u
otros grupos de investigacion, cuando el estatus sanitario de
éstos no cumple con los requerimientos de nuestros centros.
Por ultimo asesoramos en la gestion de las colonias de las
diferentes lineas y en el disefio de los cruces necesarios para
trabajar con el fondo genético mas adecuado.

1. Asesoramiento en el disefio de vectores de targeting y cons-
trucciones para microinyectar

2. Microinyeccion pronuclear de DNA plasmidico, BACs y YACs

3. Electroporacion de vectores en células ES de diferentes fondos
genéticos

4. Inyeccion de Zinc Finger Nucleasas

5. Manipulacion de Células ES generadas en consorcios interna-
cionales

6. Microinyeccién o agregacion de células ES para generar qui-
meras

7. Generacion de células ES de ratén

8. Rederivacion sanitaria mediante transferencia de embriones o
fecundacién in vitro

9. Purificacion de ADN e identificacion de fundadores por PCR

10.  Técnicas de biologia reproductiva para solucionar problemas
de la gestion de ratones modificados genéticamente

11.  Apoyo en el establecimiento y expansion de lineas de ratén
genéticamente modificadas

Al mismo tiempo el personal de la Unidad compagina su actividad con trabajos
de investigacion que permitan incorporar nuevas técnicas o mejorar la eficiencia
de las existentes. También se desarrolla una actividad docente especializada en
tecnologias reproductivas a los usuarios que lo soliciten.

Lista de equipamiento especializado:

Dos equipos de microinyeccién con micromanipuladores hidradlicos, un femp-
tojet y un piezo drill

Microscopios y lupas

Microforja y puller

Termociclador y equipamiento de electroforesis

Laboratorio equipado para el manejo de células ES

Director Técnico / Technical Director:
Dra. M? Belén Pintado Sanjuanbenito CNB

Supervisor Cientifico /
Scientific Supervisor:
Dr. Antonio Alcami Pertejo CBMSO

Personal / Personnel

Alfredo Serrano Montalbo (Microinjection) CNB
Dra. Marta Garcia Flores (Molecular Biology) CNB
Veroénica Dominguez Plaza (ES cell technology) CBMSO

The CNB-CBMSO Transgenesis Unit provides support to
researchers linked to the Platform CSIC- UAM in the crea-
tion, establishment and interchange of genetically modified
mouse models. The Unit offers technical and scientific advi-
ce on the best strategy to achieve the desired model, either
by additive transgenesis or targeted mutagenesis (KO and
Kl). We also facilitate the incorporation of those models al-
ready available from international consortia or as a result of
scientific interchange when health status of the original co-
lony does not meet the requirements of our centers. In addi-
tion, support is provided for breeding schemes to ensure the
more suitable genetic background.

-

Advise in the design of target vectors or contructs for microin-
Jection

Pronuclear microinjection of plasmidic, BAC or YAC DNA
Vector electroporation in R1 or G4 ES cell lines

Zinc finger nucleases injection

International consortia ES cells handling

ES cell injection or aggregation to generate chimeras
Derivation of murine ES cell lines

Embryo rederivation through IVF or embryo transfer

© ® N o o~ w N

DNA purification and founder identification by PCR upon re-
quest

10.  Reproductive biotechnology to solve breeding problems of ge-
netically modified mice

11.  Support in the creation, establishment and management of ge-
netically altered mouse lines

These activities are combined with training and education on demand and
applied research to develop and refine reproductive technologies in order to en-
hance transgenic production efficiency or colony management

Specialized Equipment List:

Two microinjection settings with hydraulic micromanipulation system and Eppen-
dorf femptojet injector.

One electric microinjection setting with piezo drill

Dissecting microscopes.

Microforge and pipette puller

Termociclator and electrophoresis equipment

Fully equipped laboratory for ES cells handling
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Informatica
Computing

Instrumentacién
Instruments and Equipment

Mantenimiento
Maintenance
Recepcién
Reception

Relaciones Institucionales
Institutional Relations

Seguridad Bioldgica
Biological Security

Seguridad y Prevencién en
Riesgos Lagorales

Safety and Occupational Risk
Prevention

SERVICIOS GENERALES
General Services




SERVICIOS
GENERALES

General Services




SERVICIOS GENERALES /GENERAL SERVICES
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ADMINISTRACION
ADMINISTRATION

Jaime Garcia Martin-Delgado
Carmen Arroyo Martin
Josefina Escribano Molina
Mercedes Herrador Morales
Jessica Martinez Santos
Pilar Nogal Paris

Miguel Pérez Pulido

Loreto Plaza Diago

Esteban Rueda Cubero
Belén Villar Pérez

GERENCIA
MANAGEMENT

German Lerma Rodrigo
Gloria Escribano Sanchez
Jesus Alfonso Maiz Delgado
Silvia Villalba Garcia

INSTRUMENTACION
INSTRUMENTSAND EQUIPMENT

Francisco Gutiérrez de la Cruz
Santiago Arenas Martinez
Juan A. Delgado Rodriguez
Jesus Gonzalez Galan

José Luis Mejias Pozuelo
Fernando Mufoz Maqueda
Jesus Pozuelo Torrijos

BIBLIOTECA
LIBRARY

Rosario Gutiérrez Garcia
Dunia Mairena Escribano

GESTION DE PERSONAL
PERSONNEL MANAGEMENT

M? Reyes Llaguno Pérez
Montserrat Cantarero Garcia
Isabel de la Rosa Santos
José Maria Galan Gonzalez
Pedro Alejandro Pérez Garcia
Eva Torres Moreno

MANTENIMIENTO
MAINTENANCE

Jose Antonio Mufioz Diez
Pedro Pablo Cordén Polanco
José A. Gago Sanchez

Juan Luis Garcia Alarcén
Juan Carlos Garcia Jiménez
Miguel Gonzalez Diaz

David Hernandez Pulido
Dominic Lopez Irving

César Martos Valladares
Emilio Montero Minguez
Carlos Quifiones de la Guia

COMPRAS Y ALMACEN
PURCHASE DEPARTMENT

M2 Carmen Rico Ruiz

José Miguel Celestén Martin
Margarita Corral Diaz

M? José Fernandez Martin
José Luis Garcia Mira
Remedios Madrid del Alamo
Joaquin Parra Garcia
Teodoro Pedraza Caro
Gilbert Staszkiewicz Notario

RECEPCION
RECEPTION

Manuel Barajas Marin
M@ Jesus Gil Marinas
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CULTIVOS, LAVADO Y DIRECCION

ESTERILIZACION MANAGEMENT BOARD SENO GRAFICO
CELL CULTURE, WASHING Antonia Condes Cano z:? AEP":_I c D‘Z@E N
AND STERILIZATION

Mercedes Davila Cerrato José Ignacio Belio Lopez

Pilar Alonso Hernandez INFORMATICA

M?& Carmen Alonso Barba COMPUTING FOTOGRAFIA

M?2 Angeles Blanco Ferreras Pedro Pemau Alonso PHOTOGRAPHY
Amparo Bobadilla Hidalgo Carlos Aguado Camacho

Juana Bustos Sanchez Diego Diaz Rodilla José Antonio Pérez Gracia
Maria Cazorla Plaza Fidel Diaz Rodriguez

Antonia Cerrato Gomez Jorge César Montoya Valero

Anunciacion Gaceo Esteban Maria Pefia Pérez Garcia

Miriam Garcia Carrascal Santiago Soto-Largo Dimitrieff

Alfonso Gutiérrez Garcia

M? Nieves Martin Bermejo

F. Borja Mirasol Burgos

Ana M? Pérez Colmenar

Juan Antonio Rebelles Vicente
Victor Ribas Camacho

Eva Maria Salgado

Antonio Tirado Morén

RELACIONES INSTITUCIONALES
INSTITUTIONAL RELATIONS

SEGURIDAD BIOLOGICA

BIOLOGICAL SECURITY Mercedes Huete Pereda ]
Jessamyn Jackson SEGURIDAD Y PREVENCION

Angeles Sanchez Sanchez EN RIESGOS LABORALES

Gema Caparrés de la Jara

Carlos Jorquera Blanco SAFETY AND OCCUPATIONAL

Silvia Medina Villar RISK PREVENTION

M2 Cruz Valladares Bartolomé Antonio Sanchez Moreno
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SEMINARIOS Y LECCIONES
Seminars and Lectures

Seminarios del Centro
CBMSO Seminars

Seminarios AD-HOC
AD-HOC Seminars




SEMINARIOS Y
LECCIONES

Seminars and Lectures

El CBMSO disfruta de ayudas institucionales del Banco Santander
y la Fundacién Ramon Areces
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LECCIONESCONMEMORATIVAS /MEMORIALLECTURES

XIl LECCION CONMEMORATIVA ELADIO VINUELA 2011
XIl ELADIO VINUELA MEMORIAL LECTURE 2011

Fecha / Date Seminarista / Speaker  Centro / Center Titulo del seminario / Title of seminar

29 marzo 2011 Peter Palese Mount Sinai School of Pandemic Influenza Viruses:
Medicine, New York, USA  Past and Future

XIIl LECCION CONMEMORATIVA ELADIO VINUELA 2012
X1l ELADIO VINUELA MEMORIAL LECTURE 2012

Fecha / Date Seminarista / Speaker Centro / Center Titulo del seminario / Title of seminar
16 marzo 2012 Carlos Bustamante University of California, Grabbing the Cat by the Tail: Discrete

Berkeley, CA. USA Steps and Inter-Subunit Coordination
by a DNA Packaging Ring-ATPase

XVIIl LECCION CONMEMORATIVA SEVERO OCHOA 2011
XVIll SEVERO OCHOA MEMORIAL LECTURE 2011

Fecha / Date Seminarista / Speaker Centro / Center Titulo del seminario / Title of seminar

11 noviembre 2011 Ari Helenius Institut F. Biochemie A systems approach to virus entry
Zurich, Switzerland

XIX LECCION CONMEMORATIVA SEVERO OCHOA 2012
XIX SEVERO OCHOA MEMORIAL LECTURE 2012

Fecha / Date Seminarista / Speaker  Centro / Center Titulo del seminario / Title of seminar
28 noviembre 2012 Thomas Steitz Department of Molecular ~ Structural basis of Crick’s Central Dogma
PREMIO NOBEL DE Biophysics and Bioche-
QUIMICA 2009 mistry, Yale University,

New Haven, USA

VI LECCION CONMEMORATIVA DAVID VAZQUEZ 2011
VI DAVID VAZQUEZ MEMORIAL LECTURE 2011

Fecha / Date Seminarista / Speaker Centro / Center Titulo del seminario / Title of seminar

23 septiembre 2011 Matthew K. Waldor Howard Hudges Medical Cholera in Haiti and HUS in Germany:
Institute Investigator Transforming public helth with next ge-
Brigham and Women'’s neration DNA sequencing technology
Hospital Boston, MA, USA

VII LECCION CONMEMORATIVA DAVID VAZQUEZ 2012
VII DAVID VAZQUEZ MEMORIAL LECTURE 2012

Fecha / Date Seminarista / Speaker Centro / Center Titulo del seminario / Title of seminar

1 octubre 2012 Alan Sher National Institute of Mechanisms of self-control in the
Allergy and Infectious =~ CD4+ cell response to intracellular
Diseases, NIH, Bethes- pathogens
da, MD, USA
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13° CICLO

14° CICLO

Fecha / Date

SEMINARIOS /SEMINARS

CBMSO 2011-2012

12°,13°y 14° CICLO SEMINARIOS SEVERO OCHOA
“AVANCES EN BIOLOGIA MOLECULAR?” 2011/2012

12° 13°y 14° SEVERO OCHOA CICLE
“ADVANCES IN MOLECULAR BIOLOGY” 2011/2012

Seminarista / Speaker Centro / Center

Titulo del seminario / Title of seminar

21 enero 2011

18 marzo 2011

25 marzo 2011

29 abril 2011

13 mayo 2011

03 junio 2011

24 junio 2011

18 noviembre 2011

17 febrero 2012

02 marzo 2012

13 abril 2012

27 abril 2011

11 mayo 2012

01 junio 2012

22 junio 2012

28 sept. 2012

23 noviembre 2012

Marco Vignuzzi

Juan Valcarcel

Sarah Bray

Anne O’'Garra

Alec Jeffreys

John van der Oost

Rafael Yuste

Andrew Tobin

Dominique Mengin-
Lecreulx

Matthew Freeman

Marcel Mechali

Myriam Gorospe

Waldemar Vollmer

Erin M. Schuman

Yvette van Kooyk

Matthew N. Rasband

Thomas Lecuit

Inst. Pasteur Paris, CNRS, France

Centre de Regulacié Genomica,
Barcelona

Dept. of Physiology Development and Neuros-
cience Universidad de Cambridge, UK

Head Division of Immunoregulation, MRC
National Institute for Medical Research, The
Ridgeway, London NW7 1AA, UK

Department of Genetics, University of
Leicester, UK

Wageningen University, Wageningen
The Netherlands

Dept. of Biological Sciences, Columbia
University, New York, USA

Dept. of Cell Physiology and Pharmacology
University of Leicester, UK

Laboratoire des Enveloppes Bact, riennes et
Antibiotiques IBBMC, CNRS University
Paris, France

MRC Laboratory of Molecular Biology,
Cambridge, UK

Institute of Human Genetics, CNRS
Montpellier, France

National Institute on Aging, National Institutes
of Health, Biomedical Research Center, Balti-
more, MD, USA

The Centre for Bacterial Cell Biology Baddi-
ley Clark Building Medical School Newcastle
University, UK

Max Planck Institute for Brain Research,
Frankfurt, Alemania

Department of Molecular Cell Biology and
Immunology, VU University Medical Center
Amsterdam, The Netehrlands

Department of Neuroscience, Baylor College
of Medicine, Houston, TX, USA

IBDML, CNRS-Aix Marseille University, Mar-
seille, France

New RNA virus fidelity variants to study the role
of genetic diversity of RNA viruses in virus fit-
ness and virulence

Mechanisms of alternative splicing regulation of
cell proliferation and DNA damage reponse

Decoding the Notch signal

The immune response in tuberculosis: from
mouse models to human disease

Genetic fingerprinting and the turbulent genome

The RNA-based CRISPR/Cas defence system
of E. coli

Dendritic Spines and Distributed Circuits

Regulation of learning and memory - a role for the
phosphorylation of G-protein coupled receptors

Elucidation of the metabolism of undecaprenyl-
phosphate, a carrier lipid essential for bacterial
cell-wall polymers synthesis

Intercellular signalling: from flies to mammals,
and back again

DNA replication and its links with cell identity,
reprogramming and genome stability

Hu proteins: post-transcriptional paths to aging
processes

Regulation of bacterial cell wall growth and
morphology

Local Transcriptomes and Proteomes at Neu-
ronal Synapses

Glycan modification of antigens, novel vaccina-
tion strategies for potentiating antigen specific
immunity

Mechanisms of ion channel clustering in axons

Biomechanical control of tissue morphogenesis
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SEMINARIOS /SEMINARS

SEMINARIOSDECENTR02011-2012

REGULARSEMINARS2011-2012

Fecha / Date Seminarista / Speaker Centro / Center Titulo del seminario / Title of seminar

17 enero 2011 Oscar Fernandez CNIO, Madrid, Espafa Exploiting the DNA damage induced by oncoge-
Capetillo nes for killing cancer cells

03 febrero 2011 David Richardson School of Biological Sciences, University Electron Transport at the Microbe-Mineral Inter-

21 febrero 2011

07 marzo 2011

28 marzo 2011

08 abril 2011

11 abril 2011

06 mayo 2011

11 mayo 2011

30 mayo 2011

10 junio 2011

27 junio 2011

11 julio 2011

13 julio 2011

03 octubre 2011

24 octubre 2011

24 octubre 2011

12 diciembre 2011

23 enero 2012

23 abril 2012

07 mayo 2012

Francesc Posas

Nicolas Tapon

Nick Brown

David. M. Gilbert

Andreas Prokop

Zaal Kokaia

Ana M@ Cuervo

Peter Agre

Adi Mizrahi

Alex P. Gould

Yasunori Hayashi

Ed B. Ziff

Niels Galjart

Rob Martienssen

Dirk Schibeler

Angel Carracedo

Gottfried Baier

Frank Bradke

Markus Affolter

of East Anglia, Norwich, UK

Cell Signalling Research Group. Universitat
Pompeu Fabra, Barcelona, Espafia

Apoptosis and Proliferation Control Labora-
tory Cancer Research, Londres, UK

The Gurdon Institute and Department of
Physiology, Development and Neuroscience
University of Cambridge, UK

Department of Biological Science, Florida
State University, Tallahassee, FL, USA

The University of Manchester Faculty of Lufe
Sciences Manchester, UK

Director of Lund Stem Cell Center, University
Hospital, Lund, Sweden

Department of Development and Molecular
Biology, Institute for Aging Studies, Albert Eins-
tein College of Medicine, Bronx, NY, USA

(Nobel Prize Chemistry 2003), Johns Hopkins
Malaria Research Institute, Baltimore, MD, USA

Department of Neurobiology
The Hebrew University of Jerusalem
Jerusalem, Israel

IMRC National Institute for Medical Research,
Londres, UK

Brain Science Institute, RIKEN, Hirosawa,
Wako, Saitama, Japan

New York University School of Medicine, NY,
USA

Erasmus Medical Center de Rotterdam
The Netherlands

Cold Spring Harbor Laboratory, USA

Friedrich Miescher Institute (FMI),
Switzerland

Fundacién de Medicina Gendmica, Universi-
dad Santiago de Compostela CIBERER

Department for Medical Genetics, Molecular
and Clinical Pharmacology, Innsbruck Medical
University, Austria

Deutsches Zentrum fiir Neurodegenerative
Ludwing-Erhard-Alleen, Bonn, Alemania

Biozentrum, University of Basel
Switzerland

face: resolving the molecular structure of protein
nanowires

Control of adaptive responses to stress by
SAPKs

Control of tissue size by the Hippo pathway in
Drosophila

Linking cell adhesion and the cytoskeleton during
morphogenesis

Developmental control of replication timing
and chromosome architecture

Spectraplakins - cytoskeletal integrators with key
roles in brain development

Stem cells and ischemic stroke: current status
and future perspectives

Selective Autophagy: Many doors into the lysosome

Advocating for Human Rights and Science Diplo-
macy while Fighting Malaria Worldwide

New neurons in adult brains: Insight from live
imaging

Food for thought: nutrients, relative growth and
brain sparing in Drosophila

Molecular mechanisms for structural plasticity
of dendritic spines

Regulation of AMPA Receptor Trafficking by Natural
Reward

Microtubules and +TIPs and neuronal polarity

Replication-coupled spreading of heterochroma-
tin by RNA interference

Genetic determinants of epigenetic repression

La busqueda del componente genético de la
enfermedad

PKC isotypes are druggable regulators of T cell
effector functions in vivo

Cytoskeletal Mechanisms of Axonal Growth and
Regeneration

A deep look into the development of branched or-
gans: from flies to fish



SEMINARIOS /SEMINARS

SEMINARIOSDECENTR02011-2012

REGULARSEMINARS2011-2012

Fecha / Date

Seminarista / Speaker

Centro / Center

CBMSO 2011-2012

Titulo del seminario / Title of seminar

21 mayo 2012

11 junio 2012

21 septiembre 2012

24 septiembre 2012

08 octubre 2012

22 octubre 2012

25 octubre 2012

26 octubre 2012

29 octubre 2012

19 noviembre 2012

30 noviembre 2012

Jan Balzarini

Gyorgy Szabadkai

Maria Dominguez

iAigo Lasa

Cayetano Gonzalez

Jean Paul Vincent

Javier Martinez-Picado

Xavier Estivill

Juan Burrone

Maria Carla Saleh

Alfonso Martinez-Arias

Rega Institute for Medical Research
Katholieke Universiteit Leuven Lovaina, Bélgica

Department of Cell and Developmental Biology
Consortium for Mitochondrial Research Univer-
sity College London, UK

Instituto de Neurociencias, CSIC-UMH

Unidad de Neurobiologia del Desarrollo

Alicante Esparia

Instituto de Agrobiotecnologia UPNA-CSIC-
Gobierno de Navarra, Pamplona, Espafia

ICREA Research Professor IRB-Barcelona,
Espafa

National Institute for Medical Research, Medical
Research Council The Ridgeway, London, UK

Instituto de Investigacion en SIDA IrsiCaixa,
Hospital Germans Trias i Pujol, Badalona,
Espafia

Centro de Regulacion Genémica de Barcelo-
na, Espana

King’s College de Londres, UK

Viruses and RNAi Group Institut Pasteur
Paris, France

Department of Genetics, University of Cam-
bridge, UK

Glycans on enveloped viruses: a novel tool for spe-
cific drug design

Mitochondrial biogenesis and cell death: roles in

cancer and neurodegeneration

Symmetry, proportion and accuracy in size control
by Drosophila insulin-like peptide 8

Transcripcion solapante en bacterias: ¢ Un nuevo
mecanismo de regulacion?

Stem cell polarity and malignant tumor growth in
Drosophila

Murder and suicides in epithelial neighbourhood

Dulces virus: la perdicién del sistema inmunitario

RNA toxicity in nucleotide-expansion neurodegene-
rative disorders

Homeostatic plasticity: from synapses to the axon
initial segment.

RNAI and reverse transcription control RNA virus
persistence in the insect model Drosophila

Making cell fate decisions out of pluripotency:
what Embryonic Stem cells tell us about the ma-
mmalian embryo
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Fecha / Date

20 enero 2011

21 enero 2011

27 enero 2011

10 febrero 2011

23 febrero 2011

02 marzo 2011

28 marzo 2011

01 abril 2011

28 abril 2011

20 mayo 2011

31 mayo 2011

21 junio 2011

12 julio 2011

06 septiembre 2011

12 septiembre 2011

19 septiembre 2011

19 octubre 2011

24 octubre 2011

25 octubre 2011

SEMINARIOS /SEMINARS

SEMINARIOS AD-HOC 2011-2012
AD-HOC SEMINARS 2011-2012

Seminarista / Speaker

José Luis Gémez-
Skarmeta

Juan Mata

Marcelo Lopez-Lastra

Rosa Barrio

Aurora Martinez

Manuel Palacin

Mohit Kapoor

Rodrigo Fernandez
Gonzélez

Marcus Thelen

Sébastien Lyonnais

Alicia Castillo Holley

Christel H. Uittenbogaart

L. S. Shashidhara

Madhu Dikshit

Sue Goo Rhee

Sanjay W. Pimplikar

Mary C. McKenna

Gert Matthijs

Elena R. Alvarez-Buylla

Centro / Center

Centro Andaluz de Biologia del Desarrollo,
Sevilla, Espafia

Department of Biochemistry, University of
Cambridge, UK

Centro de Investigaciones Médicas
Facultad de Medicina, Pontificia Universidad
Catdlica, Chile

CIC bioGUNE, Bizkaia Technology Park
Derio, Espafia

Department of Biomedicine, University of
Bergen, Norway

Instituto de Investigacion Biomédica,
Barcelona, Espafia

Department of Medicine, University of Mon-
treal, Canada

Developmental Biology Program, Sloan-Kette-

ring Institute, NY, USA

Institute for Research in Biomedicine, Bellin-
zona, Switzerland

Unitat de Recerca de SIDA, Parc Cientific de
Barcelona, Espafa

Fundadora del Grupo Wealthing (R), Ing.
Agron., MBA, University of Western Australia

David Geffen School of Medicine at UCLA,
Los Angeles, USA

Indian Insitute of Science Education and

Research (IISER), Pune, India

Head of Pharmacology Division, Central Drug
Research Institute, Lucknow, India

Division of Life and Pharmaceutical Sciences,
Ewha Womans University, Seoul, Korea

Department of Neurosciences, Lerner Re-
search Institute, Cleveland, Ohio, USA

Department of Pediatrics, University of Maryland

School of Medicine, Baltimore, MD, USA

Laboratory for Molecular Diagnosis, Center
for Human Genetics, Katholieke Universiteit
Leuven, Bélgica

Universidad Nacional Auténoma de México

(UNAM)

Titulo del seminario / Title of seminar

EI ADN no codificante, su funcién en el de-
sarrollo y en las enfermedades humanas

Redes posttranscripcionales: una vision
global

Translation initiation of the full-length mRNA
of HIV-1. Functional and structural analysis of
the 5" UTR

Sumo in development and steroidogenesis

Rescate y establizacion de proteinas mal ple-
gadas mediante chaperonas famacoldgicas

Molecular basis of substrate-induced per-
meation by an amino acid antiporter. Trans-
port and symmetry

Role of PPAgamma in skin health and ar-
thritis: Focus on scleroderma and cartilege
development

Mechanisms of cell coordination in epithe-
lial morphogenesis

The Yin Yang of Chemokine Receptor
Functions

First steps in bottom-up self-assembly of HIV-
1 molecular machine and its visualization by
atomic force microscopy

From Brain to Gain: transformando conoci-
miento en prosperidad

Interferon-alpha: protective or detrimental
for human thymopoiesis

A novel context-specific component of Hed-
gehog pathway during wing development in
Drosophila

Biochemical and molecular characteristics of
NOS isoforms expressed in human neutro-
phils and their functional importance

Intracellular Messenger Function of Hydrogen
Peroxide and Regulation of Peroxiredoxin

AD-360: Amyloid-independent mechanims
of Alzheimer’s disease

Glutamatergic neurotransmission-- key roles
of compartmentation and energy metabolism

Congenital Disorders of Glycosylation: a ra-
pidly expanding group of inborn errors of me-
tabolism

From genotypes to phenotypes and evo-
lution via epigenetic landscapes: towards
a general theory of morphogenesis using
flower development as study system



SEMINARIOS /SEMINARS

SEMINARIOS AD-HOC 2011-2012
AD-HOC SEMINARS 2011-2012

Fecha / Date

31 octubre 2011

08 noviembre 2011

24 noviembre 2011

20 diciembre 2011

19 diciembre 2011

16 enero 2012

19 enero 2012

26 enero 2012

03 febrero 2012

22 febrero 2012

08 marzo 2012

14 marzo 2012

15 marzo 2012

16 marzo 2012

29 marzo 2012

30 marzo 2012

11 abril 2012

19 abril 2012

26 abril 2012

07 mayo 2012

Seminarista / Speaker

Thomas Michel

Gonzalo Peluffo

Joaquin de Navascués

Bruno Conti

Elena Maganto-Garcia

Buzz Baum

Hernan Lopez-Schier

Elena Caro Bernat

Eleonora Lapi

David Gémez Miguel

Jorge A. liiguez-Lluhi

Ann Hill

Pura Mufoz

Ignacio Melero

Terry Lechler

Luis Alberto
Baena-Lépez

Bernhard Briine

Daved Fremont

Antonio Herrera-Mer-
chan

Erich Gnaiger

Centro / Center

Brigham and Women's Hospital, Harvard
Medical School, USA

Facultad de Medicina, Universidad de la
Republica, Montevideo, Uruguay

Department of Genetics, University of Cam-
bridge, UK

The Scripps Research Insitutute, La Jolla,
California, USA

Brigham and Women's Hospital, Harvard
Medical School, USA

Laboratory for Molecular Cell Biology, Univer-
sity College London, UK

Centro de Regulacién Genémica, Barcelona

Department of MCD Biology, University of Cali-
fornia Los Angeles, USA

Vascular Biology Laboratory, Cancer Re-
search, London, UK

Facultad de Ciencias, Universidad Autono-
ma de Madrid

Associate Professor of Pharmacology, Uni-
versity of Michigan, USA

Department of Molecular Microbiology and
Immunology, Oregon Health and Sciences
University, Portland, Oregon, USA

ICREAy Universidad Pompeu Fabra

CIMA, CUN and Medical School, University of
Navarra, Pamplona

Assistant Professor of Cell Biology and
Dermatology, Duke University School of
Medicine, Durham, NC

Developmental Neurobiology, National Institu-
te for Medical Research, London, UK

Faculty of Medicine, Goethe University,
Frankfurt, Germany

Department of Pathology and Immunology,
Washington University School of Medicine,
St- Louis, USA

Centro Nacional de Investigaciones Cardio-
vasculares Carlos Ill, Madrid

Medical University of Innsbruck, Department
of Visceral, Transplant and Thoracic Surgery,
Austria

CBMSO 2011-2012

Titulo del seminario / Title of seminar

Nitric oxide synthesis and cardiovascular
signaling

Tobacco smoke mediated nitroxidative stress
to the endothelium: insights on peroxynitrite
detection in endothelial cells

Stochastic stem cell decisions in the Droso-
phila adult intestine

Neuroimmunology of interleukins 18 and 13

Hypercholosterolemia-induced regulatory T
cell responses in atherosclerosis

Epithelial refinement: generating order from
disorder

Planar cell inversions occur through ho-
motypic adhesion and heterotypic junction
remodeling

Locus-specific and DNA-methylation-inde-
pendent heterochromatin formation in Ara-
bidopsis thaliana

Revealing the pieces of the vascular puzzle

Systems Biology Approaches to Cancer and
Development

Diseases of SUMOylation: Lessons from
transcription factors and ion channels

Cytomegalovirus and the immune system:
for better or for worse

Inflammation-mediated skeletal muscle re-
generation and fibrosis

Multilayered mechanisms of action in CD137-
based cancer immunotherapy

Cytoskeletal Control of Epidermal Function

New tools for Drosophila, new frontiers to
explore

Sphingosine-1-phosphate  from
cells reprograms macrophages

apoptotic

Structural mechanisms of viral immune eva-
sion

Shedding light on stem cell aging: conse-
quences of Ezh2 gain-of-function in vivo

Combined oxygen-flourescence method for
the simultaneous measurement of H,0, pro-
duction and respiration in cells
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SEMINARIOS /SEMINARS

SEMINARIOS AD-HOC 2011-2012
AD-HOC SEMINARS 2011-2012

Fecha / Date

08 mayo 2012

10 mayo 2012

17 mayo 2012

18 mayo 2012

21 mayo 2012

25 mayo 2012

08 junio 2012

14 junio 2012

15 junio 2012

28 junio 2012

06 julio 2012

09 julio 2012

19 septiembre 2012

26 septiembre 2012

16 octubre 2012

30 octubre 2012

05 noviembre 2012

07 noviembre 2012

12 noviembre 2012

19 noviembre 2012

26 noviembre 2012

14 diciembre 2012
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Seminarista / Speaker
José Luis Martin Ven-

tura

Héctor Herranz

Marcus Bischoff

Rodrigo Bermejo

Sam Kunes

Keiko Sugimoto

Miguel Garcia Diaz

Carlos Fernandez-
Hernando

Ana Terriente

Leticia Lopez Gonzalez

Carlos Vallin

José A. Villadangas

Javier Terriente

Erkin Kuru

Elena Papaleo

Juan M. Alfaro

Enrique Martin Blanco

Makoto Kawamukai

Alfredo Aguilar
Romanillos

Michael Levine

Santiago Rodriguez de
Coérdoba

Josana Rodriguez

Centro / Center

Instituto de Investigacion Sanitaria, Funda-
cion Jiménez Diaz, UAM, Madrid

Institute of Molecular and Cell Biology,
Singapore

Department of Zoology, University of Cam-
bridge, UK

Instituto de Biologia Funcional y Gendmica,
Salamanca

Molecular and Cellular Biology, Harvard
University, Cambridge, MA, USA

RIKEN Plant Science Center, Tsurumi, Yoko-
hama, Japan

Department of Pharmacological Sciences,
Stony Brook University, NY, USA

New York University School of Medicine,
NY, USA

Department of Physiology, Development and
Neuroscience, University of Cambridge, UK

Centro de Biotecnologia y Genémica de
Plantas (UPM-INIA)

Laboratorio de Biotecnologia, CEIEB, IFAL,
UH, Cuba

Department of Microbiology and Immuno-
logy, and Department of Biochemistry and
Molecular Biology (Bio21 Insitute), University
of Melbourne, Australia

Developmental Biology Group, Department of
Experimental and Health Sciences, Universi-
tat Pompeu Fabra

University of Indiana, USA

Department of Biology, Biomolecular Sciences,
University of Copenhagen, Denmark

Neuron Biosciences (Granada)

Instituto de Biologia Molecular de Barcelona

Faculty of Life and Environmental Science,
Shimane University, Matsue, Japan

Head of Unit Biotechnologies, European Com-
mission, DG Research and Innovation, Brus-
sels, Belgium

Department of Molecular and Cell Biology, Uni-
versity of California, Berkeley, USA

Dept. Medicina Celular y Molecular, Centro de
Investigaciones Bioldgicas (CSIC), Madrid

The Wellcome Trust Gurdon Institute, Universi-
ty of Cambridge, UK

Titulo del seminario / Title of seminar

Vascular proteomics, a translational tool to
understand atherothrombosis

El miRNA bantam y la via del EGFR coope-
ran en la formacion de tumores

Cell behaviours during the morphogenesis of
the adult abdominal epidermis of Drosophila

Topological determinants of genome integrity

How a novel proteolytic cleavage event
controls Hedgehog's export and development
patterning activity

Transcriptional control of cell differentiation
and dedifferentiation in plants

MTEREF proteins and the regulation of mi-
tochondrial gene expression

MicroRNA functions in vascular and meta-
bolic disease

Direct targets of Notch in Drosophila blood cell
development reveal co-operation with Lozenge/
runx to canalize a specific cell fate programme

Chromatin mediates the repression of master
genes of flowering initiation in Arabidopsis

Streptomyces Ividans potencialidades como hospe-
dero para la produccion de antigenos recombinantes
de Mycobacterium tuberculosis bioldgicamente activos
para fines diagndstico y vacunales de la tuberculosis

Presentacién antigénica por células dendri-
ticas: quién, como y cuando

The hindbrain boundary: A signalling pa-
thways crossroad

In situ probing of newly synthesized peptidogly-
can in live bacteria by flourescent D-amino acids

Mechanisms of intra- and inter-molecular com-
munication in proteins: a molecular dynamics
investigation

Zebrafish: el nuevo ratén de laboratorio?

Morphogenesis mechanisms

Regulation of sexual differentiation in fission
yeast

Horizon 2020, the new EU Research Fra-
mework Programme

Mechanisms of Transcriptional Precision in

the Drosophila embryo

Pathogenic mechanisms in Lafora Disease

Identification of Cell Polarity Regulators by
Systematic Genetic Interaction Screening
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SCUELA

TALLER FUNDACION SEVERO OCHOA

F.S5.O. Training School

La Escuela Taller “Severo Ochoa” se configura como un progra-
ma mixto de empleo y formacién subvencionado por la Comuni-
dad de Madrid y el Fondo Social Europeo, que tiene como objeti-
vo mejorar la ocupabilidad de jovenes desempleados menores de

25 anos con la finalidad de facilitar su insercién laboral.

La E.T. tiene como propdsito la obtencion de una capacitacion y

cualificacién profesional en la especialidad formativa de Analista

de Ensayos Microbioldgicos y Biotecnolégicos. Dentro de los dife-
rentes perfiles incluidos en la figura del Técnico de Laboratorio, la
formacion en alternancia con la practica profesional que durante ESCUELAS TALLER

Y CASAS DE OFICIOS
24 meses reciben nuestros alumnos, esta orientada hacia los la- TALLERES DE EMPLEO

boratorios de investigacion cientifica.

La E.T. se divide en 4 fases de 6 meses, siendo la primera exclu-

sivamente formativa donde los alumnos tienen derecho a percibir
una beca de asistencia. En La segunda etapa del proyecto (18 conNION EUROPEA

El Fondo Social Europeo invierte en tu futuro
ultimos meses), los Alumnos/Trabajadores complementaran su
formacion en alternancia con el trabajo, realizando practicas pro-
fesionales en proyectos de investigacion que se estén llevando

a cabo en el CBMSO, teniendo un contrato para la formacion

Servicio Regional de Empleo
. . CONSEJERIA DE EMPLEO, MUJER
suscrito con la entidad promotora del proyecto. £ INMIGRACION
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Diploma VI Edicién Escuela Taller

PROMOCION 2012

DIRECTORA

Isabel del la Rosa Santos

PROFESORAS

Cristina Cacheiro Llaguno

Nuria Sanchez Lépez

ALUMNOS

Sven Calduch Ramirez
Paloma Dominguez Sanchez
Ana Maria Flores Robles
Kevin Sandro Leén Marquina
Miguel Prieto Garcia

Ana Renshaw Calderén

Juan Pablo Sanchez Huaman
Victor Serrano Garcia-Cortazar
Lorena Vazquez Rioja
Verénica Flores Usca

Miriam Lucas Santamaria
Noelia Aguado Abajo

Alex Patricio Agreda Saltos
Diego Sanchez Carillo

José Luis Jiménez Mufoz
Irene Tejada Sanchez
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