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Reflexiones del Director [ Director’s Remarks

1

forma parte del Claustro Cientifico del CBMSO

el voto de confianza que deposité en mi en
mayo del afio 2014, y que supuso la propuesta de mi nom-
bramiento a nuestras autoridades del CSIC y la UAM para el
cargo de Director del CBMSO. También a Santiago Lamas,
Director del Centro durante los afios 2012-14, que me facilitd
enormemente la tarea de asumir esta direccién. En el escaso
periodo de tiempo en que he tenido el privilegio de ejercer
como director, he podido conocer y apreciar mejor el inmenso
trabajo, la dedicacion y la profesionalidad del personal que
permite el funcionamiento diario de este centro, tanto en sus
aspectos administrativos como cientificos.

E primer lugar quisiera agradecer al personal que

Durante el periodo de tiempo que cubre esta memoria,
los afos 2013-14, hemos podido mantener los para-
metros de productividad cientifica y formativa que han
caracterizado a nuestro centro en los ultimos afios.

Este hecho se refleja con claridad en los documentos que
recogen la actividad de los 70 grupos que en la actualidad
componen los cinco departamentos cientificos, y en si mismo
debe ser un motivo de satisfaccion para todos nosotros, al
haberse realizado en un entorno econémico muy complica-
do y de escasez presupuestaria. Las mas de 35 tesis y 253
publicaciones de media anuales atestiguan que, a pesar de
las dificultades, nuestro centro sigue siendo cientificamente
productivo, y que hemos sido capaces de hacer mas con me-
nos gracias al esfuerzo individual y colectivo de los miembros
del CBMSO.

A ninguno de vosotros se os escapa que el entorno nacio-
nal e internacional en el que se desenvuelve nuestra labor
profesional es cada vez mas competitivo, lo que implica que
mantenernos como centro de referencia en investigacion en

José F. de Celis
DIRECTOR DEL CBMSO / CBMSO DIRECTOR

I would like to thank the CBMSO scientific faculty for endor-
sing my proposal as CBMSO director to our authorities in the
CSIC and UAM. | also would like to thank Santiago Lamas,
our director during the 2012-14 period, for facilitating me the
transition to this role. In the brief period of time in which | have
had the privilege of acting as CBMSO director, | have come to
know and appreciate the effort, dedication and professiona-
lism of our personnel. These qualities are really what allow the
daily functioning of our Center, both in its administrative and
scientific sides.

During the period of time included in this Scientific report, the
years 2013-14, we have been able to maintain the scientific
and formative parameters that had characterised our activity
in the last years. This fact is clearly apparent in the documents
included in the report that gather the activity of the 70 research
lines included in our five scientific departments, and by itself
should be a reason for our satisfaction, as this period has been
economically complex and with considerable budget restrains.
The more that 35 average defended PhD and 250 scientific
publications per year confirm that, despite the difficulties, the
CBMSO remains scientifically productive, and that we have
been able to do more with less thank to the individual and co-
llective effort of the CBMSO personnel.

I believe we all understand that the national and internatio-
nal environment in which we develop our professional work
is increasingly becoming more competitive, and this implies
that remaining a reference Center in the area of Molecular Bio-
logy requires a permanent updating effort, a better definition
of our strategies, a much more optimized system of resource
allocations and perhaps also a vision of where we want to be
in the next future. Our current strategic plan defines the glo-
bal objective of the CBMSO as “to gather together the most
active groups in the areas of Biochemistry, Biomedicine and
Molecular Biology working in Spain”. The CBMSO was funded
under this assumption, and | believe that maintaining multidis-
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el area de la Biologia Molecular requiere un esfuerzo perma-
nente de actualizacién, una mejor definicion de nuestras es-
trategias de futuro, un uso optimizado de los recursos de los
que disponemos y quiza también un objetivo comun que de-
fina nuestra trayectoria como centro para los proximos afios.
Nuestro vigente plan estratégico define el objetivo global del
CBMSO como “reunir a los grupos mas activos en las areas
de la Bioquimica, Biomedicina y Biologia Molecular que tra-
bajan en Espafa”. Con este principio fue fundado el CBM, y
creo que mantener la multidisciplinaridad y el apoyo a lineas
de investigacion que son punteras en Biologia Molecular debe
ser una prioridad en el desarrollo futuro del centro. También
deberiamos ser capaces de definirnos de una manera mas
precisa, para que, aprovechando el potencial de nuestros gru-
pos de investigacion, desarrollemos una identidad como Cen-
tro mas acorde con la realidad de la ciencia actual. En este
sentido presentamos a la ultima convocatoria Severo Ochoa
de centros de excelencia, que desafortunadamente fue des-
estimada, una linea estratégica de investigacion enfocada en
el estudio de las bases moleculares de patologias asociadas
con la edad. Este planteamiento lo consideramos como un po-
sible punto de encuentro que retna y potencie a las diferentes
lineas de experimentacion que actualmente desarrollamos,
incluyendo los estudios sobre enfermedades neurodegenera-
tivas, sobre los componentes inmunes, inflamatorios y meta-
bodlicos de diversas patologias y sobre las alteraciones en el
control de la proliferacion y diferenciacion celular, sin olvidar la
investigacion en distintos organismos modelo que nos sirvan
para entender desde una ciencia mas fundamental las bases
moleculares de estos procesos. Quiza una mejor y mas pre-
cisa definicion de nuestros objetivos estratégicos ayude a de-
terminar una trayectoria de futuro que saque el mejor partido
de nuestro centro.

La préxima firma del convenio entre la UAM y el CSIC nos
debera permitir una aun mejor integracion del potencial que
cada institucion aporta al centro, asi como elaborar un re-
glamento interno que agilice la gestion diaria de éste. Sin
embargo, no debemos olvidar que la responsabilidad final
de impulsar este centro hacia el futuro es fundamentalmente
nuestra, y esto nos incluye a todo el personal que formamos
parte de él. En este sentido, considero que es imprescindible
dinamizar y mejorar los procesos de asignacion de recursos,
asi como promover la incorporacion y el desarrollo de jove-
nes investigadores. En mi opinién, el centro esta ahora en
una etapa de transicion que tenemos que ser capaces de
aprovechar y resolver para garantizar nuestra posicion futura
como centro de referencia. Esto implica gestionar de manera
mas efectiva la enriquecedora heterogeneidad de este cen-
tro, para combinar el progreso de nuestros investigadores
con la posibilidad de incorporar otros grupos de investigacion
punteros. Para ello estamos trabajando, y confio en que la
generosidad y profesionalidad de nuestro personal hara po-
sible generar una dinamica de funcionamiento mas acorde
con las necesidades actuales.

Quiero de nuevo expresar mi agradecimiento a todos los ex-
celentes profesionales que componen la plantilla de este cen-
tro, asi como a todos los implicados en las distintas comisio-
nes, a la vicedirectora y a los directores de departamento que
con su esfuerzo generoso, implicaciéon y buen hacer permiten
el funcionamiento de este centro. También quiero mencio-
nar, animar y poner en valor el trabajo que realizan nuestros
técnicos, estudiantes, doctorandos y postdoctorales. A ellos
pertenece el futuro, y a nosotros proveerles de las mejores
condiciones de trabajo y desarrollo profesional. Para finalizar,
quiero recordar desde el carifio y el respeto a nuestros cole-
gas Manuel Barajas Marin, José M? Galan Gonzalez, Jesus
Pozuelo Torrijos y Alfredo Villasante Atienza.

ciplinarity and supporting top Molecular Biology research lines
must be a priority in the future development of the Center. We
should also be capable of defining ourselves in a more precise
manner, to develop an identity as a research institute that buil-
ding from the strengths of our research lines were more adjus-
ted to the current National and International scenarios. In this
line, and after considerable discussions, we proposed to the
last Severo Ochoa Center of excellence call, which unfortuna-
tely was dismissed, the area “research in pathologies associa-
ted to aging”. We considered that this definition was a possible
meeting point to gather and potentiate most of experimentation
that we actually develop, including the work on neurodegene-
rative diseases, the immune, inflammatory and metabolic com-
ponents of a variety of pathologies and the alterations in the
control of cellular proliferation and differentiation. Perhaps a
better and more precise definition of our scientific objectives
would help to determine a future trajectory that capitalises in
the strengths of our scientific and technical personnel.

The future but imminent signature of the agreement between
the UAM and CSIC should allow us a better integration of the
potential that each institution contributes to our Center, and
also to elaborate a set of rules to improve its daily manage-
ment. Although this is a very important aspect for future de-
velopments, | would like to emphasize that the responsibility
to impulse forward this Centre mostly reside in our hands. In
this sense, it is ineludibly to improve the current dynamics in
the processes of resource allocation to the research lines,
as well as to promote the incorporation and development of
young investigators. In my view, the CBMSO is now in a tran-
sitional period that we should be able to navigate efficiently to
guarantee our future position as a reference research Institute
without becoming irrelevant. We have to be able to manage
the heterogeneity of this Centre, to combine the development
of our investigators with the incorporation of other relevant re-
search groups. We are working to achieve this, and | believe
the generosity and professionalism of our personnel should
make possible to generate a functioning dynamics more in line
with the current demands.

1 will like to express again my appreciation to all the excellent
professionals that form part of this Institute, as well as my gra-
titude to all of you involved in the different committees, the vice
director and the department directors, who with heir generous
effort and commitment allow our daily functioning. | would also
like to acknowledge and encourage the work carried out by our
technical personnel, students, PhDs and postdocs. The future
belongs to then, and our responsibility is to provide then with
the best possible working conditions and professional deve-
lopment opportunities, To finish, | would like to remember our
colleges that passed away in recent dates, Manuel Barajas
Marin, José M? Galan Gonzalez, Jesus Pozuelo Torrijos y Al-
fredo Villasante Atienza
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CBMSO 2013-2014

and Honors

MARGARITA SALAS FALGUERAS

Premio Ferrer Internacional Homenot de la Sanidad
(Fundacién Avedis Donabedian-UAB)

Premio Madri+d 2012 a la mejor patente
(M. Salas, L. Blanco, Miguel de Vega, J.M. Lazaro, M. Mencia)

Miembro de Honor del Senatum Cientifico de la Facultad de Ciencias
de la Universidad de Zaragoza

JOSE FERNANDEZ PIQUERAS

Presidente del Comité Asesor de Expertos de FARPE y FUNDALUCE
(desde Julio de 2013)

Miembro del Instituto de Investigacion Sanitaria Jiménez Diaz (11S-FJD)
(desde Julio de 2013)

MARGARITA SALAS FALGUERAS

Premio a la Excelencia Quimica 2014 concedido por el Consejo General
de Colegios Oficiales de Quimicos de Espafia

FRANCISCO SOBRINO

IIl Premio Isabel Minguez Tudela a la Innovacién en Sanidad Animal. (Vet+i). 2014
Diploma por méritos cientificos durante el curso académico 2013-2014. CSIC

MARTA NAVARRETE LLINAS

Concesion ayuda a Jovenes Investigadores Innovadores BBVA

JOSE J. LUCAS LOZANO

Premio BBVA Fronteras del Conocimiento Proyecto de Biomedicina

LUIS BLANCO DAVILA

Premio Carmen y Severo Ochoa 2014 de Investigacion en Biologia Molecular

CBMSO Staff Honors

LAUREATES OF THE PRINCIPE DE ASTURIAS DE INVESTIGACION
LAUREATES OF THE PREMIO MEXICO DE INVESTIGACION (OF 19 IN TOTAL)
LAUREATES OF THE PREMIO JAIME | DE INVESTIGACION

LAUREATES OF THE RAMON Y CAJAL NATIONAL PRIZE

DOCTORS “HONORIS CAUSA” OF SPANISH AND FOREIGN UNIVERSITIES
MEMBERS OF THE USA'S NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES

SPANISH ROYAL ACADEMIES MEMBERS
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Financing: Overal Data  (*)

AGREEMENTS (CONTRACTS)
AUTONOMOUS REGION OF MADRID

'
4
'y EU
r'y
7'y

IC

HEALTH RESEARCHFUNDING 4
NATIONAL RESEARCH FUNDING 4

“CSIC

CONSE S BUPIRON DE INVESTIGADIONES CINTIFNCAS

* Figures in thousand of euros
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Scientific Services

ANIMAL FACILITY
BIOINFORMATICS FACILITY

ELECTRON MICROSCOPY FACILITY

FERMENTATION FACILITY

FLOW CYTOMETRY FACILITY

GENOMICS AND NEXT-GENERATION SEQUENCING FACILITY
OPTICAL AND CONFOCAL MICROSCOPY FACILITY
PROTEOMICS AND PROTEIN CHEMISTRY CORE FACILITY

TRANSGENESIS FACILITY

Technical Services

BIOLOGICAL SECURITY

CROPS, WASHING AND STERILIZATION
COMPUTING SERVICES

GRAPHIC DESIGN / PHOTOGRAPHY
INSTRUMENTATION

LIBRARY

SAFETY AND OCCUPATIONAL RISK PREVENTION

Administrative Services

ADMINISTRATION
HUMAN RESOURCES
INSTITUTIONAL RELATIONS
GENERAL SERVICES
PURCHASING AND STOCKROOM
RECEPTION

13



16

18

20

22

24

26

28

30

32

34

36

38

40

42

44

46

48

50

52

54

56

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

Trafico de membranas
Membrane trafficking
MIGUEL A. ALONSO LEBRERO

Glicogenémica Funcional
Functional Glycogenomics
PEDRO BONAY MIARONS

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

Fisiopatologia mitocondrial
Mitochondrial pathophysiology
SUSANA CADENAS ALVAREZ

Plasticidad Celular en Desarrollo y Cancer
Cellular Plasticity in Development and Cancer
CESAR COBALEDA HERNANDEZ

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

Biogénesis y funcion de la mitocondria y su repercusion en patologia
Biogénesis and function of mitochondria and its role in pathology
JOSE M. CUEZVA

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 diSéasesagencs involved in T-cell l[ymphoblastic lymphoma development
JOSE FERNANDEZ-PIQUERAS £

Mediadores proinflamatorios y su implicacion en enfermedades de etiologia inflamatoria elinmune
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 iNIGUEZ PENA

Bases moleculares y celulares de la fisiopatologia asociada a la expresion de antigenos intracelulares
Molecular and cellular basis of the physio(patho)logy associated with the expression of intracellular antigens
JOSE MARIA IZQUIERDO JUAREZ

Fisiopatologia Molecular de la Fibrosis
Molecular Pathophysiology of Fibrosis
SANTIAGO LAMAS PELAEZ

Grupo de Fisiopatologia Molecular de la Inflamacion y Fibrosis Peritoneal (PERINFIB)
Group for the Study of Peritoneal Inflammation and Fibrosis Molecular Pathophysiology
MANUEL LOPEZ CABRERA

Inmunologia de los antigenos de la histocompatibilidad
Immunology of human histocompatibility antigens
JOSE A. LOPEZ DE CASTRO ALVAREZ

Mecanismos de sefializacion y regulacion de receptores acoplados a proteinas G
G protein-coupled receptor networks: signal transduction and pathophysiological implications
FEDERICO MAYOR

Biologia celular de la inflamacion
Cell biology of inflamation
JAIME MILLAN MARTINEZ

Papel del remodelado de la matriz extracelular en el sistema cardiovascular
Extracellular matrix remodeling in the cardiovascular system
FERNANDO RORIGUEZ PASCUAL

Homeostasis metabdlica
Metabolic homeostasis
IGNACIO VICENTE-SANDOVAL

Oxido nitrico y respuesta inmune adaptativa: regulacién y funcién de la actividad éxido 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 PEIRO

Desarrollo del sistema linfohematopoyético humano
Development of the human lymphohematopoietic system
MARIA L. TORIBIO GARCIA
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BIOLOGIA CELULAR E INMUNOLOGIA /CELL BIOLOGY AND IMMUNOLOGY

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

Jefe de Linea / Group Leader: Viola Boccasavia

Balbino Alarcén Elena Rodriguez

Personal Cientifico / Scientific Staff: ~ Técnicos de Investigacion /
Hisse M. van Santen Technical Assistance:

Aldo Borroto Valentina Blanco

Irene Arellano
Tania Gémez
Cristina Prieto

Postdoctorales / Postdoctoral Fellows:
Raquel Blanco

Elena Fernandez-Arenas

Diana Reyes Estudiantes /

Nadia Martin Undergraduate Students:
Lorena Belén

Almudena Barbero

Julia Ramirez

Celia Alda

Celia Navas

Laura Higuera

Becarios Predoctorales /
Graduate Students:
Enrique Calleja

Pilar Mendoza

Ana Martinez

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 en-
tre 1y 10 pM. Creemos que la respuesta a esta paradoja se encuentra en que el TCR no actiia como una molécula
aislada sino que se expresa, antes de la estimulacién con antigeno, como oligémeros de distinto tamafio que pueden
llegar a ser hasta de 20 TCRs.

La organizacion del TCR en oligébmeros 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 union de
un ligando a un TCR resulta en la transmisién 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 fisiologicos de los linfocitos
como la sefializacién homeostatica, formacién de la sinapsis inmunoldgica, seleccion timica, formacion de centros germinales,
asi como en procesos patoldgicos: participacion en la formacion de linfomas B y T, ademas de cancer de pulmoén y mama.

insets

memory T cell

Figura 1. Distribucion del TCR en linfocitos naif y de me-
moria. Se muestran imagenes de microscopia electrénica
de transmision de replicas de la superficie de un linfocito T
CDB8+ y de otro de memoria tras el marcaje con anticuer-
po anti-CD3 y proteina A-oro de 10 nm.

Figure 1. Distribution of the TCR in naive and memory T
cells. Cell surface replicas of CD8+ naive and memory T
cells examined by transmission electron microscopy after
labeling with anti-CD3 and protein A-gold of 10 nm.

naive T cell
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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 respond 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 oligomeros 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 legend 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 Tesis doctorales / Doctoral theses

Tugendreich, S., Bassett, D. E., McKusick, V. .A, Boguski M. S. and
Hieter, P. (1994) Genes conserved in yeast and humans. Hum. Mol.
Genet. 36, 1509-1517.

Borroto, A., Arellano, |, Dopfer, EP, Prouza, M, Suchanek, M, Fuentes,
M, Orfao, A, Schamel, WW., and Alarcén, B. (2013). Nck recruitment
to the TCR required for ZAP70 activation during thymic development.
J. Immunol. 190, 1103-1112.

Menacho-Marquez M, Garcia-Escudero R, Ojeda V, Abad A, Delgado
P, Costa C, Ruiz S, Alarcén B, Paramio JM, and Bustelo XR. (2013).
The rho exchange factors vav2 and vav3 favor skin tumor initiation
and promotion by engaging extracellular signaling loops. PLoS
Biol11(7), e1001615.

Schamel, WWA and Alarcon, B. (2013). Organization of the resting
TCR in nanoscale oligomers. Immunol. Rev. 251, 13-20.

Ferez M, Castro M, Alarcon B, and van Santen HM. (2014).
Cognate peptide-MHC complexes are expressed as tightly apposed
nanoclusters in virus-infected cells to allow TCR crosslinking. J.
Immunol. 192, 52-58.

Fernandez-Arenas E, Calleja E, Martinez-Martin N, Gharbi SlI,
Navajas R, Garcia-Medel N, Penela P, Alcami A, Mayor F, Albar JP
and Alarcén B. (2014). B-arrestin-1 mediates the TCR-triggered re-
routing of distal receptors to the immunological synapse by a PKC-
mediated mechanism. EMBO J. 33, 559-577.

Borroto A, Arellano |, Fuentes M, Orfao A, Dopfer EP, Prouza M,
Suchanek M, Schamel WW, and Alarcén B. (2014). Relevance of
Nck-CD3e interaction for T Cell Activation In Vivo. J. Immunol, 192,
2041-2053.

Larive RM, Moriggi G, Menacho-Marquez M, Cafiamero M, Alava
Ed, Alarcén B, Dosil M, and Bustelo XR. (2014). Contribution of the
R-Ras2 GTP-binding protein to primary breast tumorigenesis and
late-stage metastatic disease. Nat Commun. 5, 3881.

Dopfer EP, Hartl FA, Oberg HH, Siegers GM, Yousefi OS, Kock S,
Fiala GJ, Garcillan B, Sandstrom A, Alarcén B, Regueiro JR, Kabelitz
D, Adams EJ, MinguetS, Wesch D, Fisch P, and Schamel WW.
(2014). The CD3 Conformational Change in the yd T Cell Receptor Is
Not Triggered by Antigens but Can Be Enforced to Enhance Tumor
Killing. Cell Rep. 7, 1704-15.

Blanco, R., Borroto, A., Schamel, W.W., Pereira, P. and Alarcon, B.
(2014). TCR/Nck-dependent and —independent signals establish
T cell lineage decisions beyond the of/yd divergence. Sci. Signal.
7(354), ra115.

Castro M, van Santen HM, Férez M, Alarcén B, Lythe G, and Molina-
Paris C. (2014). Receptor pre-Clustering and T cell Responses:
Insights into Molecular Mechanisms. Front. Immunol. 5, 132.

Borroto A, Abia D, and Alarcén B.(2014). Crammed signaling motifs in
the T-cell receptor. Immunol Lett. 161, 113-117.

Maria Férez Ruiz (2013). Existencia de oligomeros preformados de
MHC y TCR y su implicacién en la sensibilidad de la respuesta de los
linfocitos T. Universidad Auténoma de Madrid. Hisse M. van Santen
and Balbino Alarcén.

Figura 2. B-arrestina-1 completa [BArr1-(1-418)] colocaliza con el TCR en la
sinapsis inmunolégica mientras que la expresion de un mutante dominante ne-
gativo [BArr1-(319-418)] resulta en la retencién intracelular del TCR. Las cons-
trucciones de B-arrestina-1 estan fusionadas a GFP (verde); el TCR se visualiza
mediante la proteina de fusiéon CD3¢-Cherry (rojo).

Figure 2. Full length p-arrestin-1 [BArr1-(1-418)] colocalizes with the TCR at
the immunological synapse, whereas expression of a dominant negative mutant
[BArr1-(319-418)] traps the TCR in intracellular compartments. p-arrestin-1 cons-
tructs are fused to GFP (green); the TCR is visualized through the CD3( subunit
fused to Cherry (rojo).
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Trafico de membranas

Membrane trafficking

Jefe de Linea / Group Leader: Estudiantes /
Miguel A. Alonso Lebrero Undergraduate Students:

Leticia Labat Lah
Postdoctorales / eticia Labat Lahoz

Postdoctoral Fellows:
Laura Andrés Delgado
Elena Reales Rodriguez

Técnicos de Investigacion /
Technical Assistance:
Laura Fernandez

Becarios Predoctorales /
Graduate Students:
Leandro N. Ventimiglia
Sandra Ballestero Beltran
Miguel Bernabé Rubio
Jaime Fernandez Barrera
Javier Casares Arias

Resumen de investigacion

El objetivo de nuestro grupo es comprender mejor el proceso de polarizacién celular mediante la caracterizacion fun-
cional de proteinas implicadas en procesos de transporte vesicular polarizado. Para ello hemos utilizamos como siste-
mas celulares modelo linfocitos T y células epiteliales polarizadas. En nuestros estudios ponemos un énfasis especial
en la caracterizacion funcional de las rutas de transporte especializadas mediadas por miembros de la familia MAL de
proteinas y proteinas asociadas a éstas.

El cilio primario es un apéndice solitario que emerge de la superficie cellular en la mayoria de las células de los vertebrados.
El cilio primario controla una gran variedad de rutas de sefializacion como las reguladas por Hedgehog, Wnt, Notch. No es de
extrafar por lo tanto que los defectos en el funcionamiento del cilio primario se reflejen en una lista larga de desérdenes dege-
nerativos y en el desarrollo, que colectivamente se denominan ciliopatias. Uno de nuestros hallazgos principales ha sido el pa-
pel que tiene la proteina MAL regulando la condensacion de las membranas en la base del cilio primario de células epiteliales.

Los exosomas son vesiculas extracelulares de 40-100 nm de diametro de origen endosomal capaces de transferir bio-
moléculas desde células donadoras a células receptoras para modular su actividad. Los exosomas se generan como
vésiculas intraluminales (VILs) en endosomas multivesiculares (EMVs) que tras fusionarse con la membrana plasmatica
son secretadas al exterior cellular. Ademas de este papel, los EMVs suministran VILs a los lisosomas para la degradacion
de proteinas ubiquitinadas. Una cuestion importante es comprender como se decide el destino exosomal o lisosomal de
las VILs. Nuestro grupo ha encontrado que la proteina MAL es esencial para la secrecion de exosomas en linfocitos T e
impide que las VILs destinadas a ser exosomas sean desviadas a los lisosomas. De esta forma, la proteina MAL regula
la ruta constitutiva de secrecion de exosomas en linfocitos T y también la inducida por la proteina Nef del virus VIH-1.

MDCK
si1 MAL

Figura 1. Efecto del silenciamiento de MAL sobre la formacién del cilio
primario. Células MDCK control y células MDCK que expresan proteina
MAL exégena fueron silenciadas para la proteina MAL enddgena. Las
células fueron tefiidas para a-tubulina y y-tubulina para visualizar el cilio
primario y el centrosoma, respectivamente. Los nucleos se tifieron con

DAPI. Se observé una disminucién acusada en el numero de cilios en
MDCK—MAL las células silenciadas para MAL pero no en las células que expresaban
proteina MAL exdgena resistente al silenciamiento.
si1 MAL

Figure 1. MAL regulates primary ciliogenesis. Control or MDCK cells
stably expressing human MAL (MDCK-MAL) were transfected with the
indicated siRNA. Cells were then stained for acetylated-tubulin (Ac-tub),
y-tubulin to visualize the primary cilium and the centrosome, respectively.
Nuclei were stained with DAPI. The number of primary cilia dramatically
decreased in MAL knockdown cells but not in the cells that express MAL
protein resistant to the siRNA used.

v-tub Nuclei

Ac-tub
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Research summary

Our group’s aim is to advance our knowledge of polarized membrane trafficking through the functional characterization
of the protein machinery involved in this process. Special emphasis is placed on the functional characterization of
the specialized membrane trafficking pathways of polarized epithelial cells and T lymphocytes that are mediated by
members of the MAL protein family and their associated proteins. In the last two years we have focused our research
on investigating the role of MAL in two distinct membrane trafficking-mediated processes: primary cilium formation by
epithelial cells, and exosome biogenesis by T cells.

The primary cilium is a single appendage that projects from the cell surface in most vertebrate cells. Important signaling
pathways involved in cell proliferation, differentiation, survival and migration, such as Hedgehog, Wnt, Notch, signaling,
are orchestrated in the primary cilium. Dysfunction of the primary cilium is associated with a large list of human
developmental and degenerative disorders, collectively named as ciliopathies, that affect nearly every major body
organ. One of our major recent achievements has been the discovery of the involvement of MAL in the organization of
condensed membranes or rafts at the ciliary base of renal epithelial MDCK cells.

Exosomes are 40-100-nm extracellular vesicles of endosomal origin that transfer biomolecules from donor cells to
recipient cells to modulate their activity. Exosomes are generated as intraluminal vesicles (ILVs) in multivesicular
endosomes (MVEs) that, after fusing with the plasma membrane, are secreted into the extracellular space. In addition,
MVEs also deliver ILVs into lysosomes for cargo degradation. A key point is to understand how MVEs decide the fate
of the ILVs. We have found that MAL expression is essential for efficient secretion of exosomes by T cells and prevent
cargo destined for exosomes from being diverted to lysosomes. In this way, MAL mediates the constitutive route of
exosome biogenesis. This route is also used for HIV-1 Nef-induced massive exosome release.

Publicaciones / Publications Tesis doctorales / Doctoral theses
Aranda, J. F., Reglero-Real, N., Marcos-Ramiro, B., Ruiz-Saenz, A., Leandro N. Ventimiglia (2014) MAL regula la secreciéon de exoso-
Fernandez-Martin, L., Bernabé-Rubio, M., Kremer, L., Ridley, A. J., mas en células T. Sobresaliente cum laude con Mencién Europea.
Correas, ., Alonso, M. A.*, and Millan, J.* (2013) MYADM controls en- Univ. Auténoma de Madrid.

dothelial barrier function through ERM-dependent regulation of ICAM-1
expression. Mol. Biol. Cell 24, 483-494 (* equal contribution).

Ventimiglia, L. N., and Alonso, M. A. (2013) The role of membrane rafts
in Lck transport, regulation and signalling in T-cells. Biochem. J. 454,
169-79.

Soares, H., Henriques, R., Sachse, M., Ventimiglia, L., Alonso, M. A,,
Zimmer, C., Thoulouze, M.-1., and Alcover, A. (2013) Regulated vesicle
fusion generates signaling nanoterritories that control T cell activation
at the Immunological synapse. J. Exp. Med. 210, 2414-2433.

Ruiz-Saenz, A., van Haren, J., Sayas, C. L., Rangel, L., Demmers, J.,
Millan, J., Alonso, M. A., Galjart, N., and Correas, . (2013) Protein 4.1R
binds to CLASP2 and regulates dynamics, organization and attach-
ment of microtubules to the cell cortex. J. Cell Sci. 126, 4589-601.

Andrés-Delgado, L., Antén, O. M., and Alonso, M. A. (2013) Centroso-
me polarization in T cells: a task for formins. Front. Immunol. 4, 191.

Reglero-Real, N., Alvarez-Varela, A., Cernuda-Morollén, E., Feito, J.,
Marcos-Ramiro, B., Fernandez-Martin, L., Gémez-Lechon, M. J., Mun- Figura 2. Se transfectaron células T Jurkat silenciadas para la expresion de MAL
tané, J., Sandoval, P., Majano, P. L., Correas, I., Alonso, M. A., and con CD63-GFP y se analizaron por microscopia electronica correlativa. Los pa-

e X . . neles de la izquierda muestan las secciones obtenidas por microscopia confocal
Millan, J. (2014) Apicobasal polarity controls lymphocyte adhesion to y sus secciones fisicas equivalentes. Barra de tamafio, 5 um. El resto de los

hepatic epithelial cells. Cell Rep. 8, 1879-93. paneles muestran el analisis por microscopia electronica a mayores aumentos.
Barra de tamafio, 500 nm. Las flechas indican EMV and las cabezas de flecha
sefialan a lisosomas y vacuolas autofagicas. N, nucleo; g, Golgi. (En colabo-
racion con German Andrés, Unidad de Microscopia Electrénica del CBMSO).

Figure 2. Jurkat T cells knocked down for MAL transiently expressing CD63-GFP
were fixed and processed for correlative light-EM microscopy. The left panels
show the confocal section and the equivalent physical section. Scale bar, 5 um.
The other panels show the EM analysis of the boxed regions at higher magni-
fication. Scale bar, 500 nm. The arrows point to MVE and the arrowheads to
lysosomes and autophagic vacuoles. n, nucleus; g, Golgi. (Collaboration with
German Andrés, Electron Microscopy Unit of the CBMSO).
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Glicogenémica Funcional

Functional Glycogenomics

Jefe de Linea / Group Leader: Estudiantes /
Pedro Bonay Miarons Undergraduate Students:

Personal Cientifico / Scientific Staff: Jenny l.\/lolln.a I?stuplﬁan
Manuel Soto Alvarez Ana Uribarri Cisneros

Carlos Alonso Bedate Laura Galan Pérez
] Miguel Castillo Herrera
Becarios / Contratados Predoctorales Barbara Briega

Graduate Students: Leticia Olavarri
Laura Corvo Villen
Laura Ramirez Garcia

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 tltimo 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 cémo 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 sefializacién/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 actien 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 combinacién 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 interacciéon 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 immune 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 interacciona con nhumerosas proteinas de la superficie celular y a través de estas interacciones regula
procesos celulares cruciales como la adhesion, migracion, invasion y proliferacion. ADAM17/TACE es una proteasa respon-
sable del “shedding” de ectodominios de numerosas proteinas de la superficie celular, criticamente implicadas en desarrollo,
crecimiento, adhesion, diferenciacion y migracion de leucocitos y células tumorales. ADAM17/TACE regula la adhesion celu-
lar 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 la
superfamilia de las inmunoglobulinas que media adhesion intercelular a través de interacciones homofilicas y heterofilicas y
esta implicada en el crecimiento invasivo y metastasis de diferentes tumores. ALCAM es procesado por ADAM17, liberan-
dose una forma soluble de 96 kDa (sSALCAM), cuyos niveles circulantes estan elevados en pacientes con diferentes tipos de
cancer, sugiriendo la implicacion de esta molécula en la motilidad e invasion de las células tumorales.

CD?9 regula la adhesion mediada por ALCAM en células tumorales y leucocitarias a través de un doble mecanismo
(Figura 1). Por una parte, induce agregacion de moléculas de adhesion y favorece su reclutamiento en microdominios
“Tetraspanin-Enriched Microdomains” y cambios en avidez por sus ligandos. Ademas, CD9 regula negativamente la
actividad proteolitica de ADAM17, modulando el balance entre formas de transmembrana y solubles y alterando la
actividad de moléculas implicadas en adhesion e inflamacion, incluyendo TNF-a, ICAM-1 y ALCAM.

En colaboracién con el grupo de la Dra. Esther Lafuente (Fac. Medicina, UCM) hemos estudiado el papel del efector
de Rap1, RIAM, en la fagocitosis mediada por la integrina CR3 (a,,8,, Mac-1). RIAM es fundamental en la sefializacion
“‘downstream” de Rap1, y en el reclutamiento de talina necesarios para la activacion de receptores CR3 (Figura 2).

| Enhanced clustering

E C Figura 1. Modelo de regulacién functional por CD9
de la adhesion celular mediada por ALCAM/CD166.

Un mecanismo dual cooperativo que comprende, por
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Research summary

The tetraspanin CD9 interacts with many other surface proteins and through these interactions regulates key cellular
processes such as adhesion, migration, invasion and proliferation. ADAM17/TACE is a 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 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 that belongs to the immunoglobulin superfamily, mediates
cell adhesion through homophilic and heterophilic (ALCAM-CDG6) interactions, and is implicated in the invasive growth
and metastasis of different types of tumors. ALCAM can be processed by ADAM-17, causing the release of a 96
kDa soluble form (sSALCAM). The circulating levels of SALCAM are elevated in patients of different types of cancers,
suggesting the implication of this molecule in the motility and invasion of malignant cells.

CD9 regulates ALCAM-mediated cell adhesion of tumoral and leukocytic cells through a dual mechanism (Figure 1).
On the one hand, this tetraspanin induces the aggregation of adhesion molecules and promotes their recruitment
into microdomains termed “Tetraspanin-Enriched Microdomains” and changes in the avidity of these molecules for
their ligands. Additionally, CD9 negatively regulates the proteolytic activity of ADAM-17, thus controlling 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.

In collaboration with the group of Dr. Esther Lafuente (School of Medicine, UCM), we have studied the role of RIAM,
an important effector of the small GTPase Rap1, in the phagocytosis mediated by the complement receptor integrin
CR3 (a,8, Mac-1). RIAM plays a crucial role in the downstream signaling from Rap1 and in the recruitment of talin
necessary for the activation of CR3 receptors (Figure 2).
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Figura 2. Modelo de la sefalizacién “inside-out” desde Rap1 que conduce a
la activacion de la integrina CR3 (ayf.) en la fagocitosis mediada por com-
plemento. La activacion de receptores agonistas de los productos bacterianos
fMLP o LPS inicia cascadas de sefalizacién que promueven el intercambio de
GDP por GTP en la GTPasa Rap1. La forma Rap1-GTP interacciona con su
efector RIAM, que a su vez interacciona con talina, favoreciendo el reclutamien-
to de esta proteina en la proximidad de la integrina ayf,. La cabeza globular
de talina, al unirse a la cola intracitoplasmica de la cadena (3, de la integrina
desencadena cambios conformacionales en a3, que conducen a una forma de
alta afinidad por su ligando, el fragmento iC3b del complemento que recubre las
particulas a fagocitar. La activacion farmacolégica de Rap1 mediante tratamiento
con 8CPT, un analogo del AMPc que se une directamente a la proteina EPAC,
reproduce estos eventos bioquimicos.

Figure 2. Model for the “inside-out” signaling pathway downstream of Rap1
leading to CR3 (ayB,) integrin activation in complement-mediated phago-
cytosis. Agonist receptor activation by the bacterial products fMLP or LPS initia-
tes signaling cascades that promote the exchange of GDP for GTP in the small
GTPase Rap1. Rap1-GTP interacts with its effector RIAM, which in turn interacts
with talin recruiting this protein to the proximity of the a8, integrin. Talin head
binding to the cytoplasmic tail of the integrin B, chain triggers structural changes
in ayB, integrin that lead to an increased affinity for its ligand, the iC3b comple-
ment fragment that coats phagocytic preys. Pharmacological activation of Rap1
by treatment with 8CPT, an AMPc analogue that binds directly to EPAC, recapi-
tulates these biochemical events.
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Resumen de investigacion

Nuestro grupo estudia la funcién de las mitocondrias en las células y su implicacion en el desarrollo de estados pa-
toldgicos. Las proteinas desacoplantes (UCPs) constituyen una subfamilia de los transportadores de la membrana
mitocondrial interna que modulan la eficiencia energética mediante la regulacion de la conductancia de la membrana a
los protones. Uno de sus componentes, UCP3, se expresa especificamente en el misculo esquelético, el corazén y el
tejido adiposo pardo. Su funcién fisiolégica no esta claramente establecida, aunque parece jugar un papel importante
en el control de la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) y en la proteccion frente al estrés oxidativo.
Una respuesta eficiente frente al estrés oxidativo es crucial para la supervivencia celular, y el factor de transcripcion
Nrf2 es un regulador maestro de las defensas celulares frente a este tipo de estrés.

Durante este periodo hemos estudiado principalmente la regulacion de la expresion y la funcién de UCP3 en res-
puesta al estrés oxidativo, asi como la posible implicacion de Nrf2 en este proceso. Hemos encontrado que el trata-
miento con peroxido de hidrogeno (H,0,) induce la expresién de UCP3 en células de corazén y musculo esquelético
de raton. Este efecto esta mediado por el factor Nrf2. Ademas, hemos mostrado que la induccién de la proteina
UCP3 esta acompafiada de un aumento en la conductancia de la membrana mitocondrial interna a los protones, lo
que resulta en una menor produccion de ROS mitocondriales y, por consiguiente, en una mayor supervivencia celu-
lar. También hemos detectado la acumulacion nuclear de Nrf2 y un aumento en la expresion de UCP3 en el corazén
de ratones sometidos a isquemia-reperfusion, una situacion que aumenta la produccién de ROS. Estos resultados
sugieren que UCP3 podria funcionar como un miembro del sistema de defensas antioxidantes celulares que protege
frente al estrés oxidativo in vivo.

Figura 1. Las proteinas desaco-
plantes (UCPs) desconectan la
oxidaciéon de sustratos de la
sintesis de ATP, modulando la
eficiencia energética.
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Y Figure 1. Uncoupling proteins
ADP (UCPs) disengage substrate
oxidation from ATP synthesis

ATP ‘ thereby modulating energy effi-
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Research summary

Our group studies the function of mitochondria within cells and their implication in the development of pathological
conditions. Uncoupling proteins (UCPs) constitute a subfamily within the mitochondrial inner membrane carriers that
modulate energy efficiency by regulating membrane proton conductance. One of its components, UCP3, is specifically
expressed in skeletal muscle, heart and brown adipose tissue. Its physiological function is not clearly established,
although it seems to play an important role in the control of the production of reactive oxygen species (ROS) and in
the protection against oxidative stress. An efficient response to oxidative damage is crucial for cell survival, and the
transcription factor Nrf2 is a master regulator of the cellular defences against this type of stress.

During this period, we have mainly studied the regulation of UCP3 expression and function in response to oxidative
stress, as well as the possible involvement of Nrf2 in this process. We have found that the treatment with hydrogen
peroxide (H,0,) induces UCP3 expression in cells from mouse heart and skeletal muscle. This effect is mediated by
the transcription factor Nrf2. Moreover, we have shown that the induction of the UCP3 protein is accompanied by an
increase in the proton conductance of the inner mitochondrial membrane, which results in a decreased production
of mitochondrial ROS and, consequently, in an increased cell survival. In addition, we have detected Nrf2 nuclear
accumulation and increased UCP3 protein in intact mouse heart subjected to ischemia-reperfusion, a condition known
to increase ROS generation. These results suggest that UCP3 functions as a member of the cellular antioxidant
defence system that protects against oxidative stress in vivo.
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Figura 2. El estrés oxidativo aumenta la expresion de UCP3 via
Nrf2, lo que promueve la supervivencia celular.

Figure 2. Oxidative stress increases UCP3 expression via Nrf2,
which promotes cell survival.
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Resumen de investigacion

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

La hipotesis de las células madre tumorales (el hecho de que el cancer sea un tejido jerarquizado mantenido por células
madre malignas) sugiere la posibilidad de que la informacién genética responsable del tumor sélo necesite estar realmen-
te en dichas células madre tumorales. Anteriormente hemos demostrado que se puede inducir el desarrollo tumoral en
ratones restringiendo la expresion oncogénica exclusivamente a las células madre iniciadoras del tumor (lo que prueba
la capacidad instructiva que los oncogenes tienen sobre la diferenciacion celular), y como esta accion se ejerce median-
te modificaciones epigenéticas. Con este punto de partida, hemos generado ratones modificados genéticamente que
expresan, en sus células madre hematopoyéticas, la lesidon oncogénica iniciadora de las leucemias linfoblasticas agu-
das B infantiles (B-ALLs) humanas. Con este modelo estamos estudiando, dentro del consorcio multinacional Europeo
ARIMMORA (http://arimmora-fp7.eu/), el posible papel que la exposicidon a campos electromagnéticos de muy baja fre-
cuencia pudiera tener en el desarrollo de las B-ALLs. Simultaneamente, estudiando la leucemia mieloide crénica (CML)
hemos descubierto, usando un screening de metilacion diferencial a partir de muestras de pacientes, que la metilacion
de las islas CpG de factores de transcripcion necesarios para la progresion de la diferenciaciéon hematopoyética conlleva
un bloqueo de la diferenciacién en los linajes que requieren esos factores para su desarrollo, y esto desencadena la pro-
gresion de la enfermedad a la crisis blastica. Usando nuestro modelo de ratéon de CML junto con ratones KO de los genes
identificados, hemos podido recapitular en estos animales la progresion de la patologia humana.

Figura 1. MODELO EXPLICATIVO DEL PAPEL QUE LOS DEFECTOS
GENETICOS ASOCIADOS AL CANCER HUMANO JUEGAN EN LA
ESPECIFICACION DEL DESTINO CELULAR. A) Tradicionalmente, se
ha pensado que las alteraciones genéticas en el cancer ocurrian en
una célula ya comprometida a un determinado linaje, de forma que el
fenotipo tumoral venia determinado por las caracteristicas de dicha cé-
lula diana diferenciada original. B) Por el contrario, los descubrimientos
mas recientes apoyan la idea de que las lesiones oncogénicas actian
al nivel de las células madre/progenitoras de una manera instructiva,
imponiendo un determinado programa de diferenciacién tumoral dicta-
do por el oncogén a través de una reprogramacion epigenética.

Figure 1. PROPOSED MODEL FOR THE ROLE OF HUMAN CANCER
GENETIC DEFECTS IN TUMOR CELL FATE SPECIFICATION. A)
Traditionally, the human cancer genetic defects have been thought
to act on cells already committed to a differentiation program, in such
a way that the tumoral phenotype is derived from that of the initial
differentiated target cell. B) Alternatively, the latest findings support
a view in which the oncogenic lesion acts on stem/progenitor cells in
an instructive manner, by imposing a given, oncogene-specific, tumor
differentiated cell fate through epigenetic reprogramming.

26



CBMSO 2013-2014

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.

The cancer stem cell model (postulating that cancer is a hierarchically organized tissue maintained by malignant
cancer stem cells) 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 previously demonstrated that it is indeed possible to induce
tumor development in the mouse by restricting oncogene expression to the stem/progenitor cells responsible for tumor
origin and maintenance. These findings demonstrate the inductive capacity that oncogenes possess to govern cellular
differentiation, and how this action is mediated by epigenetic modifications. From this starting point, we have generated
genetically engineered mice expressing in their hematopoietic stem cells the oncogenic lesion responsible for the
initiation of childhood B acute lymphoblastic leukemias (B-ALLs). Using this model we are studying, in the context
of the multinational EU Project ARIMMORA (http://arimmora-fp7.eu/), the potential role that extremely low frequency
electromagnetic fields might play in the development of B-ALLs. On a different front, studying chronic myelogenous
leukemia (CML), we have performed a differential DNA methylation screening using human patient samples. This
approach has revealed that the methylation of CpG islands of essential transcription factors required for hematopoietic
development leads to a developmental block of the affected lineages that, in turn, triggers the progression of the
disease to the blast crisis stage. Afterwards, using our previously published CML mouse model in combination with KO
mice of the identified methylated genes, we have been able of recapitulating the progression of the human pathology.
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Cenador, M.B., Zhao, S., Natkunam, Y., Lossos, |.S., Majeti, R., Me-
Inick, A., Cobaleda, C., Alizadeh, A.A. and Sanchez-Garcia, |. (2014)
Transient expression of Bcl6 is sufficient for oncogenic function and
induction of mature B-cell ymphoma. Nat. Commun. 5, 3904.

Abollo-Jiménez, F., Campos-Sanchez, E., Toboso-Navasa, A., Vicen-
te-Duenias, C., Gonzélez-Herrero, |., Alonso-Escudero, E., Gonzélez,
M., Segura, V., Blanco, O., Martinez-Climent, J.A., Sanchez-Garcia,
I., and Cobaleda, C. (2014) Lineage-specific function of Engrailed-2
in the progression of chronic myelogenous leukemia to T-cell blast
crisis. Cell Cycle 13, 1717-1726.

Hauer, J., Borkhardt, A., Sanchez-Garcia, |. and Cobaleda, C. (2014)
Genetically engineered mouse models of human B-cell precursor leu-
kemias. Cell Cycle 13, 2836-2846.

Laurier, D., Grosche, B., Auvinen, A., Clavel, J., Cobaleda, C., De-
hos, A., Hornhardt, S., Jacob, S., Kaatsch, P., Kosti, O., Kuehni, C.,
Lightfoot, T., Spycher, B., Van Nieuwenhuyse, A., Wakeford, R. and
Ziegelberger, G. (2014) Childhood leukaemia risks: from unexplained
findings near nuclear installations to recommendations for future re-
search. J. Radiol. Prot. 3:R53-68.

Campos-Sanchez, E. and Cobaleda, C. (2014) Tumoral Reprogram-
ming: Plasticity Takes a Walk on the Wild Side. BBA Gene Regulatory
Mechanisms, Special Issue “Stress as a fundamental theme in cell
plasticity” S1874-9399(14)00191-6.

Vicente-Duerias, C., Romero-Camarero, |., Cobaleda, C.* and San-
chez-Garcia, I.* (*Corresponding authors) (2013) Function of onco-
genes in cancer development: a changing paradigm. EMBO Journal
32, 1502-1513

Romero-Camarero, |., Jiang, X., Natkunam, Y., Lu, X., Vicente-Due-
fAas, C., Gonzalez-Herrero, |., Flores, T., Garcia, J.L., McNamara, G,.
Kunder, C., Zhao, S., Segura, V., Fontan, L., Martinez-Climent , J.A.,
Garcia-Criado, F.J., Theis, J.D., Dogan, A., Campos-Sanchez, E.,
Green, M.R., Alizadeh, A.A., Cobaleda, C., Sanchez-Garcia, |. and
Lossos, |.S. (2013) HGAL- a Germinal Center Protein, Enhances
BCR-mediated Syk Activation, Leading to Lymphoid Hyperplasia and
Amyloidosis. Nat. Commun. 4, 1338.

Campos-Sanchez, E., Sanchez-Garcia, |. and Cobaleda, C. (2013) Cu-
rrent concepts of how to eliminate cancer stem cells (Invited Book Chap-
ter). In T. Dittmar, E. Mihich and K.S. Zanker (eds.) Role of Cancer Stem
Cells in Cancer Biology and Therapy. CRC Press, USA pp. 167-199.

Vicente-Duefias, C., Campos-Sanchez, E., Hourcade, J.D., Romero-
Camarero, |., Sanchez-Garcia, |. and Cobaleda, C. (2013): Cancer
stem cells and modeling cancer in the mouse (Invited Book Chapter).
In Hayat, M.A. (ed.) Stem Cells and Cancer Stem Cells Vol. 9: Thera-
peutic Applications in Disease and Injury. Springer Science+Business
Media, Germany, pp. 227-234.

Cobaleda, C. and Sanchez-Garcia, |. (2013) Back to the beginning:
The initiation of cancer. Bioessays 35, 413.

Miembro “ad hoc” del comité de la Oficina Federal Alemana para la
Proteccion contra la Radiacion (BfS) encargado de definir los futuros
programas de investigacion sobre el posible papel de los factores
ambientales en la patogénesis de las leucemias infantiles.

“Ad hoc” member of the committee of the German Federal Office for
Radiation Protection (BfS), in charge of defining future research pro-
grams on the role of environmental factors in the pathogenesis of
childhood leukemia.

Miembro del Comité Organizador del “I International Workshop: Elec-
tromagnetic Fields and Biomedicine”. Salamanca, Diciembre 2013.

Member of the Organizing Committee of the “I International Workshop:
Electromagnetic Fields and Biomedicine”. Salamanca, December 2013.

Tesis doctorales / Doctoral theses

Elena Campos Sanchez (2014). Papel de Wolf-Hirschhorn Syndro-
me Candidate-1 (WHSC1) en desarrollo hematopoyético y funcion
inmune. Universidad Auténoma de Madrid. Director: César Cobaleda.

Figura 2. CRISIS BLASTICA T DESENCADENADA POR LA AUSENCIA DEL
FACTOR DE TRANSCRIPCION Engrailed-2 EN UN MODELO TRANSGENICO
DE CML. (A-B) Las células T leucémicas de los ratones Sca1-BCRABLp210,
En27- infiltran tanto 6rganos hematopoyéticos [bazo, A] como otros 6rganos
[pulmoén, B]. (C) Las células que infiltran los pulmones de los animales Sca7-
BCRABLp210, En27- son células T tumorales CD8*. (D) Acumulacion de célu-
las CD8+ en el timo y la sangre periférica de los animales Sca1-BCRABLp210,
En27 leucémicos. (De Abollo-Jimenez et al., 2014).

Figure 2. T-CELL BLAST CRISIS TRIGGERED BY THE ABSENCE OF THE
TRANSCRIPTION FACTOR Engrailed-2 IN A CML TRANSGENIC MODEL. (A-
B) Leukemic T cells in Sca1-BCRABLp210, En27~ mice infiltrate hematopoietic
[spleen, A] and non-hematopoietic [lung, B] tissues. (C) Three-fold increase in
the percentage of the infiltrating CD8" T cells in the lungs of Sca1-BCRABLp210,
En27 leukemic mice. (D) Accumulation of CD8* cells in the thymus and periphe-
ral blood of Sca1-BCRABLp210, En2”~ leukemic mice. (From Abollo-Jimenez
etal., 2014).
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Interaccion entre el citoesqueleto y la membrana plasmatica
Cytoskeleton-plasma membrana interactions

Jefe de Linea / Group Leader: Estudiantes /
Isabel Correas Hornero Undergraduate Students:

Personal Cientifico / Scientific Staff: Eva Raiml]’ndez Allvarez (TFG)
Jaime Millan Martinez (Jefe de Linea) ~ Laura Martinez Lopez (TFG)
Carlos M. Luque Catalina Lépez Gutiérrez

Postdoctorales / Postdoctoral Fellows: (Préacticas externas)

Ana Ruiz Saenz
Becarios Predoctorales /

Graduate Students:
Laura Rangel Sanchez

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, la division o el transporte vesicular e intracelular.

Los intereses de nuestro grupo en los ultimos afos se centran en caracterizar la organizacion de la membrana plasmatica
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 que conectan el citoesqueleto
subcortical y la membrana plasmatica, a través de sus dominios FERM (four-point-one, ezrin-radixin-moesin). En este
proceso, es clave la distribucion asimétrica de los microtubulos (MTs). En la mayoria de las células animales los MTs irra-
dian desde el MTOC (Microtubule Organizing Center) y se dirigen hacia la periferia celular donde se anclan a diferentes
proteinas ubicadas en las plataformas corticales. Aunque se ha avanzado mucho en el conocimiento de proteinas involu-
cradas en estos procesos, sin embargo aun se desconocen todos los componentes implicados. Durante el periodo 2013-
2014 hemos centrado nuestra atencion en el papel desempefiado por la proteina 4.1R en el anclaje de los microtubulos
por su extremo “mas” a las plataformas corticales de las células en migracion. El conjunto de los resultados obtenidos
indican que 4.1R es un componente de las plataformas corticales y es clave para el establecimiento de la asimetria de
los MTs en el frente de avance, asegurando la organizacion y dinamica correcta de los MTs esencial para la polaridad
celular. En colaboracion con grupos del CBMSO hemos analizado el papel de las ERMs en la barrera endotelial y en la
migracion celular. Recientemente hemos comenzado a analizar si 4.1R participa también en el anclaje de los MTs por el
extremo “menos” ya que la deplecion de 4.1R resulta en la pérdida del anclaje de los MTs al MTOC.

También hemos continuado con la caracterizacion funcional del ortélogo de las proteinas 4.1 en Drosophila melano-
gaster, la proteina D4.1/coracle. Los resultados obtenidos hasta la fecha sugieren un papel de D4.1/Coracle en meca-
nismos de supervivencia celular durante el desarrollo de la mosca del vinagre.

Figura 1. La deplecion de la proteina 4.1 altera la orga-
nizacién de los microtubulos (MTs) celulares. Células

control (A) o células deplecionadas para la proteina 4.1
l:‘ (B) se tifieron para 4.1 (rojo) y para alfa-tubulina (verde).
Las regiones enmarcadas en el frente de avance celular
se muestran aumentadas en la parte superior derecha. La
orientacion de los MTs se determiné midiendo el angulo
formado entre el extremo “mas” del MT y el borde celular.

Figure 1. 4.1R knockdown alters MT architecture.
Control (A) or 4.1R-KD cells (B) were stained for 4.1R
(red) and alpha-tubulin (green). The boxed region of the
cell edge is shown enlarged in the upper right panels.
. — MT orientation was determined by measuring the angle
siControl ortex|| r between the MT plus-end and the cell edge (lower right
panels).
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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 regulate 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. Asymmetric microtubule organization is essential for cell migration. Most animal cells present MTs
emanating from the MTOC and oriented radially to the cell periphery. Many proteins regulate these processes but it is
not well characterized how MTs anchor to the cortical platforms and the protein composition of these structures. During
2013-2014, we have studied the role of 4.1R in anchoring the “plus” ends of MTs to the cortical platforms in migrating
cells. Our results suggest a key role of the scaffolding protein 4.1R in establishing MT network asymmetry at the leading
edge, thereby ensuring the correct MT organization and dynamics essential for cell polarity. Recently, we are studying
the role of 4.1R in anchoring MTs at the MTOC.

We have also continued with the functional characterization of D4.1/Coracle, the only protein 4.1 ortholog in Drosophila
melanogaster. Results obtained so far suggest a role for D4.1/Coracle in cell survival mechanisms during fly development.

Publicaciones / Publications

Ruiz-Saenz A, van Haren J, Laura Sayas C, Rangel L, Demmers J,
Millan J, Alonso MA, Galjart N, Correas |. (2013). Protein 4.1R binds
to CLASP2 and regulates dynamics, organization and attachment of
microtubules to the cell cortex. J Cell Sci. 126, 4589-601.

Fernandez-Espartero CH, Ramel D, Farago M, Malartre M, Luque
CM, Limanovich S, Katzav S, Emery G, Martin-Bermudo MD. (2013).
GTP Exchange factor Vav regulates guided cell migration by coupling
guidance receptor signalling to local Rac activation. J. Cell Sci. 126,
2285-93.

Aranda JF, Reglero-Real N, Marcos-Ramiro B, Ruiz-Saenz A, Fernan-
dez-Martin L, Bernabé-Rubio M, Kremer L, Ridley AJ, Correas I, Alon-
so MA, Millan J. (2013). MYADM controls endothelial barrier function
through ERM-dependent regulation of ICAM-1 expression. Mol Biol
Cell. 24, 483-94.

Reglero-Real N, Alvarez-Varela A, Cernuda-Morollén E, Feito J, Mar-
cos-Ramiro B, Fernandez-Martin L, Gomez-Lechéon MJ, Muntané J,
Sandoval P, Majano PL, Correas |, Alonso MA, Millan J. (2014). Apico-
basal polarity controls lymphocyte adhesion to hepatic epithelial cells.
Cell Rep. 8, 1879-93.

Figura 2. La falta de D4.1/Coracle provoca la muerte celular por apoptosis.
Disco imaginal de ala tefiido para D4.1/Coracle (Cora: amarillo), activacion de
caspasas (Dcp-1: rojo) y condensacion del ADN nuclear (DAPI: azul).

Figure 2. Loss of D4.1/Coracle causes cell death by apoptosis. Wing ima-
ginal disc stained for D4.1/Coracle (Cora: yellow), active caspases (Dcp-1: red)
and nuclear DNA condensation (DAPI: blue).
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Biogenesis and function of mitochondria and its role in pathology
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Resumen de investigacion

El papel de la mitocondria en patologia humana. Nuestro objetivo es la caracterizacién de los mecanismos celulares
y moleculares que regulan la actividad de la mitocondria en células de mamifero. Los estudios se centran fundamen-
talmente en el complejo de la H*-ATP sintasa, sistema enzimatico cuello de botella para la generacién de energia
bioldgica en la fosforilacion oxidativa (OXPHOS) y que también esta implicado en la ejecucién de la muerte celular.
Por la implicacién evidente que la mitocondria tiene en patologia humana (envejecimiento, cancer, diabetes, neurode-
generacion y enfermedades raras) hacemos especial hincapié en el estudio de aquellos mecanismos cuya alteracion
conduce a la expresion de un fenotipo mitocondrial aberrante. Las aportaciones mas relevantes de este bienio se
pueden resumir en: (i) la identificacion del Factor de Inhibicién 1 de la ATP sintasa (IF1) como un marcador de células
madre cuya degradacion media la reprogramacion metabdlica en la diferenciacion celular (Fig. 1); (ii) que los carcino-
mas humanos mas prevalentes sobre-expresan IF1 mediante regulacion post-transcripcional siendo IF1 un marcador
de progresion de la enfermedad; (iii) que la sobreexpresion de IF1 ademas de inhibir la OXPHOS y activar la glucolisis
aerdbica promueve la sefializacion al nucleo de vias de supervivencia celular mediante la generacion de una sefal de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y (iv) hemos podido demostrar in vivo, mediante el desarrollo de ratones trans-
génicos que expresan de manera regulada una forma activa de IF1 en neurona, que la H*-ATP sintasa es parte de la
magquinaria requerida para ejecutar la muerte de la célula, constituyéndose de esta manera en una potencial diana
terapéutica en procesos de neurodegeneracion (Fig. 2).
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Figura 1. IF1 se expresa en células madre de préstata (A)
y su degradacién media la reprogramaciéon metabolica que
acompania la diferenciacion celular (B) [tomada en parte de
Gegraded IF1 EMBO Rep. 14(7), 638-44 (2013)].

Stem/Cancer o Differentiated Figure 1. IF1 is expressed in prostate stem cells (A) and
cell \_ o /‘ Cell it.ls degr@dgtion mediates' metabolic rewiring during cellular
. e ) differentiation (B) [Taken in part from EMBO Rep.14(7), 638-
® 44 (2013)].
Glycolysis Glycolysis
OXFHOS OXPHOS
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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 primarily 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 special emphasis to the study of the mechanisms that promote an aberrant mitochondrial phenotype. Our main
contributions in this two-year period have been: (i) the identification of the ATPase Inhibitory Factor 1 (IF1) as a stem
cell marker whose degradation mediates metabolic rewiring during cell differentiation (Fig. 1); (ii) that many prevalent
human carcinomas over-express IF1 by mechanisms regulated at post-transcriptional levels, further providing the
expression level of IF1 a marker of disease progression; (iii) that the over-expression of IF1 not only inhibits OXPHOS
promoting the concurrent activation of aerobic glycolysis but in addition generates a mitochondrial reactive oxygen
species (ROS) signal that mediates nuclear reprogramming and the activation of cell survival pathways and finally, (iv)
we have demonstrated in vivo, by developing transgenic mice that express in a regulated way an active mutant of IF1
in neurons, that the H*-ATP synthase is part of the machinery required to execute cell death, thus providing a potential
therapeutic target in neurodegenerative diseases (Fig. 2).

Publicaciones / Publications Patentes / Patents

Formentini L, Pereira MP, Sanchez-Cenizo L, Santacatterina F, Lu-
cas JJ, Navarro C, Martinez-Serrano A, Cuezva JM. (2014) In vivo
inhibition of the mitochondrial H*-ATP synthase in neurons promotes
metabolic preconditioning. EMBO J. 33(7), 762-78.

Martinez-Reyes |, Cuezva JM. (2014) The H(*)-ATP synthase: a gate
to ROS-mediated cell death or cell survival. Biochim Biophys Acta.
1837(7), 1099-112.

Cerveira JF, Sanchez-Aragé M, Urbano AM, Cuezva JM. (2014)
Short-term exposure of nontumorigenic human bronchial epithelial
cells to carcinogenic chromium (VI) compromises their respiratory
capacity and alters their bioenergetic signature. FEBS Open Bio. 4,
594-601.

Sanchez-Aragd M, Garcia-Bermudez J, Martinez-Reyes |, San-
tacatterina F, Cuezva JM. (2013) Degradation of IF1 controls energy
metabolism during osteogenic differentiation of stem cells. EMBO
Rep.14(7), 638-44.

Sanchez-Aragé M, Formentini L, Martinez-Reyes |, Garcia-Bermudez
J, Santacatterina F, Sanchez-Cenizo L, Willers IM, Aldea M, Najera
L, Juarranz A, Lopez EC, Clofent J, Navarro C, Espinosa E, Cuezva
JM. (2013) Expression, regulation and clinical relevance of the ATPase
inhibitory factor 1 in human cancers. Oncogenesis. 2, e46.

Sanchez-Aragd M, Formentini L, Cuezva JM. (2013) Mitochondria-
mediated energy adaption in cancer: the H(*)-ATP synthase-geared
switch of metabolism in human tumors. Antioxid Redox Signal.19(3),
285-98.

Lépez-Erauskin J, Galino J, Ruiz M, Cuezva JM, Fabregat |, Caca-
belos D, Boada J, Martinez J, Ferrer |, Pamplona R, Villarroya F,
Portero-Otin M, Fourcade S, Pujol A. (2013) Impaired mitochondrial
oxidative phosphorylation in the peroxisomal disease X-linked adre-
noleukodystrophy. Hum Mol Genet. 22(16), 3296-305.

Otras actividades / Other activities

(i) Somos la Unidad 713 del CIBERER, en el campo de Patologia
Mitocondrial del CIBER de Enfermedades Raras, Instituto de Salud
Carlos Ill.

(i) Somos la linea “Translation of Energy Metabolism” en el area de
Oncologia del Instituto de Investigacion Hospital 12 de Octubre (i+12).

(iif) Coordinamos el Consorcio MITOLAB de la Comunidad de Madrid.

(iv) Hemos desarrollado el Servicio PROTEOmAb (FUAM+UAM+CIBER)
para la cuantificacién de marcadores moleculares de enfermedad y/o de
respuesta a terapia basado en tecnologia de “Microarrays de Proteinas
de Fase Reversa” para grupos basicos y clinicos.

(v) José M. Cuezva, Director del Departamento de Biologia Molecular
de la Universidad Autbnoma de Madrid.

1. Autores: Fulvio Santacatterina, Maria Sanchez Aragé y José
M. Cuezva. Titulo: “Procedimiento y kit de diagndstico diferencial
de una enfermedad que cursa con afectacion muscular’. Nimero
de Publicacion: ES2432653. Fecha de publicacion: 14/12/2013.
Propietario: Universidad Auténoma de Madrid y CIBERER.

2. Registro de marca: PROTEOmADb. Propietario: Universidad
Autonoma de Madrid. Numero de marca: 3.055.803. Fecha de
solicitud: 12/12/2012. Fecha de publicacion: 14/03/2013.

Tesis doctorales / Doctoral theses

Laura Sanchez Cenizo. 2014. “Funcion oncogénica del inhibidor de
la H*-ATP sintasa IF1: desarrollo y caracterizaciéon de modelos trans-
génicos condicionales y tejido-especificos” Universidad Autbnoma de
Madrid. Director: José M. Cuezva. Sobresaliente “cum laude”. Premio
de la Real Academia de Doctores a la mejor Tesis Doctoral 2014 en el
area de Bioquimica (Premio Juan Abellé Pascual I).
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Figura 2. Integracion del metabolismo energético y la muerte celular [tomada de
Antioxid Redox Signal.19(3), 285-98 (2013)].

Figure 2. Integration of energy metabolism and cell death. [Taken from Antioxid
Redox Signal.19(3), 285-98 (2013)].
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Resumen de investigacion

Investigamos los mecanismos que subyacen a la respuesta inmune celular frente a infecciones virales, para contribuir
al disefio racional de vacunas. Las infecciones muy citopaticas se controlan por vacunas basadas en anticuerpos. Sin
embargo, se necesitan nuevas estrategias vacunales para combatir las infecciones crénicas y menos citopaticas, que
deben estar basadas en inducir una respuesta inmune celular de linfocitos T potente y duradera.

Estudiamos los mecanismos de procesamiento y presentacion de antigenos virales por MHC de clase I, tanto en cé-
lulas infectadas por virus, que permiten su eliminacion por linfocitos T CD8* citotdxicos, como en células dendriticas
infectadas, que permiten la activacion inicial de dichos linfocitos. Estudiamos la protedlisis intracelular, como primer
paso del procesamiento, y hemos identificado algunos de los mecanismos que median la induccién selectiva de estrés
proteotdxico, asi como de arresto de ciclo celular, en determinadas células tumorales por un inhibidor, AAF-cmk, de
algunos miembros de la familia de las ubicuitin-hidrolasas. Analizamos ademas nuevas rutas de procesamiento antigé-
nico que son independientes de los transportadores TAP. El conocimiento de estas vias podria explicar el eficaz control
de muchas infecciones por personas deficientes en TAP, asi como sugerir como tratar sus infecciones respiratorias
recurrentes y severas.

En modelos animales de infeccion, describimos la sefalizacion en linfocitos T por la protooncoproteina N-ras a través
de PI3Ky-AKT y eomesodermina. Esta via es clave en inducir una respuesta inmune antiviral de linfocitos T CD8* de
memoria protectores, eficaces y duraderos, critica para la vacunacion.

Colaboramos con Manuel Ramos, Carolina Johnstone, José Antonio Melero, Daniel Lépez y Cecilio Lopez-Galindez
(Instituto de Salud Carlos Ill, Madrid), Edgar Fernandez-Malavé (Facultad de Medicina, Universidad Complutense de
Madrid), Eugenio Santos (Centro de Investigacion del Cancer, Salamanca), José Yélamos (Instituto Municipal de In-
vestigaciones Médicas y Hospital del Mar, Barcelona) y Pedro Aparicio (Facultad de Medicina, Universidad de Murcia).
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Figura 1. A. Formacion defectuosa de autolisosomas
inducida por tratamiento con AAF-cmk. B. Mecanismos
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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 rational 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 virus-infected dendritic cells, which de novo
prime these lymphocytes. As a first step in processing, we work on intracellular proteolysis. We have identified some
of the mechanisms underlying the selective induction of proteotoxic stress, as well as cell cycle arrest, in certain tumor
cells by an inhibitor, AAF-cmk, that targets members of the ubiquitin-hydrolase family. We also study novel routes of
viral antigen presentation to CD8" T lymphocytes, particularly those that are independent of TAP transporters. Detailed
knowledge of these pathways may help explain why TAP-deficient humans control most pathogen infections, as well as
help design ways to treat the recurring infections they suffer.

In animal models of infection, we have found that, in antiviral T lymphocytes, the protooncoprotein N-ras signals
through PI3Ky-AKT and eomesodermin. This pathway contributes to an efficient, protective and long-lasting antiviral
CD8* T lymphocyte memory response, a basis of vaccines.

We have on-going collaborations with Manuel Ramos, Carolina Johnstone, José Antonio Melero, Daniel Lépez and
Cecilio Lépez-Galindez (Instituto de Salud Carlos I, Madrid), Edgar Fernandez-Malavé (Faculty of Medicine, Universidad
Complutense de Madrid), Eugenio Santos (Centro de Investigacion del Cancer, Salamanca), José Yélamos (Instituto Municipal
de Investigaciones Médicas and Hospital del Mar, Barcelona) and Pedro Apatricio (Faculty of Medicine, Universidad de Murcia).
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Resumen de investigacion

Durante los dos ultimos afios nuestro equipo ha venido trabajando en la identificacion de genes de susceptibilidad
en cancer, prestando especial atencién a los linfomas linfoblasticos T (T-LBL). La integracion de diferentes aproxima-
ciones gendmicas nos ha permitido identificar nuevas alteraciones genéticas en genes codificantes y no-codificantes
(microRNAs) implicadas en el desarrollo de este tipo de linfomas. De modo especifico, hemos demostrado que la
desregulacién de un pool especifico de microRNAs, actuando a través del gen Smoothened (Smo), contribuye a la
supervivencia de los linfoblastos T en subtipos tempranos de la enfermedad. El gen Smo es el Unico miembro no
redundante de la via de sefalizacion Hh, y su sobre-expresion en los linfomas sugiere la conveniencia de utilizar
inhibidores especificos de Smo en combinacién con las terapias convencionales. Otro aspecto destacable ha sido la
implicacion de diferentes miembros de la via apoptética de sefializacion Fas/FasL en el desarrollo de los T-LBLs. Por
otro lado, nuestro equipo ha colaborado con otros grupos en la evaluacién de variantes raras de un nuevo gen de Ane-
mia de Fanconi (ERCC4/FANCQ) como un posible gen de susceptibilidad en cancer de mama/ovario, y en la demos-
tracion de que el receptor cannabinoide CB2 es un regulador fundamental de la via oncogénica de HER2 en cancer
de mama. Finalmente, hemos identificado nuevos genes de susceptibilidad implicados en trastornos de alcoholismo y
en la respuesta al tratamiento con risperidona. Como iniciativas futuras cabria sefialar nuestro interés por (1) evaluar
los efectos oncogénicos combinados de la desregulacion de diferentes elementos de las vias de Notch y Jak/Stat; (2)
integrar los datos sobre alteraciones genéticas y epigenéticas, y (3) explotar los efectos colaterales generados por
las deleciones mas comunes de los T-LBLs, para mejorar los protocolos de prondstico y diagnostico, y para poder
desarrollar nuevas estrategias terapéuticas.
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Research summary

In the last two years we have been working on cancer susceptibility, with particular reference to T-LBL lymphomas
as a subtype of T-cell lymphoblastic leukaemia/lymphomas. The integration of genomic approaches has enabled us
to reveal a map of genetic alterations in coding and non-coding genes (microRNAs), which provided new insights
about T-cell lymphoblastic lymphoma development. Specifically, we have demonstrated that down-regulation of a
specific pool of miRNAs contributes to the survival of T-lymphoblasts in early T-cell lymphoblastic lymphoma by
enhancing the expression of Smoothened (Smo), a key gene in the Hh signalling pathway, therefore suggesting the
convenience of using Smo inhibitors in combination with standard therapeutic protocols. Another interesting work led
us to unravel how the deregulation of Fas/FasL apoptotic signalling pathway is contributing to T-LBL development.
In addition our team has collaborated with other groups in the assessment of rare variants in the new Fanconi
Anaemia gene ERCC4 (FANCQ) as familiar breast/ovarian cancer susceptibility, and in the demonstration that the
cannabinoid receptor CB2 is a pivotal regulator of HER2 oncogenic signalling in breast cancer. Finally, we have
identified new susceptibility genes involved in alcohol use disorders, and associated with the response to risperidone
treatment of schizophrenic patients. Present and future initiatives of our group are to assess the oncogenic potential
of deregulation of Notch and Jak/Stat pathways, to integrate genetic and epigenetic changes in T-LBL development,
and to exploit the collateral damage of common deletions to kill ymphoma cells, in order to improve prognosis and
diagnosis, and to design more effective therapies.
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Resumen de investigacion

Estudiamos el efecto de los receptores Toll (TLR)/NFAT/ciclooxigenasa (COX)-2/prostaglandinas (PG) en inmunidad y pa-
tologias inflamatorias como la Obesidad, Cancer y Sepsis. PGE, controla la migracién y activacion de linfocitos T, y la
duracion de su interaccion con células presentadoras de antigeno. La migracion de macrofagos por PGE;, se debe a la
activacion de PI3K-P110gamma. PGF2q. inhibe la diferenciacién de adipocitos a través del factor de transcripcion NFAT. La
deficiencia de NFATc4 induce obesidad en ratén indicando un papel clave en el control de la obesidad y el metabolismo de
acidos grasos.

Inhibidores de Cox2 reducen el cancer colorrectal, pero tienen riesgos cardiovasculares. Como un enfoque terapéutico alternati-
vo, hemos identificado genes regulados por Cox2 que proporcionan ventajas oncogénicas. Entre ellos, identificamos mPGES1,
PMEPA1 y DUSP10 en cancer de ovario o colon. mMPGESH1, se induce por PGF20/Egr-1 estando implicada en proliferacion celular.
DUSP10 controla la respuesta a estrés y confluencia, mientras PMEPA1 induce la transicion epitelio-mesenquimal. DUSP10 inhibe
la activacion de la proteina quinasa p38 (MAPK), mientras que PMEPA1 inhibe la fosforilacion de SMAD1,5,8 por TGFp.

Diferentes linajes genéticos existen en Trypanosoma cruzi, causante de la enfermedad de Chagas. Sin embargo, su
biologia comparada y patogenia es fragmentaria. Hemos identificado diferentes respuestas inmunes T dependientes,
tanto en pacientes como modelo de ratén que difieren en funcion de la cepa infectante. Ademas, estamos estudiando
cémo entra el parasito y escapa la destruccion por las células mieloides, definiendo Slamf1 como un nuevo receptor de
T. cruzi. En contraste, encontramos que Slamf8 es un receptor de superficie celular que se expresa tras la activacion
de los macréfagos por IFN-y y juega un papel negativo en la infeccion a través de la represion de la NADPH-oxidasa.
Todo con la intencidon de mejorar la comprension y prevencion de la Enfermedad de Chagas.

SKOV3-EV  SKOV3-PMEPA1
MET transition

In vivo growth

Merge

Figura 1. PGE, promueve la adhesién de macréfagos. Analisis por microscopia confocal de
podosomas y contactos focales tras tratamiento con PGE,. PGE, (2uM) se afiadio antes de
activar la adhesion celular de los macréfagos peritoneales con fibronectina durante 18 horas.
PGE, disminuye el nimero de células con podosomas y aumenta la formacion de contactos
focales. Flechas indican podosomas o contactos focales (verde = phalloidin, Rojo = vinculina).

Figura 2. PGE, PMEPA1 induce la transicion epitelio mesén-

Figure 1. PGE, promotes macrophage adhesion. Analysis of podosomes and focal adhesion quima e incrementa la proliferacién tumoral in vivo.

formation after treatment with PGE, by confocal microscopy. PGE, (2uM) was added before

triggering cell adhesion of peritoneal macrophages to fibronectin for 18 hours. PGE, decreases Figure 2. PMEPA1 induces epithelial-mesemchymal-trasnsition
the number of cells with podosomes. PGE, increases focal adhesion formation. Arrows points and increases in vivo tumor proliferation in nude mice.

to podosomes or focal adhesions (Green=Phalloidin, Red=vinculin).
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Research summary

We are analysing the involvement of Toll-like receptors (TLR)/NFAT/Cyclooxygenase (Cox)-2/prostaglandins (PGs) in the
immune system and inflammatory pathologies as Obesity, Cancer and Sepsis. PGE, trigger activation and migration of T
lymphocytes, controlling the duration of their interaction with antigen presenting cells. Macrophage migration is induced
by PGE, due to activation of p110g-PI3K by PG receptors. PGF2a negatively regulates adipocyte differentiation through
the transcription factor NFAT. Moreover, NFATc4 deficiency induces obesity in mice indicating a key role in obesity and
fatty acid metabolism.

Cox2 Inhibitors reduce colorectal cancer but have cardiovascular risks. As an alternative therapeutic approach, we have
analysed genes regulated by Cox2 and select those that could provide a protooncogenic advantage to form tumours
and/or metastasize. Among those, we identified, mPGES1, PMEPA1 and DUSP10 as Cox2 induced molecules in
ovarian or colon cancer. mPGES1 is involved in increased growth and induced through a PGF2a/Egr-1 mechanism.
DUSP10 controls stress response to serum deprivation and confluence arrest whereas PMEP1A induces Epithelial
Mesenchymal Transition. DUSP10 inhibits p38 mitogen activated protein kinase (MAPK) activation, whereas PMEPA1
inhibit phosphorylation of SMAD1,5,8 by TGFp.

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. We have identified different T dependent
immune responses both in patients and mouse model that differ depending of the infecting strain. Besides, we are
studying how the parasite enters, infects and escapes destruction by myeloid cells, defining Slamf1 (CD150) as a new
T. cruzi receptor. In contrast, we found that Slamf8 (CD353) is a cell surface receptor that is expressed upon activation
of macrophages by IFN-y and play a negative role in the infection through repression of the NADPH oxidase. All
intended for improved understanding and prevention of Chagas’ disease.

Publicaciones / Publications

Corral, R. S., N. A. Guerrero, H. Cuervo, N. Girones, and M. Fresno
(2013) Trypanosoma cruzi Infection and Endothelin-1Cooperatively
Activate Pathogenic Inflammatory Pathways in Cardiomyocytes. PLoS
Negl Trop Dis 7: €2034.

Diaz-Munoz, M. D., I. C. Osma-Garcia, M. A. Iniguez, and M. Fresno
(2013) Cyclooxygenase-2 deficiency in macrophages leads to defecti-
ve p110gamma PI3K signaling and impairs cell adhesion and migra-
tion. J Immunol 191: 395-406.

Gutierrez-Erlandsson, S., P. Herrero-Vidal, M. Fernandez-Alfara, S.
Hernandez-Garcia, S. Gonzalo-Flores, A. Mudarra-Rubio, M. Fresno,
and B. Cubelos (2013) R-RAS2 overexpression in tumors of the human
central nervous system. Mol Cancer 12: 127.

Ifiguez, M. A., C. Punzon, R. Nieto, J. Burgueno, J. M. Vela, and M.
Fresno. (2013) Inhibitory effects of sigma-2 receptor agonists on T lym-
phocyte activation. Front Pharmacol 4: 23.

Sanoja, C., S. Carbajosa, M. Fresno, and N. Girones (2013) Analysis
of the dynamics of infiltrating CD4(+) T cell subsets in the heart during
experimental Trypanosoma cruzi infection. PLoS One 8: €65820.

Tamargo, B., Y. Marquez, W. Ramirez, B. Cedre, M. Fresno, and G.
Sierra (2013) New proteoliposome vaccine formulation from N. me-
ningitidis serogroup B, without aluminum hydroxide, retains its antime-
ningococcal protectogenic potential as well as Th-1 adjuvant capacity.
BMC Immunol 14 Suppl 1: S12.

De Winne, K., P. Buscher, A. O. Luquetti, S. B. Tavares, R. A. Oliveira,
A. Solari, I. Zulantay, W. Apt, P. Diosque, M. Monje Rumi, N. Girones,
M. Fresno, R. Lopez-Velez, J. A. Perez-Molina, B. Monge-Maillo, L.
Garcia, and S. Deborggraeve (2014) The Trypanosoma cruzi Satellite
DNA OligoC-TesT and Trypanosoma cruzi Kinetoplast DNA OligoC-
TesT for Diagnosis of Chagas Disease: A Multi-cohort Comparative
Evaluation Study. PLoS Negl Trop Dis. 2014 January; 8(1): €2633.

Perez-Molina, J. A., C. Poveda, A. Martinez-Perez, F. Guhl, B. Mon-
ge-Maillo, M. Fresno, R. Lopez-Velez, J. D. Ramirez, and N. Girones
(2014) Distribution of Trypanosoma cruzi discrete typing units in Boli-
vian migrants in Spain. Infect Genet Evol 21: 440-442.

Poveda, C., M. Fresno, N. Girones, O. A. Martins-Filho, J. D. Ramirez,
J. Santi-Rocca, J. A. Marin-Neto, C. A. Morillo, F. Rosas, and F. Guhl
(2014) Cytokine Profiling in Chagas Disease: Towards Understanding
the Association with Infecting Trypanosoma cruzi Discrete Typing Units
(ABENEFIT TRIAL Sub-Study). PLoS One. 2014; 9(3): €91154. Publis-
hed online 2014 March 7.

Sandoval, P, J. A. Jimenez-Heffernan, A. Rynne-Vidal, M. L. Perez-
Lozano, A. Gilsanz, V. Ruiz-Carpio, R. Reyes, J. Garcia-Bordas, K.
Stamatakis, J. Dotor, P. L. Majano, M. Fresno, C. Cabanas, and M.
Lopez-Cabrera (2014) Carcinoma-associated fibroblasts derive from
mesothelial cells via mesothelial-to-mesenchymal transition in perito-
neal metastasis. J Pathol 231: 517-531.

Rodriguez HO, Guerrero NA, Fortes A, Santi-Rocca J, Girones N,
Fresno M. (2014) Trypanosoma cruzi strains cause different myocarditis
patterns in infected mice. Acta Trop. 11;139C:57-66.

Bonner M, Amard V, Bar-Pinatel C, Charpentier F, Chatard JM, Desmu-
yck Y, Ihler S, Rochet JP, Roux de La Tribouille V, Saladin L, Verdy M,
Gironés N, Fresno M, Santi-Rocca J. (2014) Detection of the amoeba
Entamoeba gingivalis in periodontal pockets. Parasite. 2014; 21: 30.

Gironés N, Carbajosa S, Guerrero NA, Poveda C, Chillén-Marinas C,
Fresno M (2014) Global Metabolomic Profiling of Acute Myocarditis
Caused by Trypanosoma cruzi Infection. PLoS Negl Trop Dis. Nov 20;
8(11): €3337.

Tesis doctorales / Doctoral theses

Nestor A. Guerrero Gutiérrez (2013). Role of arachidonic acid
metabolites in Trypanosoma cruzi infection. Universidad Auténoma
de Madrid. Mencién Doctorado Europea. Manuel Fresno & Nuria
Gironés.

Gema Marin Alberca (2013). Regulacion de la expresion de
ciclooxigenasa- 2 por calcio en macréfagos y andlisis de su papel
en el desarrollo de aterosclerosis. Universidad Auténoma de Madrid.
Manuel Fresno & Miguel Angel Ifiguez Pefia.

Sofia Carbajosa Gonzalez (2014). Alteraciones en la
hematopoyesis y el metabolismo de la L-arginina durante la
infeccién aguda experimental por Trypanosoma cruzi. Universidad
Auténoma de Madrid. Mencion Doctorado Internacional . Manuel
Fresno & Nuria Gironés.

37



BIOLOGIA CELULAR E INMUNOLOGIA /CELL BIOLOGY AND IMMUNOLOGY

Acciones de los prostanoides en procesos inflamatorios
Prostanoids actions in inflammatory processes

Jefe de Linea / Group Leader:
Miguel Angel ifiiguez Pefia

Becarios Predoctorales /
Graduate Students:
Elena Hernandez Subira
Raquel Nieto Pintado

Técnicos de Investigacion /
Technical Assistance:
Ana Renshaw Calderén

Estudiantes /

Undergraduate Students:
Maria Velasco de Andrés
Silvia Rodriguez Rozada

Resumen de investigacion

Existen multiples evidencias sobre las acciones de mediadores lipidicos como los prostanoides o compuestos oxida-
dos derivados del colesterol en la modulacion del proceso inflamatorio asociado a multiples patologias, como la artritis,
la aterosclerosis y el cancer. La familia de los prostanoides incluye a las prostaglandinas (PGs) y a los tromboxanos
(TXs), derivados del acido araquidénico tras la accion de ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2) y distintas PG sintasas.
Por otro lado, los receptores LXR (Liver X receptor) y sus ligandos, entre los que se encuentran los oxisteroles, juegan
un papel esencial en la regulacién del transporte de colesterol, a la vez que poseen propiedades anti-inflamatorias a
través de la regulacion de la expresion de genes esenciales en la activacion de células del sistema inmune como los
macrdéfagos vy los linfocitos T.

Los principales objetivos de nuestra linea de investigacion incluyen el estudio de los mecanismos moleculares a través
de los cuales los prostanoides y los ligandos de LXR ejercen sus acciones en la respuesta inmune y su contribucion en
patologias que cursan con procesos inflamatorios, mediante el uso de modelos celulares y animales. Estos estudios
incluyen el analisis de los efectos de los prostanoides y de ligandos de los receptores LXRs y de su interrelacion, a tra-
vés de sus acciones sobre la sefalizacion celular, la activacion transcripcional y la expresion génica, en diversos tipos
celulares como linfocitos T y macréfagos. La investigacion sobre el conocimiento de las bases moleculares y celulares
de las acciones de los prostanoides y de los ligandos de LXRs en la inflamacion y en la respuesta inmune, tiene especial
relevancia, dado el creciente interés acerca de la influencia de los procesos inflamatorios en multiples patologias, asi
como sobre las posibilidades de intervencion terapéutica a través de la modulacion de las acciones de estos agentes.

TPA+ion vs Contrel TPA+lan+FGAT vs Contrsl

Figura 1. Analisis del efecto de PGs ciclo-
pentenonas sobre la expresion génica en
linfocitos T activados. Las células Jurkat
se trataron con PGA1 y se estimularon con
PMA-+lonéforo de calcio (15 ng/ml + 1 pM)
durante 18 horas. La expresion de un pa-
nel de 96 genes se determiné mediante un
array de qPCR (Human Immunology 384
StellARray™). La gréafica inferior muestra
el efecto de la PGA1 sobre los niveles de
induccién de los mMRNAs de ciertos genes
seleccionados (TNF, IL2, IL4, IL6 y COX-2).
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Figure 1. Analysis of the effect of PGs
e e —— cyclopentenones on gene expression in
activated Jurkat T lymphocytes. Cells were
treated with PGA1 and stimulated with PMA +
calcium ionophore (15 ng /ml + 1 uM) for 18
PMAIonsPGA, hours. The expression of a panel of 96 genes
was determined by qPCR array (Human
Immunology StellARray™ 384). The bottom
graph shows the effect of PGA1 on the level
of mRNA induction of selected genes (TNF,
L IL2, IL4, IL6 and COX-2).
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Research summary

Lipid mediators such as prostanoids or oxidized compounds derived from cholesterol play an essential role in the
modulation of the inflammatory process associated with multiple diseases as arthritis, atherosclerosis and cancer.
Prostanoid family include prostaglandins (PGs) and thromboxanes (TXs), synthesized from arachidonic acid by the
action of cyclooxygenases (COX-1 and COX-2) and various PG synthases. On the other hand, LXRs (Liver X receptors)
and their ligands, including oxidized cholesterol compounds, are key agents in the regulation of cholesterol transport
and lipid metabolism, while having anti-inflammatory properties through the regulation of the expression of essential
genes in the activation of immune cells such as macrophages and T lymphocytes.

The main objectives of our research include the study of the molecular mechanisms by which prostanoids and LXR
ligands exert their actions on the immune response and their involvement in pathologies with inflammatory processes,
using cellular and animal models. These studies include the analysis of the effects of prostanoids and LXR ligands,
and their interrelationship, through their actions on cell signaling, and transcriptional activation of gene expression in
various cell types including T lymphocytes and macrophages. Advances in the knowledge of the molecular and cellular
basis of the actions of prostanoids and LXR ligands in inflammation and in the immune response, is especially relevant,
given the growing interest on the influence of inflammatory processes in multiple pathologies and on the possibilities
for therapeutic intervention by modulating the actions of these agents.

Publicaciones / Publications Tesis doctorales / Doctoral theses

Diaz-Mufoz, M., Osma-Garcia I.C., iﬁiguez, M.A. and Fresno, M.
(2013). Cyclooxygenase-2 deficiency in macrophages leads to defec-
tive p110gamma PI3K signalling and impairs cell adhesion and migra-
tion. J. Immunol 19, 395-406.

Elena Hernandez Subira (2014). Regulacion de la expresiéon génica
por la prostaglandina F2a en linfocitos T y cardiomiocitos: activacion
de la via de sefializacion de calcio/calcineurina/NFAT. Universidad
Auténoma de Madrid. Director de Tesis: Miguel A. ifiiguez.

Paloma Guillem Llobat (2013). Efectos de los ligandos de recepto-
res LXR sobre la activacién de macroéfagos y el desarrollo de aneu-
rismas adrticos abdominales. Universidad Auténoma de Madrid. Di-
rector: Miguel A. ifiiguez

Gema Marin Alberca (2013). Regulacién de la expresion de la ci-
clooxigenasa-2 por calcio en macrofagos y andlisis de su papel en
el desarrollo de aterosclerosis. Universidad Auténoma de Madrid.
Directores de Tesis: Miguel A. ifiiguez y Manuel Fresno Escudero.
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Resumen de investigacion

La regulacion de la heterogeneidad del transcriptoma y del proteoma representa una etapa clave para comprender las
diferencias en la diversidad entre organismos de complejidades genéticas semejantes. Los antigenos intracelulares
TIA1 (T-cell intracellular antigen 1) y TIAR/TIAL1 (TIA1 related/like protein) se han implicado en la regulacién y/o mo-
dulacion de la expresion genética sobre diferentes aspectos del metabolismo del RNA, como son: 1) la transcripcion,
a través de su interaccion con el DNA y la RNA polimerasa 1l; 2) el procesamiento alternativo del pre-mRNA, a través
de la seleccion de sitios 5° de corte y empalme atipicos; 3) la localizacién, estabilidad y/o traduccién de los mMRNAs
eucarioticos, a través de la interaccién con las regiones 5’ y 3’ no traducibles y 4) el control de programas biolégicos
fundamentales para la viabilidad celular (inflamacion, proliferacién, apoptosis, estrés o infecciones por virus). En con-
secuencia, la hipétesis de partida de nuestra linea de investigacion -como continuacién de los estudios iniciados por
nuestro grupo hace nueve anos- es que estas proteinas desempefian un papel relevante en el control de la expresion
genética adaptando el transcriptoma y el proteoma humano, su expresion y su funcién, con el fin de sobrevivir a si-
tuaciones aberrantes que comprometan la homeostasis celular en condiciones fisiopatoldgicas como el estrés celular,
la tumorogénesis o el envejecimiento y sus patologias asociadas. Nuestro objetivo fundamental es, por consiguiente,
comprender los procesos celulares y los mecanismos moleculares tempranos y tardios en los que las proteinas TIA
participan y como contribuyen a regular y/o modular la homeostasis celular, evitando el desarrollo y/o progresion de
fenotipos deletéreos. El conocimiento de las dinamicas reguladoras asociadas a estos antigenos intracelulares servira
de base para la identificacion de futuras dianas terapedticas.
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Research summary

The regulation of the heterogeneity of the transcriptome and proteome is key stage on the way to understand
differences in the diversity of proteins observed in organisms of similar genetic complexity. The intracellular antigens
TIA1 (T-cell intracellular antigen 1) and TIAR/TIAL1 (TIA1 related/like protein) have been involved in the regulation of
gene expression on different aspects of the control of RNA metabolism, such as: i) transcription through its interaction
with DNA and RNA polymerase ll; ii) alternative splicing of pre-mRNA through the selection of atypical 5’ splicing sites;
iii) localization, stability and/or translation of eukaryotic mRNAs through the interaction with 5’ and 3’ untranslatable
regions; and iv) modulation of biological programmes for cell survival (inflammation, proliferation, apoptosis, cell stress
or infections by viruses). As a consequence, the initial hypothesis -of the work line initiated nine years ago- it is that
these proteins may play a fundamental role in controlling gene expression by regulating/modulating the dynamics of
human transcriptome and proteome, their expression and function, in order to prevent situations which put aberrant
cell viability at risk in patho-physiological situations such as stress-associated responses, tumorigenesis or aging and
their related diseases. So today, our objective is to characterize the early and late cellular processes and molecular
mechanisms in which TIA proteins participate and how they are involved to regulate/modulate cellular homeostasis via
preventing the development and/or progression of deleterious phenotypes. Understanding the regulatory dynamics
associated with these intracellular antigens could serve as the basis for identifying future therapeutic targets.
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beta-actin expression. Mol. Cancer 13, 90.
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Tesis doctorales / Doctoral theses A Jrnsitionl Ol
Carmen Sanchez-Jiménez (2014). Caracterizacion de modelos Purple: Translationally regulated mRMAs that are not transcriptionally regulated
celulares con pérdida y ganancia de funcion de las proteinas TIA1 Red: Translationally regulated mRNAs that are also regulated at the transcript level.

y TIAR. Universidad Auténoma de Madrid. Director: José Maria Iz-

quierdo Juarez. Green: mRNAs that are regulated solely at the transcript level.

Figura 2. Andlisis polisomales a gran escala muestran cambios en los niveles es-
tacionarios y en las eficiencias de traducciéon de los mRNAs en células HelLa con
expresion reducida de las proteinas TIA.

Figure 2. Polysome profiling analysis show global changes at the transcript and trans-
lation levels under TIA reduction in HeLa cells.
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Nuestro laboratorio esta interesado en los mecanismos moleculares que subyacen al proceso de fibrogénesis en pa-
tologia humana. La fibrosis es la via final comun de muchas enfermedades organicas como la nefropatia diabética, la
cirrosis hepatica, la esclerodermia, la esclerosis miocardica y la fibrosis pulmonar idiopatica o mediada por inflamacion.
Tras una etapa prolongada dedicada al estudio de la pared vascular y la biologia redox, hemos centrado nuestros
esfuerzos en comprender como se desarrolla la fibrosis con un énfasis especifico en el papel de los microRNAs y
su regulacion por sefiales redox en procesos como la transicion epitelio-mesénquima, la sefalizacion por TGF-B y la
transformacion de fibroblastos en miofibroblastos. Utilizamos modelos celulares y animales de fibrosis pulmonar, dér-
mica y renal. Nos proponemos descifrar no sélo el conjunto de microRNAs implicados en la fibrogénesis sino también
los cambios metabdlicos celulares asociados, promotores a su vez de respuestas redox especificas que activan la

expresion de microRNAs relevantes en fibrogénesis.

Control Tratamiento con miRNAs Control + Bleomicina miRNAs + Bleomicina

Figura 1. Microfotografias correspondientes al analisis histolégico mediante tinciones de Hematoxilina y Eosina
(paneles superiores) y Tricémico de Masson (paneles inferiores) de pulmones de ratones tratados con bleomicina
o suero salino durante 14 dias, con el fin de inducir fibrosis pulmonar, en ausencia o presencia de un microRNA.

Figure 1. Microphotographs of Hematoxlylin and Eosin (upper panels) and Masson’s Trichrome staining (lower
panels) from lung sections of mice administered a microRNA followed by orotracheal bleomycin administration
or saline for 14 days.
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Research summary

Our laboratory is interested in the molecular mechanisms leading to fibrogenesis in human pathology. Fibrosis is
the final common pathway for many organ diseases including diabetic kidney disease, liver cirrhosis, scleroderma,
myocardial sclerosis and idiopathic or inflammatory-mediated pulmonary fibrosis. Evolving from a long-standing

interest in the vascular wall and redox biology we have now focused our efforts on understanding how the process of

fibrogenesis takes place with an emphasis on the role of microRNAs and their regulation by redox signals in processes
such as epithelial to mesenchymal transition, TGF-f3 signaling and fibroblast to myofibroblast transformation. We

employ cellular and animal models for lung, skin and kidney fibrosis. We plan to decipher not only the profile of

microRNAs involved in fibrogenesis but also the link between the underlying metabolic cellular changes occurring in
the fibrotic process and the triggering of specific redox responses leading to the expression of microRNAs relevant

for fibrogenesis.
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La Dialisis Peritoneal (DP) se emplea para el tratamiento de la enfermedad renal crénica avanzada, y se basa en la
utilizacion del peritoneo como una membrana semipermeable a través de la cual se llevan a cabo los procesos de
difusion y ultrafiltracion. Durante la DP, el peritoneo se halla expuesto a soluciones bioincompatibles que causan in-
flamacioén, angiogénesis vy fibrosis, dando lugar al fallo de membrana. Nuestro grupo ha demostrado que las células
mesoteliales sufren una transicién epitelio-mesenquimal (TEM) en respuesta a estas agresiones del peritoneo. En los
ultimos afios, numerosos trabajos han demostrado que la TEM mesotelial es un buen marcador del fallo de membrana
y una diana terapéutica para prevenir la fibrosis y/o angiogénesis inducidas por la DP.

Recientemente, nos planteamos si la TEM juega un papel en otras patologias peritoneales tales como la metastasis peri-
toneal y las adherencias post-quirdrgicas. La metastasis peritoneal es una complicacion de los carcinomas abdominales,
como el carcinoma de ovario, para la cual aun no existe ninguna terapia efectiva. La progresion de los implantes metastati-
cos peritoneales esta influenciada por los Fibroblastos Asociados a los Carcinomas (CAFs por sus siglas en inglés), los cua-
les pueden derivar de diferentes tipos celulares. Nosotros hemos demostrado en biopsias humanas que una sub-poblacion
de CAFs deriva de las células mesoteliales a través de un proceso de TEM. Asi mismo, nuestros resultados sugieren que la
TEM hace mas receptivo al peritoneo para la implantacion de las células tumorales. Las adherencias post-quirdrgicas con-
sisten en areas de tejido fibrético que unen entre si tejidos y 6rganos, normalmente no unidos, lo cual puede comprometer
seriamente la vida del paciente. En la actualidad, se desconocen los procesos fisiopatoldgicos implicados en la formacion
de adherencias o bridas. El analisis histolégico de bridas humanas ha demostrado que las células mesoteliales adyacentes
al tejido fibrotico muestran signos de TEM, lo que sugiere que este puede ser el proceso inicial en la formacion de bridas.

La finalidad de nuestro trabajo es profundizar en el conocimiento de las implicaciones patoldgicas de la TEM de las
células mesoteliales y de los mecanismos moleculares que regulan dicho proceso y la identificacion de dianas mo-
leculares para el disefio de estrategias terapéuticas, con posibles aplicaciones en enfermedades que cursan con la
fibrosis/angiogénesis peritoneal y en la metastasis peritoneal.

Peritonitis _ —
Hemoperitoneum Peritoneal cavity
PD Fluids:

-Glucose (AGEs, GDPs)

-lactate, low pH

= = Figura 1. En el peritoneo se generan nuevas células fibroblasticas a
MC released to | . " . !
PD effluent X través de la conversion local de las células mesoteliales (MCs), por
. NS transicion epitelio mesénquima (TEM), durante la didlisis peritoneal.
Las MCs transdiferenciadas invaden el estroma submesotelial y alli
participan en los procesos de fibrosis y angiogénesis, que posterior-
mente daran lugar al fallo de ultrafiltracién 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 submesothelial stroma, where they participate
in the fibrotic and angiogenic processes, which ultimately lead to
peritoneal ultrafiltration failure.
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Research summary

Used to treat advanced chronic kidney disease, peritoneal dialysis (PD) consists of using the peritoneum as a
semipermeable membrane across which diffusion and ultrafiltration take place. During PD, the peritoneum is exposed
to bio-incompatible solutions that cause inflammation, angiogenesis and fibrosis, resulting in membrane failure.
Our group has shown that mesothelial cells undergo an epithelial-mesenchymal transition (EMT) in response to the
peritoneal insult. During the last few years, there have been reports in the literature that mesothelial EMT is a good
marker for membrane failure and a therapeutic target for preventing PD-induced fibrosis and/or angiogenesis.

Recently, we considered whether the EMT plays a role in other peritoneal pathologies such as peritoneal metastasis and
post-surgical adhesions. Peritoneal metastasis is a complication of abdominal carcinomas (e.g. ovarian carcinoma) for which
there is no effective therapy. Progression of the metastatic implants is affected by Carcinoma-Associated Fibroblasts (CAFs),
which can derive from several cell types. We have shown in human peritoneal implant biopsies that a subpopulation of CAFs
derives from mesothelial cells through EMT. Our results also suggest that this EMT renders the peritoneum more receptive
to implantation of tumour cells and, at the same time, contributes to the growth of secondary tumours and favours their
vascularization. Adhesions are areas of fibrotic tissue that bind tissues and organs that would normally not be connected,
and can be seriously life-threatening. Most adhesions are post-surgical. The physiopathological processes involved in their
formation remain unknown. Histological analysis of human post-surgical adhesions has demonstrated that the mesothelial
cells adjacent to the fibrotic tissue show signs of an EMT, suggesting that this could be an initial step in their development.

The aim of 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, and 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 Otras actividades / Other activities

Strippoli R, Loureiro J, Moreno V, Benedicto |, Pérez Lozano ML, Barrei-
ro O, Pellinen T, Minguet S, Foronda M, Osteso MT, Calvo E, Vazquez J,
Lopez-Cabrera M, Del Pozo MA (2014). Caveolin-1 deficiency induces a
MEK-ERK1/2-Snail-1-dependent epithelial-mesenchymal transition and
fibrosis during peritoneal dialysis. EMBO Mol Med. 7:102-123.

Gonzalez-Mateo GT, Fernandez-Millara V, Bellén T, Liappas G, Ruiz-
Ortega M, Lépez-Cabrera M, Selgas R, Aroeira LS. (2014). Paricalci-
tol reduces peritoneal fibrosis in mice through the activation of regula-
tory T cells and reduction in IL-17 production. PLoS One. 9: e108477.

Sanz AB, Aroeira LS, Bellon T, del Peso G, Jimenez-Heffernan J,
Santamaria B, Sanchez-Nifio MD, Blanco-Colio LM, Lopez-Cabrera
M, Ruiz-Ortega M, Egido J, Selgas R, OrtizA. (2014). TWEAK promo-
tes peritoneal inflammation. PLoS One. 9: €90399.

Lopez-Cabrera M. (2014). Mesenchymal Conversion of Mesothelial Cells
is a Key Event in the Pathophysiology of the Peritoneum during Peritoneal
Dialysis. Advances in Medicine, 2014. Article ID 473134.

Rodrigues-Diez R, Aroeira LS, Orejudo M, Bajo MA, Heffernan JJ, Ro-
drigues-Diez RR, Rayego-Mateos S, Ortiz A, Gonzalez-Mateo G, Lépez-
Cabrera M, Selgas R, Egido J, Ruiz-Ortega M. (2014). IL-17Ais a novel
player in dialysis-induced peritoneal damage. Kidney Int. 86:303-315.

Sandoval P, Jiménez-Heffernan JA, Rynne-Vidal A, Pérez-Lozano
ML, Gilsanz A, Ruiz-Carpio V, Reyes R, Garcia-Bordas J, Stama-
takis K, Dotor J, Majano PL, Fresno M, Cabafias C, Lopez-Cabrera
M. (2013). Carcinoma-associated fibroblasts derive from mesothelial
cells via mesothelial-to-mesenchymal transition in peritoneal metas-
tasis. J Pathol. 231: 517-531.

Loureiro J, Sandoval P, del Peso G, Génzalez-Mateo G, Fernandez-
Millara V, Santamaria B, Bajo MA, Sanchez-Tomero JA, Guerra-Az-
cona G, Selgas R, Lépez-Cabrera M, Aguilera Al. (2013). Tamoxifen
ameliorates peritoneal membrane damage by blocking mesothelial to
mesenchymal transition in peritoneal dialysis. PLoS One. 8: e61165.

Pérez-Lozano ML, Sandoval P, Rynne-Vidal A, Aguilera A, Jiménez-
Heffernan JA, Albar-Vizcaino P, Majano PL, Sanchez-Tomero JA,
Selgas R, Lopez-Cabrera M. (2013). Functional relevance of the
switch of VEGF receptors/co-receptors during peritoneal dialysis-in-
duced mesothelial to mesenchymal transition. PLoS One. 8: e60776.

Loureiro J, Goénzalez-Mateo G, Jimenez-Heffernan J, Selgas R,
Lépez-Cabrera M, Aguilera Peralta A. (2013). Are the Mesothelial-
to-Mesenchymal Transition, Sclerotic Peritonitis Syndromes, and
Encapsulating Peritoneal Sclerosis Part of the Same Process? Int J
Nephrol. 2013:263285.

Aguilera A, Loureiro J, Gonzalez-Mateo G, Selgas R, Lépez-Cabrera
M. (2013). The mesothelial to mesenchymal transition a pathogenic
and therapeutic key for peritoneal membrane failure.

The latest in Peritoneal Dialysis. 2013. PAGINAS, INICIAL/FINAL: 21-
37 EDITORIAL: In Tech, open science, open mind. Eds; A. Aguilera.

Manuel Lépez-Cabrera. Miembro del Comité Organizador.
Congreso: 15th Congress of the International Society for Peritoneal
Dialysis (ISPD2014)

Lugar celebracién: Madrid.

(Del 7 al 10 de Septiembre de 2014).

Tesis doctorales / Doctoral theses

Maria Luisa Pérez Lozano (2013). Transicion epitelio-mesenquimal
inducida durante la dialisis peritoneal: efecto de los liquidos biocom-
patibles e importancia funcional de VEGF y sus receptores. Auténo-
ma de Madrid. Facultad de Medicina. Manuel Lépez Cabrera, Rafael
Selgas Gutiérrez.

g5, EC)

A Firstcontact and early EMT B MIMT progress il cell &

invasion and CAFs-reciitnent

T stk can
- o

Em

A Angegenas

E P cancaca

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 metastaticos peritoneales una subpoblacion de fibroblastos
asociados a carcinoma (CAFS) derivan de las células mesoteliales via transicion
mesotelio mesénquima (MMT). Ademas, la MMT promueve la adhesion e inva-
sion de las células tumorales.

Figure 2. Peritoneal dissemination is a frequent metastatic route for cancers of
the ovary and gastrointestinal tract. We have shown that in peritoneal metastatic
implants a sub-population of carcinoma-associated fibroblasts (CAFs) derives
from mesothelial cells through mesothelial to mesenchymal transition (MMT).
Moreover, MMT promotes the adhesion and invasion of tumor cells.
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Resumen de investigacion

HLA-B27, PROCESAMIENTO ANTIGENICO Y PATOGENIA DE LAS ESPONDILOARTROPATIAS. La aminopeptidasa
ERAP1 recorta péptidos al tamafio éptimo de los ligandos de MHC-I. La asociaciéon conjunta de ERAP1 y HLA-B*27
con espondilitis anquilosante (AS) sugiere un papel patogénico del peptidoma de esta molécula. La artritis reactiva, otra
espondiloartropatia asociada a HLA-B*27, se inicia por bacterias como Chlamydia trachomatis. El mimetismo molecular
entre ligandos propios y bacterianos de HLA-B*27 podria influir en esta enfermedad. Nuestros estudios recientes han
abordado: 1) El papel del polimorfismo de ERAP1 en el procesamiento y configuracion del peptidoma de HLA-B*27,
y 2) el procesamiento enddgeno de epitopos de C. frachomatis restringidos por HLA-B*27 y su similitud con ligandos
humanos de este antigeno. Estudios in vitro demostraron que el polimorfismo de ERAP1 asociado con AS modifica el
procesamiento de ligandos de HLA-B*27 de manera dependiente de la variante enzimatica y del ligando, alterando el ba-
lance generacion/destruccion de éste. Mutaciones co-existentes modifican la actividad enzimatica mediante efectos com-
binados. El polimorfismo de ERAP1 alter6 substancialmente el peptidoma endégeno de HLA-B*27 por un mecanismo
dependiente de la susceptibilidad de los residuos peptidicos N-terminales a la hidrdlisis y del volumen de los residuos en
otras posiciones. Estas observaciones explican la asociacion de ERAP1 con AS mediante la alteracion de la presentacion
antigénica y/o otras propiedades de HLA-B*27 dependientes de péptido. Estudios de inmunopeptidémica comparativa
sugirieron una mayor influencia de ERAP1 sobre los subtipos de HLA-B*27 asociados que sobre los no asociados con
AS. Asimismo demostramos el procesamiento y presentacion enddgenos de varios ligandos de HLA-B*27 procedentes
de proteinas de C. frachomatis. Uno de estos péptidos mostré una similitud substancial de secuencia y conformacion
con un ligando natural de HLA-B*27, demostrando asi la existencia de mimetismo molecular entre epitopos bacterianos
y humanos procesados endégenamente y presentados por HLA-B*27.

| Side View

Peptide-Induced
_— — Domain Rearrangement o T2

Figura 1. Estructura de ERAP1, posible mecanismo
de accion y topologia del polimorfismo asociado a
espondilitis anquilosante. Vistas lateral y superior de
ERAP1 mostrando las conformaciones abierta (inactiva)
y cerrada (activa) y la localizacion de los polimorfismos
asociados a espondilitis anquilosante en la estructura tri-
dimensional de la molécula (Alvarez-Navarro and Lépez
de Castro, 2014, Mol. Immunol. 57: 12-21).

Figure 1. ERAP1 structure, presumed mechanism
and topology of ankylosing spondylitis-associated
polymorphism. Side and top views of ERAP1 showing
the open (inactive) and closed (active) conformations
and the localization of ankylosing spondylitis-associated
polimorphisms in the three-dimensional structure of the
molecule (Alvarez-Navarro and Lépez de Castro, 2014,
Mol. Immunol. 57: 12-21).
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Research summary

HLA-B27, ANTIGEN PROCESSINGAND THE PATHOGENESIS OF SPONDYLOARTHROPATHIES. The endoplasmic
reticulum aminopeptidase (ERAP)1 trims peptides to their optimal size for binding to Major Histocompatibility
Complex class | (MHC-I) molecules. The joint association of HLA-B*27 and ERAP1 with ankylosing spondylitis
(AS) suggests a pathogenetic role of HLA-B*27-bound peptides. Reactive arthritis, another HLA-B*27-associated
spondyloarthopathy, is triggered by intracellular bacteria, such as Chlamydia trachomatis. Molecular mimicry
between bacterial and self-derived HLA-B27-restricted antigens might influence the pathogenesis of this disease
or its chronic evolution. Our recent studies addressed: 1) the role of ERAP1 polymorphism in processing HLA-B*27
ligands and shaping the HLA-B27-bound peptidome, and 2) the endogenous processing of HLA-B*27-restricted
epitopes from C. trachomatis and their similarities with human-derived HLA-B*27 ligands. In vitro studies using
recombinant ERAP1 variants demonstrated that AS-associated ERAP1 polymorphism influences the processing
of HLA-B*27 ligands in a variant and peptide-dependent way by altering their generation/destruction balance and
that co-occurring amino acid changes influence the enzymatic activity through mutually dependent effects. ERAP1
polymorphism significantly altered the HLA-B*27-bound peptidome expressed in living cells in a way dependent on
the susceptibility of the N-terminal peptide residues to trimming and the size of other amino acid side chains at multiple
positions. These alterations explain the association of ERAP1 with AS by a mechanism based on altering the antigen-
presenting and/or other peptide-dependent features of HLA-B*27. Further supporting this conclusion, comparative
immunopeptidomics suggested a larger influence of ERAP1 polymorphism on AS-associated compared to non-AS-
associated HLA-B*27 subtypes. In other studies we demonstrated the endogenous processing and presentation of
various HLA-B*27-restricted peptides from C. trachomatis, all of which showed significant homology with human-
derived protein sequences. One of these peptides further showed significant sequence and conformational similarity
with a human-derived HLA-B*27 ligand, demonstrating molecular mimicry between naturally processed chlamydial
and self-derived HLA-B*27-restricted epitopes.
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Resumen de investigacion

Estamos interesados en investigar nodos de sefializacién relevantes en patologias prevalentes con la edad, como el cancer
o las enfermedades cardiovasculares/metabdlicas. La quinasa GRK2 es uno de esos nodos. Ademas de su papel canénico
regulando receptores acoplados a proteinas G (GPCR), GRK2 modula multiples funciones celulares mediante la interac-
cion y/o fosforilacion de otros componentes de las cascadas de transduccién como HDACS6, IRS1, EPAC, Mdm2, Smads o
p38Mapk. Estas interacciones integradas de GRK2 explican su papel en el control de la migracion, angiogénesis o resisten-
cia a insulina (RI). Los niveles de GRK2 se alteran en pacientes en procesos tumorales, inflamatorios y en enfermedades
cardiovasculares/metabdlicas relacionadas con la RI. Perseguimos entender como los cambios que experimenta GRK2 en
diferentes tipos celulares y tejidos se integran a nivel celular y del organismo, y como pueden fomentar la progresion de
estas patologias, utilizando modelos celulares y animales (ratones hemizigotos y GRK2-deficientes inducibles o especificos
de tejido). Asi, investigamos como alteraciones de GRK2 en los diferentes tipos de células de los tumores (epiteliales tumo-
rales, endoteliales, inmunes) pueden actuar de forma sinérgica para promover distintos aspectos de la progresion tumoral
(proliferacion, supervivencia, senescencia, inestabilidad genémica, angiogénesis o invasion metastatica) a través de sus
interacciones con GPCR y con los ejes de sefializacion Mdm2/p53 o HDACS, entre otros.

Por otra parte, estudiamos GRK2 como integrador de cascadas de sefializacidon en patologias relacionadas con la
RI en diferentes tejidos y tipos celulares (adiposo, higado, pancreas, corazén o macrofagos/células inmunes), mo-
dulando tanto la sefalizacion por insulina como la mediada por GPCRs que controlan la homeostasis metabdlica, la
sensibilidad a insulina o la deteccion de nutrientes. Otro nodo de sefalizacion relacionado con GRK2 es la proteina
Gag. Hemos desvelado nuevas interacciones de Gag con proteinas con dominios PB1 como PKCC y exploramos las
repercusiones funcionales de este nuevo interactoma en procesos de muerte celular, autofagia y estrés oxidativo en el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares.
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Figura 1. Los niveles de GRK2 en endotelio son relevantes en la progresion tumoral. Figura 2. GRK2 como integrador de sefiales que controlan el metabolismo.

Figure 1. GRK2 downregulation is a relevant event in the tumoral angiogenic switch. Figure 2. GRK2 as an integrator of metabolic signaling.
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Research summary

Our laboratory is investigating key nodes in signalling networks involved in prevalent age-related pathologies such as
metabolic/cardiovascular diseases and cancer. The GRK2 kinase is one of those key signalling hubs. In addition to its
canonical role as a regulator of G protein-coupled receptors (GPCR), GRK2 can also impact cell signalling networks by
directly interacting and/or phosphorylating non-GPCR components of transduction cascades (such as HDACG6, IRS1,
PI3K, EPAC, Mdm2, Smads or p38 Mapk). Such integrated interactions underlie the participation of GRKZ2 in the control
of cell migration, angiogenesis or insulin resistance (IR). GRK2 levels/activity are altered in human pathologies such
as cancer, inflammation and cardiovascular/ metabolic diseases related to IR. We seek to understand how concurrent
changes in GRK2 levels (involving different cell types and tissues) integrate at the cellular and organism level, and
how they can foster disease progression, by using cellular and animal models (including hemizygous, conditional
and tissue-specific GRK2-deficient animals). We investigate how changes in GRK2 expression in different tumor cell
types (tumoral, macrophages and endothelial cells) might act synergistically to promote different aspects of tumor
progression (proliferation, survival, senescence, genomic stability, angiogenesis, metastatic invasion) by modulating
either GPCRs, HDACG6 or the Mdm2/p53 signaling axis, among others.

On the other hand, we analyze the GRK2 hub as a central integrator of signaling cascades relevant to IR-related
pathologies and co-morbidities in different tissues and cell types (adipose, liver, pancreas, heart, macrophages/immune
cells), by simultaneously modulating both the insulin cascade and key GPCRs controlling metabolic homeostasis, nutrient
sensing or insulin secretion/sensitivity. Other signaling node related to GRK2 is Gaq. We have unveiled novel interactions
of Gaq with PB1-domain containing proteins such as PKC{, and we are investigating the functional impact of this new Gaq
interactome in cell death, autophagy and oxidative stress processes and in the development of cardiovascular diseases.
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Resumen de investigacion

La inflamacion forma parte de la primera respuesta inmunitaria frente a las infecciones, el dafo tisular o el estrés. Ade-
mas, la inflamacién cronica o patolégica conduce a la aparicion de enfermedades como la esclerosis multiple, la ateros-
clerosis o la hepatitis. Las respuestas inflamatorias prolongadas estan mediadas por la secrecion de factores solubles
como la citoquina TNF, que induce la alteracion progresiva de las barreras celulares en el tejido y el reclutamiento de
células inmunitarias hacia el foco de inflamacién. Con la finalidad de encontrar dianas para controlar la respuesta infla-
matoria, nuestro grupo esta interesado en estudiar los mecanismos moleculares que median el efecto de TNF sobre la
funcion de barrera celular. Las células endoteliales forman una barrera selectiva que controla la extravasacion de solutos
y células desde el torrente sanguineo. Hemos investigado la regulacion mutua entre adhesién leucocitaria y permeabili-
dad endotelial. TNF regula la expresion y localizacion de los receptores de adhesion leucocitarios ICAM-1 'y PECAM-1.
Hemos demostrado que estos receptores ademas modulan la permeabilidad endotelial durante la inflamacién.

Cuando los leucocitos atraviesan la barrera endotelial se infiltran en el tejido buscando el foco de inflamacion e interaccio-
nan con otras barreras celulares. Tomando células epiteliales de higado como modelo, hemos demostrado la importancia
de la polaridad apicobasal de estas barreras en el control de la adhesion linfocitaria. ICAM-1 se confina en el dominio
apical de las células epiteliales polarizadas y no es accesible a los linfocitos. Cuando la célula enferma y se despolariza,
ICAM-1 se expone e incrementa la adhesion linfocitaria. Una estimulacion persistente con TNF provoca ademas una
despolarizacion de ICAM-1 sin pérdida de polaridad apicobasal. La polaridad apicobasal de los receptores de adhesion
podria ser, por tanto, un control en el tejido para que, en un mismo contexto inflamatorio, el sistema inmunitario discrimine
células sanas y polarizadas de aquellas disfuncionales, despolarizadas y altamente inflamadas.

Finalmente, hemos comenzado un proyecto de colaboracion con el Servicio de Oftalmologia de la Fundacion Jiménez
Diaz en el que estudiamos los mecanismos moleculares que median la disfuncion de la barrera endotelial de cérnea
durante la inflamacion, con resultados iniciales muy prometedores.

Figura 1. ICAM-1 media la alteracion de la barrera endote-
lial en respuesta a la reduccion de la proteina MYADM, que

Ca"depletion Ca’'restoration induce un fenotipo inflamatorio, similar al producido por TNF.
1 _ (A) Efecto de los siRNAs indicados sobre la expresién de
A B —HContrl 048 1 ICAM-1 en HUVECs. SIMYADM incrementa la expresion de
5 ; ! —_sMYADM < 1 G ICAM-1. (B,C) Efecto del “calcium switch” sobre la resistencia
¥ o8 2 ——siMYADM + |

] [ | transendotelial de monocapas de HUVECs transfectadas con
H los siRNA indicados, medida con un sistema ECIS. EI siRNA

o

o ] o

g especifico para ICAM-1 (silCAM-1) inhibe la alteracion de la
g 04 1 funcion de barrera endotelial (resistencia normalizada) causa-
% da por siMYADM. (De Aranda et al. 2013)

E

2

Normalized resistance

Figure 1. ICAM-1 mediates endothelial barrier dys-
function in response to MYADM knockdown, which indu-
ces a pro inflammatory phenotype, similar to that induced

o -
ﬂ 'd;? "?”* f by TNF. (A) MYADM knockdown (siMYADM) increases
:

ICAM-1 expression. (B,C) ECIS assay in which the effect
of siMYADM on endothelial barrier recovery after calcium
switch is corrected by siRNA targeting ICAM-1 (silCAM-1)
(from Aranda et al. 2013).
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Research summary

Inflammation is a primary response to infection, stress and injury during the innate immune defense. Pathological and
chronic inflammation leads to diseases such as multiple sclerosis, atherosclerosis or hepatitis. Long-term inflammatory
responses are orchestrated by the secretion of soluble factors such as the cytokine TNF, which facilitates the recruitment
of immune cells to damaged tissue areas by disrupting cellular barriers. We investigate the molecular mechanisms
that mediate the effect of TNF on different cell barriers. Endothelial cells line the inner surface of the vascular wall,
where they form a selective barrier that controls the passage of cells and solutes between the blood and the inflamed
parenchyma. In recent years, we have being analyzing how TNF alters the localization and expression of receptors
involved in leukocyte transendothelial migration, namely PECAM-1 and ICAM-1. We have found that these receptors
also regulate endothelial permeability and cell-to-cell junctions.

Once leukocytes traverse the endothelial barrier, they establish adhesions with parenchymal cells, searching for
the inflammatory focus and for dysfunctional cells. The liver is a paradigm of organ in which leukocyte infiltration is
essential forimmune-surveillance, the control of cancer and infections and tissue regeneration. We have demonstrated
the importance of apicobasal polarity in preventing leukocyte adhesion to hepatic epithelial cell barriers. ICAM-1 is
the main adhesion receptors mediating leukocyte haptotaxis in parenchymal epithelial cells. We have found that
polarized epithelial cells confine ICAM-1 in their apical domains, which are not accessible to immune cells. Upon cell
depolarization or persistent stimulation with TNF, ICAM-1 is exposed and leukocyte adhesion increases. Hence, in
dysfunctional hepatic parenchyma, leukocytes appear to discriminate between operative, polarized hepatic cells and
damaged or chronically inflamed adjacent hepatocytes that expose their adhesion machinery.

Finally, in a collaborative project with the Service of Ophthalmology of the Jiménez Diaz Foundation, we have initiated
the study of the inflammatory responses of corneal endothelial barriers. We are investigating the molecular mechanisms
involved in actin-mediated cell contraction and corneal endothelial barrier disruption with promising results.
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Figura 2. Parte izquierda. Inmunodetecciéon de ICAM-1 en higado rechazado
tras un trasplante. El canaliculo biliar constituye el dominio apical de los hepa-
tocitos polarizados. ICAM-1 (flechas) se confina en la parte apical de las célu-
las epiteliales de higado (hepatocitos y colangiocitos) que permanecen sanas
y funcionales en un ambiente inflamatorio. Parte derecha. La pérdida de pola-
ridad apicobasal expone ICAM-1 a los linfocitos e incrementa su adhesion. (De
Reglero-Real et al., 2014).

Figure 2. Apicobasal polarity controls lymphocyte adhesion to hepatic epithe-
lial cells. Left panel. Immunohistochemistry of ICAM-1 in rejected human liver
allografts. The bile canaliculi are the apical membrane domains of polarized he-
patocytes. ICAM-1 is confined in the apical domain of polarized hepatic cells (he-
patocytes and cholangiocytes) (arrows). Right panels. Loss of apicobasal polarity
exposes ICAM-1 to the extracellular milieu and increases lymphocyte adhesion
to hepatic cells (from Reglero-Real, 2014).
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Resumen de investigacion

En los ultimos afios el concepto global sobre las funciones de la matriz extracelular ha evolucionado desde una vision
tradicional que la consideraba un material organico de relleno entre células y tejidos, a un modelo mas sofisticado
de biomaterial dinamico que ademas de servir de sostén de los tejidos, les proporciona sus propiedades de dureza
y elasticidad, asi como aporta puntos de interaccion con receptores celulares o de control para la disponibilidad de
determinados factores de crecimiento.

En vertebrados, la matriz extracelular determina las propiedades biomecanicas de los tejidos vasculares y cardiacos,
un aspecto de extraordinaria relevancia en el contexto de las patologias cardiovasculares. La familia de enzimas de
las lisil oxidasas cataliza la formacién de entrecruzamientos covalentes en las fibras de colageno y elastina y, de este
modo, estas proteinas constituyen factores determinantes de las propiedades de estabilidad y dureza de la matriz. En
nuestro grupo investigamos los mecanismos moleculares que controlan la expresién y la actividad de las lisil oxidasas,
asi como su relevancia patofisiolégica en el contexto de las enfermedades cardiovasculares, con interés particular en
el desarrollo de enfermedades fibréticas como la fibrosis pulmonar o renal, y también en las complicaciones vasculares
asociadas al Sindrome de Marfan y otras alteraciones del tejido conectivo. Mediante aproximaciones in vitro e in vivo,
nuestro laboratorio analiza la contribucion de esta familia de enzimas a las propiedades estructurales y funcionales
de la matriz extracelular tanto en condiciones fisiolégicas como patoldgicas, asi como su validacion como dianas te-
rapeuticas con aplicacion en clinica.

En este contexto, nuestro grupo ha descrito la capacidad de la citoquina profibrética TGF-beta de inducir la expresion de
la isoforma 4 de lisil oxidasa (LOXL4) y su contribucién a la deposicién de matriz extracelular en el endotelio vascular.

Marfan

Figura 1. La inhibicién de la actividad enzimatica de lisil
oxidasa disminuye la acumulacion de colageno, desorga-
niza la red de fibras de elastina y potencia el desarrollo de
aneurisma de aorta en un modelo de ratén del Sindrome
de Marfan.

Figure 1. Inhibition of lysyl oxidase activity reduces
the accumulation of collagen, disorganizes the elastin
fiber network, and results in a potentiation of the aortic
aneurysm in a mouse model of Marfan Syndrome.

Collagen Elastin
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Research summary

Over the years, our understanding of the functions of the extracellular matrix has evolved from the traditional concept
of a static “glue” holding cells into tissues to the more sophisticated one of a dynamic biomaterial that provides strength
and elasticity, as well as points of interactions with cell surface receptors, and availability of growth factors.

In vertebrates, the extracellular matrix plays an essential role in determining the mechanical properties of the
vascular and cardiac tissues, an aspect of special relevance in the context of the development of cardiovascular
diseases. Lysyl oxidase family of enzymes catalyze the formation of cross-linkages in collagen and elastin fibers and
therefore are essential factors in the process of stabilization and maturation of the extracellular matrix. Our group
investigates the molecular mechanisms that control the expression and activity of lysyl oxidase enzymes, as well as
the pathophysiological relevance of these factors in the context of cardiovascular diseases, with particular focus on
their role in the development of fibrotic diseases such as lung or kidney fibrosis, and also on the vascular complications
associated to Marfan syndrome and related connective tissue disorders. By using in vitro and in vivo approaches, our
laboratory analyzes the contribution of these matrix-remodeling enzymes to extracellular matrix homeostasis in both
health and disease, as well as their validation for potential medical application.

In this context, our group has recently described the capacity of the profibrotic cytokine TGF-beta to induce the
expression of the isoform lysyl oxidase-like 4 (LOXL4), and its contribution to the deposition of extracellular matrix
components in the vascular endothelium.
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Resumen de investigacién

EL Cu* es por su capacidad redox un elemento esencial y a la vez potencialmente peligroso por su capacidad de
producir los altamente reactivos radicales OHe, susceptibles de atacar cualquier molécula en la célula. Dentro de la
homeostasis del Cu* en el organismo, el higado juega el papel fundamental de eliminar el exceso de Cu* por la bilis.
Eliminamos el 95% del Cu* que ingerimos con la dieta y su retencion origina cuprotoxicosis de las cuales la mas cono-
cida es la enfermedad de Wilson. ATP7B es la Unica bomba de Cu* que funciona en el hepatocito y como tal la Unica
responsable de la eliminacion del exceso de Cu* por la bilis. Aunque parezca increible el lugar donde ATP7B funciona
en la eliminacion de Cu* en el hepatocito es sujeto de controversia. Distintos modelos han identificado como el sitio
de funcionamiento de ATP7B los endosomas tardios, los lisosomas y sorprendentemente prestan menos atencion al
canaliculo biliar. Nuestros mas recientes estudios describen el funcionamiento de ATP7B en la membrana del canali-
culo biliar y cdmo en respuesta a la elevacion en los niveles de Cu* celular ATP7B es liberado de la red trans del Golgi
(TGN), es dirigido a la membrana basolateral del hepatocito, donde se inserta, y tras ser endocitado es transportado al
dominio apical, donde tras atravesar el compartimento subapical se incorpora a la membrana del canaliculo biliar. Los
aspectos moleculares del transporte forman parte de este estudio. En paralelo hemos iniciado un estudio sistematico
de los transtornos del transporte de ATP7B en el hepatocito asociados con la enfermedad de Wilson.

Continuando el estudio del funcionamiento de las ESyt, proteinas que han sido implicadas en el anclaje del reticulo
endoplasmico a la membrana plasmatica (anteriormente estudiamos la regulacion del transportador de glucosa por
ESyt-1), hemos encontrado que la isoforma ESyt-3 se asocia a las gotas de grasa durante su biogénesis y que su
silenciamiento hace que sean mas numerosas y pequefias, al tiempo que provoca la retraccion celular. Ademas, estu-
diando sus elementos SBM y C2-1,C2-2 y C2-3 hemos observado que Esyt3 interacciona fisicamente con gelsolina,
proteina reguladora de la organizacion de la actina, y que estimula la capacidad de esta de fragmentar los filamentos
de actina. Asi mismo hemos identificado los fosfolipidos que reaccionan con los diferentes dominios de Esy3 y el papel
del Ca** en estas interacciones.

Por ultimo continuamos estudiando la estructura toroidal, constituida por IMPDH2, descrita en la anterior memoria y
hemos finalizado el estudio de los “enhancers” de HDAC codificados en el gen C60orf89.

40 uM Cu*
10 min

Figura 1. Translocacién del transportador de Cu*, ATP7B, desde la red
trans del Golgi (TGN) al canaliculo biliar en respuesta al aumento en el
Cu* celular. Obsérvese la liberacion de ATP7B de la TGN y su temprana
circulacion a través del dominio basolateral de la célula (area comprendida
entre lineas blancas y la B-catenina) tras 15 min de tratamiento con Cu* (A,
A), y su localizacion en el canaliculo biliar tras 90 min de tratamiento (B, B’).

40 M Cu*
90 min

Figure 1. Cu*- induced relocation of the Cu* transporter ATP7B from the
trans-Golgi network to the bile canaliculus in CAN 10 hepatoma cells. Cells
treated with Cu* as indicated in the panels were studied for ATP7B location.
Note the early transit of ATP7B through the cell basolateral domain (area
delineated by the white dotted lines and the far end of the 8 catenin labelled
plasma membrane) and the localization of ATP7B in the bile canaliculi, sea-
led by the ZO-1 positive tight junctions, after extensive treatment with Cu*.
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Research summary

The transition metal copper (Cu*) is an essential trace element for all biota. Its redox properties bestow Cu* with
capabilities that are simultaneously essential and potentially damaging to the cell. Free Cu” is virtually absent in the
cell. In mammalians liver is the major captor, distributor and excreter of Cu*. Humans eliminate 95% of the Cu* ingested
with diet. The excretion of Cu* into the bile is an attribute exclusive of the hepatocyte and bile is the major route of
Cu* elimination and the most important mechanism in Cu* homoeostasis in mammals. The correlation between the
release of ATP7B retained in the trans-Golgi network (TGN) and the role of ATP7B in excretion of Cu* into the bile is
firmly established. Yet, the pathway of ATP7B transport is poorly understood and its site of action is the subject of a hot
debate. Our studies of Cu*-mediated ATP7B traffic in CAN 10 hepatoma cells showed that after its release from the
TGN, ATPT7B is basolateral sorted, inserted in the basolateral plasma membrane and transported by transcytosis to
the bile canaliculus (BC). Insertion of ATP7B into the membrane of the BC is essential for excreting excess of cellular
Cu” into the medium. Contradicting recent reports, our studies find no evidence of ATP7B association with lysosomes
and do not support the recent model of Cu* excretion mediated by lysosome exocytosis. In recent months we have
started a systematic study of the mutations that disrupt ATP7B traffic and cause Wilson disease and cuprotoxicosis
with a genetic background of wild ATP7B. In a separate studies we investigate the role of ESyt proteins in membrane
dynamics and glucose and lipid metabolism in the adipocyte. New inroads in understanding the functioning of Esyt3,
a protein associated with the endoplasmic reticulum (ER) that is believed to play a key role in anchoring the ER to the
plasma membrane, include: the mapping of the Ca** and phospholipid binding to the BM y C2-1,C2-2 y C2-3 domains;
the characterization of its physical interaction with gelsolin and the potentiation of this to sevear actin filaments; its
role in lipid droplet biogenesis. Finally, the study of the toroidal structure produced by polymerization of IMPDH?2 is in
progress and the study of the HDAC enhancer C60rf89 has been completed.
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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 di-
ferenciacion y activacion de los linfocitos T. Existen sélidas evidencias de que el NO juega un papel importante en la
generacion y exacerbacion de los procesos inflamatorios crénicos.

Recientemente hemos demostrado que los linfocitos T expresan eNOS y que la actividad de esta enzima regula 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). Nuestros estudios muestran que,
durante la interaccion antigeno-especifica entre ambos tipos celulares, eNOS se transloca, junto con el aparato de
Golgi, a las proximidades de los contactos intercelulares, organizandose en las proximidades de un anillo periférico de
actina desde donde regula la organizacion de receptores de sefalizacion en la zona central de la sinapsis inmune y la
ruta de sefalizacion Ras-Raf-Mek-Erk. En la actualidad, nuestra investigacion esta dirigida a estudiar los mecanismos
por los que el NO puede regular la organizacion y activacion de moléculas de sefializacion en la sinapsis inmune, asi
como el papel que éstos pueden desempefiar en la diferenciacion de los linfocitos T.

PM PM
APC T cell

Figura 1. Mecanismo de activacién compartimentalizada de N-Ras en
células T. K-Ras se localiza en la membrana plasmatica (PM) mientras
que N-Ras se localiza principalmente en el Golgi, co-localizando con
eNOS. Tras las interacciones antigeno (Ag)-specificas entre células
Ty células presentadora de Ag (APC), PLC-y y Akt se activan en
la células T a través del reclutamiento de la tirosina-quinasa ZAP-70
al complejo TCR. La activacion de PLC-y aumenta los niveles cito-
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H-S-C18. Vi ) A\ plasmaticos de inositol 1,4,5-trifosfato, liberando Ca2+ desde compar-
timentos internos, el cual se une al complejo calmodulina-eNOS. Por
\ i ) otra parte, Akt fosforila eNOS en la Ser1177, estimulandose en el Golgi
Ca® i la produccién de NO y favoreciendo la activacion selectiva de N-Ras a

Ca2* CaZ | t través de S-nitrosilacion en la Cys118.
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?\/ ®S“” eNOS A Figure 1. Compartmentalized S-nitrosylation of N-Ras but not
v SR K-Ras in antigen-stimulated T cells. K-Ras is targeted to the plasma
m —’/ membrane (PM) whereas N-Ras is mainly localized on the Golgi, co-
YE-E localizing with eNOS. Upon TCR binding to antigen (Ag) on an antigen
o __[ cD3C 9‘& presenting cell (APC), the activation of PLC-y and Akt is induced by
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complex As result of the combined actions of Ca2+ and phosphorylation, eNOS

is induced to produce NO on the Golgi, fostering N-Ras selective
activation by S-nitrosylation on Cys118.
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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.
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 inmune synapse (IS), a specialized intercellular structure involved
in the regulation of TCR signalling. We have found that during antigen-specific T cell-APC interactions, Golgi-
associated eNOS translocates to cell-cell contacts and organizes near a peripheral ring of actin, regulating the
assembling of receptors at the central area of the IS and Ras-Raf-Mek-Erk signalling from the Golgi apparatus.
Currently, the scientific priority of our studies is to explore the mechanisms by which NO regulate the organization of
signalling molecules at the IS and whether those mechanisms may play a major role in T cell differentiation.

Publicaciones / Publications

Hersanz-Agustin, P., Izquierdo-AIvarez, A., Garcia-Ortiz, A., Ibiza,
S., Serrador, J.M., and Martinez-Ruiz, A. (2013) Nitrosothiols in the
immune system: signalling and protection. Antioxid. Redox. Sign. 18,
288-308.

Martinez-Ruiz, A., Araujo, .M., lzquierdo-Alvarez, A., Hernansanz-
Agustin, P., Lamas, S., and Serrador, J.M. (2013). Specificity in S-
nitrosylation: A short-range mechanism for NO signaling? Antioxid.
Redox. Sign. 19, 1220-1235.

57



BIOLOGIA CELULAR E INMUNOLOGIA /CELL BIOLOGY AND IMMUNOLOGY

Desarrollo del sistema linfohematopoyético humano

Development of the human lymphohematopoietic system

Maria L. Toribio Garcia

Postdoctorales /
Postdoctoral Fellows:
Marina Garcia Peydro
Patricia Fuentes Villarejo
Sara Gonzélez Garcia

Jefe de Linea / Group Leader:

Técnico de Investigacion /
Technical Assistance:
Juan Alcain Sanchez

Estudiantes /
Undergraduate Students:
Mercedes Pérez Olivares
Isabel Cérdoba Mora

Pablo Hernandez Malmierca
Victor Toribio Serrano
Daniel Fernandez

Becarios Predoctorales /
Graduate Students:
Maria Jesus Garcia Ledn
Marta Mosquera Saiz
Olga Lancho Medina
Alba Murcia Ceballos

Resumen de investigacion

Nuestro grupo estudia los mecanismos que determinan la generacion de linajes celulares concretos a partir de las
células madre y los progenitores hematopoyéticos (HSC/HPCs) humanos. En particular, queremos entender como
se regula el desarrollo fisiologico de los linfocitos T para poder identificar las vias cuya desregulacion es crucial en la
induccioén de patologias como la leucemia linfoblastica aguda T (T-ALL). El objetivo final es trasladar este conocimien-
to al disefo de estrategias terapéuticas frente a dianas moleculares especificas, y obtener la prueba de concepto en
modelos experimentales preclinicos para su posterior traslacion a la clinica.

Utilizando aproximaciones genéticas de pérdida y ganancia de funcién, ensayos de diferenciacion celular in vitro y
modelos de hematopoyesis en ratones humanizados, hemos caracterizado la participacion de los receptores Notch1
en el desarrollo fisiolégico y patoldgico de los linfocitos T humanos. Ademas, hemos estudiado la regulacion espacio-
temporal de los diferentes ligandos de Notch en distintos microambientes timicos, y estamos definiendo su implicacion
en la especificacion diferencial de los diversos tipos celulares intratimicos, incluyendo subtipos de células T como las
células T reguladoras, y células no-T como las células dendriticas y los macréfagos. Asimismo, hemos identificado dos
nuevas dianas transcripcionales de Notch1: el receptor para interleuquina-7 (IL-7R) y la molécula de adhesion CD44,
cuya participacion en la generacién y progresion de la T-ALL esta siendo investigada en la actualidad.

Mas recientemente, nuestro interés se ha extendido al estudio de la involucién timica que acontece como consecuen-
cia del envejecimiento, y estamos analizando las bases moleculares de este proceso en el contexto del proyecto THY-
MISTEM financiado por el 7FP de la Unién Europea. Perseguimos la identificacion de las células madre del epitelio
timico y su caracterizacion funcional, con el fin de disefiar estrategias para su utilizacion en futuras terapias regene-
rativas dirigidas a la recuperacion de la funcion de los linfocitos T en sujetos mayores que sufren inmunosenescencia.
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Research summary

Our group studies the mechanisms underlying the generation of specific cell lineages from hematopoietic stem and
progenitor cells (HSC/HPCs) in humans. In particular, our aim is to understand how physiological development of
T cells is regulated, in order to identify the deregulated pathways involved in the induction of pathologies such as
acute lymphoblastic leukemia (T-ALL). The ultimate goal is to transfer this knowledge to the design of therapeutic
strategies against specific molecular targets, and to obtain proof of concept in preclinical experimental models for
later translation to the clinic.

Using loss and gain of function genetic approaches, in vitro cell differentiation assays and humanized mouse models,
we have characterized the specific role of the Notch1 pathway at discrete stages of physiological and pathological
human T lymphocyte development. Furthermore, we have analyzed the spatiotemporal regulation of different Notch
ligands in different thymic microenvironments, and we are defining their involvement in the differential specification of
various intrathymic cell types, including T cell subtypes such as regulatory T cells, and non-T cells as dendritic cells
and macrophages. We have also identified two novel transcriptional targets of Notch1: the receptor for interleukin-7
(IL-7R) and the adhesion molecule CD44, whose participation in the generation and progression of T-ALL is being
investigated at present.

More recently, our interest has been extended to the study of thymic involution that occurs as a result of aging, and
we are analyzing the molecular basis of this process in the context of a project funded by the European Union 7FP
(THYMISTEM). Our aim is the identification and functional characterization of thymic epithelial stem cells, in order
to design strategies for their future use in regenerative therapies directed to the recovery of T-cell function in aged
subjects suffering immunosenescence.

Publicaciones / Publications Patentes / Patents

Dominguez-Soto A., de las Casas-Engel M., Bragado R., Medina-
Echeverz J., Aragoneses-Fenoll L., Martin-Gayo E., van Rooijen N.,
Berraondo P., Toribio ML., Moro MA., Cuartero |., Castrillo A., San-
cho D., Sanchez-Torres C., Bruhns P., Sdnchez-Ramon S., Corbi AL.
(2014) Intravenous immunoglobulin promotes antitumor responses by

Maria Luisa Toribio, Marina Garcia Peydré y Francisco Sanchez
Madrid. "Aplicacion terapéutica de agentes inhibidores de CD44
frente a la leucemia linfoblastica aguda (ALL) humana”. N. de
solicitud: PCT/ES2013/070576.

Maria Luisa Toribio, Marina Garcia Peydro, Sara Gonzélez

Garcia, Patricia Fuentes y Juan Alcain. “Tratamiento terapéutico
de leucemias linfoblasticas agudas T y B y linfomas humanos por
inhibicién del receptor de interleuquina-7 (IL-7R)”. N. de solicitud:
PCT/ES2013/070923.

modulating macrophage polarization. J Immunol. 193(10), 5181-5189.

Cortés JR., Sanchez-Diaz R., Bovolenta ER., Barreiro O., Lasarte S,
Matesanz-Marin A., Toribio ML., Sanchez-Madrid F., Martin P. (2014)
Maintenance of immune tolerance by Foxp3(+) regulatory T cells requi-
res CD69 expression. J Autoimmun. 55, 51-62.

Galetto R, Lebuhotel C, Poirot L, Gouble A, Toribio ML, Smith J, Scha-
renberg A. (2014) Pre-TCRalpha supports CD3-dependent reactivation
and expansion of TCRalpha-deficient primary human T-cells. Molecu-
lar Therapy-Methods & Clinical Development. 1:14021.

corteza

Rubio R., Gutierrez-Aranda |., Sdez-Castillo Al., Labarga A., Rosu-
Myles M., Gonzalez-Garcia S., Toribio ML., Menendez P., Rodriguez
R. (2013) The differentiation stage of p53-Rb-deficient bone marrow
mesenchymal stem cells imposes the phenotype of in vivo sarcoma
development. Oncogene. 32(41), 4970-4980.

Figura 2. A) Expresion del marcador CD1a en el timo humano. B y B’) Ca-
racterizacion inmunohistoquimica del espacio perivascular (PVS) del timo
humano. CK19: Citoqueratina 19. e: endotelio. ca: endotelio capilar.

Figure 2. A) CD1a marker expression in the human thymus. B and B’) Immu-
nohistochemical characterization of the perivascular space (PVS) in the human
thymus. CK19: Cytokeratin 19. e: endothelium. ca: capillary endothelium.
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Viral modulation of the immune response

Jefe de Linea / Group Leader: Técnicos de Investigacion /
Antonio Alcami Pertejo Technical Assistance:

Rocio Martin Hernandez
Carolina Sanchez Fernandez
Maria del Carmen Fernandez

Personal Cientifico / Scientific Staff:
Alberto Lopez Bueno

Postdoctorales / Postdoctoral Fellows:

Abel Viejo Borbolla
Soledad Blanco Chapinal
Juan Alonso Lobo

Leyre Mestre

Daniel Aguirre de Carcer
Bruno Hernaez

Alberto Rastrojo

Estudiantes /
Undergraduate Students:
Patricia Suarez Molté

Ana Rodriguez Galet
Elena Priego

Cientificos visitantes /
Visiting scientists:

Becarios Predoctorales / Antonio Quesada
Graduate Students: (Departamento Biologia, Universidad
Nadia Martinez Martin Autonoma de Madrid)

Carla Mavian Vicente Pérez Brocal
Haleh Heidarieh (Fundacion para el Fomento de la
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Resumen de investigacion

Estamos interesados en enteder los mecanismos de patogénesis viral y las estrategias utilizadas por virus DNA de gran
tamario (poxvirus y herpesvirus) para evadir la respuesta inmune del hospedador. Trabajamos en el virus herpes simplex, un
patdgeno humano de relevancia clinica, y en algunos poxvirus como el virus ectromelia, un patégeno de ratén, y el virus va-
ccinia, la vacuna de la viruela. Hemos encontrado que estos virus codifican proteinas que se secretan de la célula infectada
e interaccionan con citoquinas o quimioquinas. Esta proteinas virales funcionan como receptores que bloquean la actividad
de las citoquinas y la repuesta inmune anti-viral, y pueden representar nuevos medicamentos anti-inflamatorios para tratar
alergias y enfermedades inmunes en el hombre. Por el contrario, la glicoproteina G del virus herpes simplex tiene propieda-
des inesperadas que potencian la actividad de las quimioquinas. La contribucion de los receptores de citoquinas virales a la
patogénesis y modulacion inmune esta siendo estudiada en ratones infectados con el virus ectromelia, un patégeno natural
del ratén que causa una enfermedad parecida a la viruela en el hombre y conocida como mousepox.

Estamos utilizando técnicas de secuenciacion de nueva generacion (NGS) para secuenciar el genoma de virus DNA
de gran tamafo con el propdsito de identificar nuevos genes virales implicados en patogénesis y modulacién inmune,
incluyendo aislados naturales del virus ectromelia y herpesvirus asociados a patologias humanas (esclerosis multiple).
La metagendmica esta cambiando nuestra forma de ver el mundo de los virus mediante el descubrimiento de nuevos
virus y la caracterizacion genética completa de comunidades virales. Estamos llevando a cabo estudios de metageno-
mica de virus para caracterizar comunidades complejas de virus en diferentes ambientes naturales extremos (lagos,
sedimento, tapetes microbianos y aguas termales) de la Antartida, Artico (Svalbard) y Patagonia chilena. Nuestro la-
boratorio también incluye al Dr. Alberto Lopez Bueno, un investigador financiado por el Programa Ramon y Cajal, que
lleva a cabo un proyecto independiente para caracterizar a través de metagenomica la comunidad de virus asociada a
patologias humanas de la cavidad oral.

Figura 1. Deteccion por microscopia electrénica de la quimio-
quina CXCL12 unida a la proteina de unién a quimioquinas gG
en la superficie de particulas del virus herpes simplex-1.

Figure 1. Detection by electron microscopy of the chemokine
CXCL12 attached to the chemokine binding protein gG at the
surface of herpes simplex virus-1 particles.
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Research summary

We are interested in understanding the mechanisms of viral pathogenesis and the strategies used by large DNA
viruses (poxviruses and herpesviruses) to evade the host immune response. We work on herpes simplex virus, a
human pathogen of clinical relevance, and several poxviruses such as ectromelia virus, a mouse pathogen, and
vaccinia virus, the smallpox vacine. We found that these viruses encode proteins that are secreted from the infected
cell and interact with cytokines or chemokines. These viral proteins function as decoy receptors blocking the activity
of cytokines and the anti-viral immune response, and may represent novel anti-inflammatory medicaments to treat
human allergic and autoimmune diseases. By contrast, glycoprotein G from herpes simplex virus has unexpected
properties enhancing chemokine activity. 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.

We are using next generation sequencing (NGS) technologies to sequence the genome of large DNA viruses with the
purpose of identifying new viral genes involved in pathogenesis and immune modulation, including natural isolates
of ectromelia virus and herpesviruses associated with human pathologies (multiple sclerosis). Metagenomics is
changing our perspective of the virus world by uncovering new viruses and allowing the genetic characterization of
complete viral communities. We are engaged in viral metagenomic studies to characterize complex viral communities in
different natural environments under extreme conditions (freshwater lakes, sediments, microbial mats and hot springs)
from Antarctica, the Arctic (Svalbard) and Patagonia (Chile). Our laboratory also hosts Dr. Alberto Lopez Bueno, a
researcher funded by the Ramoén y Cajal Programme, who undertakes an independent project to characterize through
metagenomics the viral community associated with pathologies of the human oral cavity.

Publicaciones / Publications Otras actividades / Other activities

Pontejo, S. M., Sanchez, C., Martin, R., Mulero, V., Alcami, A. and Miembro del Editorial Board de Virology / Member of the Editorial

Alejo, A. (2013) An orphan viral TNF receptor superfamily member
identified in Lymphocystis disease virus. Virology J. 10:188 doi:
10.1186/1743-422X-10-188.

Rubio, D., Xu, R.-H., Krouse, T. E., Truckenmiller, M. E., Mathis, S.,
Alcami, A., Norbury, C. C. and Sigal, J. L. (2013) Cross talk between
the Type | interferon and Nuclear Factor Kappa B pathways rescues
resistance to a viral disease. Cell Host Microbe 13, 701-710.

Mavian, C., Lépez-Bueno, A. and Alcami, A. (2014) Genome sequen-
ce of WAU86/88-1, a new variant of vaccinia virus Lister strain from
Poland. Genome Announc. 2(1). pii: e€01086-13.

Fernandez-Arenas, E., Calleja, E., Martinez-Martin, N., Gharbi, S. I,
Navajas, R., Garcia-Medel, N., Penela, P., Alcami, A., Mayor Jr, F.,
Albar, J. P. and Alarcon, B. (2014) B-arrestin-1 mediates the TCR-
triggered re-routing of distal receptors to the immunological synapse
by a PKC-mediated mechanism. EMBO J. 33, 559-577.

Santpere, G., Darre, F., Blanco, S., Alcami, A., Villoslada, P., Alba, M.
M. and Navarro, A. (2014) Genome-wide analysis of wild-type Eps-
tein-Barr virus genomes derived from healthy individuals of the 1000
Genomes Project. Genome Biol. Evol. 6, 846-860.

Mavian, C., Lépez-Bueno, A., Bryant, N. A., Seeger, K., Quail, M. A,,
Harris, D., Barrell, B. and Alcami, A. (2014) The Genome Sequence
of Ectromelia Virus Naval and Cornell Isolates from Outbreaks in Nor-
th America. Virology 462-463:218-226.

Aguirre de Carcer, D., Angly, F. E. and Alcami, A. (2014) Evaluation
of viral genome assembly and diversity estimation in deep metageno-
mes. BMC Genomics 15:989.

Parras-Molt6, M., Sudarez-Rodriguez, P., Eguia, A., Aguirre-Urizar,
J. M. and Lépez-Bueno, A. (2014) Genome sequence of two novel
species of torque teno minivirus from the human oral cavity. Genome
Announc. 2(5). pii: €00868-14.

Patentes / Patents

Martin-Pontejo, S. y Alcami, A. GAG binding of poxvirus-encoded
proteins with @ SECRET domain. Numero de prioridad: PCT
International Patent Application PCT/ES2013/070232. Pais:
International. Fechas de prioridad: 11 abril 2013. Propietario: S.
Martin-Pontejo y A. Alcami.

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.

Grupo integrante de la Red Espafiola de Esclerosis Multiple (www.
reem.es)/ The Group participates in the Spanish Network of Multiple
Sclerosis (www.reem.es).

Tesis doctorales / Doctoral theses

Carla Mavian (2013). Secuenciacién del genoma de nueve aisla-
dos del virus ectromelia: implicaciones evolutivas y determinantes
de virulencia. Universidad Auténoma de Madrid. Directores: Alberto
Lépez-Bueno y Antonio Alcami.

Figura 2. Muestreando lagos congelados en la Peninsula de Byers (lIsla Livings-
ton, Antértida) para estudiar la comunidad de virus en este ambiente extremo.

Figure 2. Sampling of frozen lakes in Byers Peninsula (Livingston Island, Antarc-
tica) to study the viral community in this extreme environment.
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Resumen de investigacion

El laboratorio utiliza el parvovirus diminuto del raton (MVM) como modelo principal, aunque no unico, para investigar
los mecanismos moleculares que gobiernan las interacciones de los Parvovirus con (i) células de cancer humano y con
(i) sus hospedadores naturales. (i) Entre los factores implicados en el tropismo privilegiado de estos virus por células
transformadas, se encuentra la actividad de la kinasa Raf-1 de la ruta MAPK, que es crucial para el ensamblaje nuclear
de la capsida. Hemos encontrado que esta actividad explica (al menos en parte) la dependencia de la multiplicaciéon
de los parvovirus por el ciclo celular. Entre los mecanismos implicados en la infeccion de distintos tipos de células,
hemos profundizado en el papel crucial que desempefia un pequefio segmento desordenado de la capsida del MVM
(Figura 1), que ha de ser expuesto en la superficie y cortado dentro de la célula para que la infeccién productiva pueda
comenzar. (ii) Hemos continuado el andlisis de los parametros genéticos y estructurales que rigen la evolucion del
MVM in vivo bajo distintas presiones selectivas, lo que sigue confirmando la extraordinaria plasticidad de este virus
para acomodar cambios estructurales que le permitan soportar o evadir presiones de distinto signo.

Estamos extendiendo recientemente estas aproximaciones a otros miembros de los Parvoviridae, con la idea de am-
pliar y mejorar nuestra vision de esta familia. En su conjunto, nuestros estudios ilustran como debido a su pequefio
genoma, estos virus requieren multiples funciones celulares para su propagacion exitosa en la naturaleza, lo que
complica su comprensién pero enriquece su biologia.
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Figura 1. Exposicion del segmento rico en glicinas de la VP2 de la capsida del MVM durante la infeccion. (A) Estructura tridimensional de la cap-
sida icosahédrica del MVM en la que se ilustra la disposicion a través del poro (eje de orden 5) de la secuencia rica en glicinas del extremo amino
de VP2. Los residuos de glicina G31 y G33 marcados con circulos fueron mutagenizados para su analisis funcional. La exposicién intracelular
y el corte de este segmento fueron necesarios para iniciar la infeccion. (B). Conservacion de este segmento de glicinas en distintos parvovirus.

Figure 1. Exposure of the VP2 glycine-rich segment of the MVM capsid during infection. (A) Tridimensional structure of the MVM icosahedral
capsid showing the allocation through the pore (five fold axis) of the glycine-rich sequence of VP2 n-terminus. The G31 and G33 encircled glycine
residues were mutagenized for functional analysis. The intracelular exposure and cleavage of this segment were found necessary to initiate
infection. (B) Conservation of this glycines segment in different parvoviruses.
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Research summary

The laboratory uses the parvovirus minute virus of mice (MVM) as a main, although not only, model to investigate the
molecular mechanisms governing the interactions of Pavoviruses with (i) human cancer cells and (ii) natural hosts. (i)
Among those factors implicated in the priviledged tropism of these viruses toward transformed cells, the activity of the
Raf-1 kinase of the MAPK route was found to be crucial for nuclear capsid assembly. We have found that this activity
explains (at least in part) the dependence of parvovirus multiplication for the cell cycle. Within other mechanisms
implicated in the infection of different cell types, we deeped into the crucial role that a small unordered segment of the
MVM capsid plays (Figure 1), which must be exposed onto the surface and cleaved within the cell to onset the productive
infection. (ii) We have pursued the analysis of genetic and structural parameters governing MVM evolution in vivo under
different selective pressures, what keeps on confirming the extraordinary plasticity of this virus to accomodate structural
changes allowing to withstand or to evade them.

We are recently extending these approaches to other members of the Parvoviridae to gain a wider and improved view of
this family. In summary, our studies illustrate that because of their small genome, these viruses require multiple cellular
functions to be successfully propagated in nature, what do complicate their understanding but enrich their biology.

Publicaciones / Publications

Castellanos, M., Pérez, R., Rodriguez-Huete, A., Grueso, E., Almen-
dral, J.M*, and Mateu, M.G*. (2013). A slender tract of glycines is
required for translocation of protein VP2 N-terminal domain through
the parvovirus MVM capsid channel to initiate infection. Biochemical
Journal, 455, 87-94.

Mendiburu-Eligabe, M*., Gil-Ranedo, J*. and lIzquierdo, M. (2013).
Efficacy of Rapamycin against glioblastoma cancer stem cells. Clinical

and Translational Oncology (2013).

Almendral, J.M. (2013) Assembly of simple icosahedral viruses. Sub-
cellular Biochemistry. Vol. 68: 307-328.
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Resumen de investigacion

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

- Geomicrobiologia del subsuelo de la Faja Piritica Ibérica (IPB): caracterizacion del bio-reactor subterraneo en la IPB
responsable de las condiciones extremas de la cuenca del Tinto. Este trabajo se esta desarrollando en colaboracion
con el grupo del profesor J.L. Sanz del Departamento de Biologia Molecular (UAM) y el Centro de Astrobiologia (Pro-
yecto ERC-IPBSL).

- Caracterizacion geomicrobioldgica de ambientes extremos como modelos astrobioldgicos de habitabilidad: la cuenca
del Tinto (analogo de Marte), depdsitos de sulfuros metalicos de la Antartica (analogo de Marte), la laguna hipersalina
de Tirez (analogo de Europa), el salar de Uyuni (analogo de Europa).Los ambientes hipersalinos se estan caracteri-
zando en colaboracion con la profesora I. Marin del Departamento de Biologia Molecular de la UAM.

- Aciddfilos: ecologia microbiana convencional, ecologia molecular, biologia molecular y biotecnologia (biolixiviacion,
secuestro especifico de metales y fitorremediacion) de ambientes acidos extremos (la cuenca del Rio Tinto, distintas
lagunas acidas de la Faja Piritica Ibérica y la Antartida).

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, encimas lignoliticas y para secuestro especi-
fico de metales.

- Control y eliminacién de hongos de aire de interior.

Figura 2. Toma de muestras en el Salar de Uyuni, Bolivia.

Figura 1. Identificacion por CARD-FISH de Acidithiobacillus a -430m. Figure 2. Sampling in the Salar de Uyuni, Bolivia.

Figure 1. Acidithiobacillus identificaction by CARD-FISH at -430m.
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Research summary

- 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 group of professor J.L. Sanz
from the Molecular Biology Department (UAM) and the Centro de Astrobiologia (ERC Project IPBSL)

- Geomicrobiological characterization of extreme environments as habitability models: Tinto basin (Mars analogue),
sulfide deposits from Antartica (Mars analogue), Tirez hypersaline lagoon (Europa analogue), Uyuni salt lake (Europa
analogue). The hyperhaolphilic environments are characterized in collaboration with professor I. Marin from the
Department of Molecular Biology (UAM).

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

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.
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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 antibiéticos 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 estan siendo de
ayuda sustancial para comprender mejor cuestiones fundamentales sobre la capacidad de adaptacion del peptidoglicano
frente a los retos medioambientales. EI grupo mantiene un numero significativo de relaciones de colaboracién con un
importante nimero de laboratorios nacionales y extranjeros, y esta previsto para promover un serio esfuerzo interdiscipli-
nario incluyendo areas tan diversas como microbiologia, cristalografia, quimica y bio-informatica.
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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 are been 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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Figura 2. Modelo por homologia para monémero de LMM-PBP4 en Pseudomo-
nas aeruginosa.

(a) Modelado por homologia para monémero de LMW-PBP4 en PAO1 (represen-
tacion en superficie). Los diferentes dominios son presentados en color marrén
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Ayala, J. A. and Bakhrouf, A. (2013) Variations in structural and plas-
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biology Research 7(42), 4920-4926.
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(dominio I, PB), rojo (dominio Il) y verde (dominio Ill). (b) Modelo tridimensional
para LMM-PBP4 de PAO1 destacando la organizacion estructural secundaria
mediante hélices a, laminas B y loops. Se indica en color verde la posicién para
el residuo S72 (serina catalitica) en el dominio I, ademas de los extremos animo
y carboxilo terminal. (c) Dominio PB y motivos conservados en el sitio activo de
LMM-PBP4 de Pseudomonas aeruginosa O1. (d) Potencial electrostatico (rojo,
carga negativa; azul, carga positiva) para LMM-PBP4 de PAO1, demostrando
una superficie basica en el dominio Il.

Figure 2. Homology model for LMM-PBP4 monomer in Pseudomonas aeruginosa.
(a) Modeling by homology for LMW-PBP4 monomer in PAO1 (surface rende-
ring). The different domains are represented in brown (domain I, PB), red (do-
main Il) and green (domain Ill) (b) Three-dimensional model for LMM-PBP4 of
PAOT1 highlighting the structural secondary organization by a helices, B sheets
and loops. Reside position for S72 (catalytic serine) in domain | is highlighted in
green and also the amino and carboxyl terminal are shown. (c) PB domain and
conserved motifs in the active site of LMM-PBP4 of Pseudomonas aeruginosa
O1. (d) Electrostatic potential (red, negative charge; blue, positive charge) for
LMM-PBP4 of PAO1, showing a basic surface in domain |I.
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Resumen de investigacion

En nuestro laboratorio empleamos como modelo principal de trabajo a la bacteria terméfila Thermus thermophilus,
manipulable genéticamente, de filogenia ancestral y con aplicaciones muy relevantes en biotecnologia y en Biologia
Estructural. Nuestro interés se centra tanto en aspectos basicos de su fisiologia, como en aspectos aplicados. A nivel
basico, estudiamos la respiracion anaerébica de 6xidos de nitrégeno y las vias y barreras frente a su transferencia
genética horizontal (HGT). En Biotecnologia, empleamos sus enzimas en distintos proyectos, y la propia bacteria para
la seleccion de variantes termoestables de otras enzimas. En los afios 2103-2014 hemos acabado de caracterizar
la nitrito y la éxido nitrico reductasas, y hemos estudiado los mecanismos que gobiernan su expresion regulada. El
estudio de la HGT de este agrupamiento nos ha llevado a identificar un sistema similar a la conjugacién que no im-
plica homologos de proteinas propias de la conjugacion clasica, y a definir a un homdlogo de la proteina Argonauta
eucariotica (ttAgo) como elemento esencial en la discriminacion entre DNA fiable, adquirido por conjugacion, del DNA
potencialmente peligroso encontrado en el medio y adquirido por transformacion. En este sentido, es de destacar que
ttAgo funciona por interferencia DNA-DNA y no RNA-RNA como ocurre en eucariotas.

En Biotecnologia, nuestros esfuerzos se han concentrado en la seleccion de variantes termoestables de proteinas
mediante la utilizacién de técnicas de interferencia de plegamiento basadas en la seleccion genética de resistencia a
antibidticos, y en el desarrollo de nuevos vectores de seleccion basados en proteinas fluorescentes termoestables. En
los proximos afos profundizaremos en el estudio de la conjugacion y en el papel discriminador ejercido por la proteina
ttAgo y desarrollaremos proyectos de termoestabilizacién de enzimas basados en sistemas de seleccion in vitro, con-
tando para ello con financiacion nacional y europea.

A !
1
k1%
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Figura 1. A) La conjugacion en Tth implica dos sistemas independien-
tes, uno de expulsion de DNAYy el otro de entrada activa mediada por el
B sistema de competencia natural. Mutantes dobles en cada sistema (en
azul) son incapaces de donar o recibir DNA a/desde una cepa silvestre
CONJUGATION (en verde). B) Mas del 90% del DNA que entra por competencia natural
1 es identificado y cortado por ttAgo empleando guias de DNA. El mis-
4 mo DNA transferido por conjugacion no dispara la respuesta de ttAgo.

TRANSFORMATION

Figure 1. A) Conjugation in Tth requires two independent systems,
a pushing system DNA and a pulling one apparently identical to the
natural competence. Double mutants in each of the system (in blue)
are unable to receive or donate DNA from/to a wild type strain (in
green). B) More than 90% of the DNA molecules that enter the cell
by natural competence are targeted and cut by ttAgo using ssDNA
guides. In contrast, ttAgo does not act when the same DNA transferred
by conjugation.
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Research summary

In our lab we use the thermophilic bacterium Thermus thermophilus as main model due to its amenability to genetic
manipulation, its ancestral phylogeny, and its actual and potential applications in Biotechnology and Structural
Biology projects. With this organism, our research interests focus on microbial physiology as well as biotechnological
applications. At the physiology level, we study the last steps of anaerobic respiration of nitrogen oxides, and the
pathways and barriers against its horizontal gene transfer (HGT). In a more applied line of research, we employ its
enzymes for different purposes, and the bacteria itself as host for the selection of thermostable variants of relevant
enzymes and proteins.

In 2013-2014 we characterized the thermostable nitrite and nitric oxide reductases from the denitrification pathway,
finding as main goals multiple pathways for the first and a new subunit for the second. We have studied also the
mechanisms that govern their requlated expression.

The analysis of the HGT has led us to identify a conjugation-like mechanism that does not involve homologues to
components of classical conjugation systems. We also identified a thermophilic homologue of the Argonaute protein
(ttAgo) as an essential element that allows discrimination between reliable DNA, acquired by conjugation, from
potentially dangerous DNA acquired by transformation from the environment. In this regard, it is noteworthy that ttAgo
works by DNA-DNA and not as RNA-RNA interference as it happens with eukaryotes.

In Biotechnology, our efforts have focused on the selection of thermostable variants of proteins by folding interference
with thermostable antibiotic resistance as selection reporter, and in the development of new folding interference
selection vectors based on thermostable fluorescent proteins.

In the years to come, we will further study the conjugation mechanisms and the discriminating role played by ttAgo, as
well as develop in vitro thermostabilization platforms, funded by national and European projects.
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Resumen de investigacion

Hemos puesto a punto el sistema de replicacion del virus de la hepatitis C (VHC) en cultivos de células de hepatoma
humano en colaboracion con el Dr. Charles Rice de la Universidad de Rockefeller (N. York, USA). El virus se ha pro-
pagado un total de 100 pases durante los cuales ha aumentado su capacidad replicativa (fithess). Pases en presencia
de interferén-a (IFN-a) han permitido obtener poblaciones resistentes al IFN-a y mapear las mutaciones responsables
en varios genes del virus. Ello ha establecido una distincién entre los mecanismos de escape de virus a una presion
selectiva enfocada a una proteina virica (como es el caso de inhibidores dirigidos a las proteinas NS3, NS5A o NS5B
del VHC) frente al escape a una respuesta antiviral multiple (como la inducida por IFN-a). En este Ultimo caso el virus
explora distintas mutaciones para superar las multiples ramas de la barrera antiviral. La disponibilidad por vez primera
de poblaciones y mutantes de VHC con distintos valores de fitness ha permitido demostrar que el fitness (o alguna
propiedad estrechamente relacionada con el fitness) constituye un factor de resistencia a inhibidores de la replicacion
del virus. Ahora estamos evaluando el efecto del fitness del VHC sobre la eficacia de los nuevos tratamientos, en el
modelo de cultivos celulares, siguiendo una colaboracién con los grupos de Susanna Manrubia y Pablo Gastaminza.

Se han completado trabajos sobre mutagénesis letal, segmentacion del genoma viral y actuacion del trinquete de Mu-
ller en el virus herpes simplex, el ultimo estudio en colaboracién con el grupo del Dr. Enrique Tabarés.

Como parte de la participacion en el CIBERehd nuestro grupo ha colaborado en la puesta a punto de nuevos métodos
se secuenciacion masiva aplicados al diagnéstico y planificacion de tratamientos contra la infeccion por VHC.
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Figura 1. Pases seriados del virus de la hepatitis C (VHC) en cé-
lulas de hepatoma humano (Huh 7.5) en ausencia o presencia de
concentraciones crecientes de interferén-a (IFN-a). Low, Med, High
representan 3 lineas evolutivas con distinta concentracion inicial de
IFN-a. Los detalles sobre este estudio estan en Perales et al. J.
Virol., 87(13), 7593-7607, 2013.

Figure 1. Serial passages of hepatitis C virus (HCV) in human
hepatoma cells (Huh 7.5) in the absence or presence of increasing
concentrations of interferon-a (IFN-a). Low, Med, High represent 3
evolutionary lines with a different initial IFN-a concentration. Details
of this study are in Perales et al. J. Virol., 87(13), 7593-7607, 2013.
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Research summary

We have implemented the new system of replication of hepatitis C virus (HCV) in human hepatoma cells in culture,
with the collaboration of Dr. Charles Rice of Rockefeller University (N. York, USA). The virus has been subjected to
100 serial passages in which the virus has increased its replicative capacity (fitness). Passages in the presence of
interferon alpha (IFN-a) have led to IFN-a-resistant populations, and the mutations have been mapped throughout
the genome. The results have established a distinction between mechanisms of HCV escape to a focused selective
pressure (as is the case of inhibitors that target HCV proteins NS3, NS5A or NS5B) versus escape to a multicomponent
antiviral response (such as that induced by IFN-a). In the latter case the virus explores several mutations to overcome
the multiple branches of the antiviral barriers.

The availability for the first time of HCV populations with different fitness values has allowed the demonstration that
fitness (or some feature closely related to fitness) is a factor of antiviral resistance of HCV. At present we are evaluating
the effect of HCV fitness on the efficacy of new treatments in the cell culture model, as a follow-up of a collaboration
with the groups of Susanna Manrubia and Pablo Gastaminza.

We have completed work on lethal mutagenesis, viral genome segmentation, and operation of Muller’s ratchet, the
latter study in collaboration with the group of Enrique Tabarés.

As part of the participation in CIBERehd our group has collaborated in the implementation of new deep sequencing
methods applied to diagnosis and planning of treatments against HCV infection.
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Resumen de investigacion

Trabajamos con microorganismos de interés biotecnolégico, basicamente Streptomyces, hongos y levaduras, produc-
tores de compuestos bioactivos (entre ellos antibidticos y moléculas con actividad prebidtica). Tratamos de conectar
la generacion de conocimiento con el desarrollo de aplicaciones biotecnolégicas, y basicamente nos centramos en la
caracterizacién de nuevas enzimas productoras de compuestos bioactivos, el analisis de sus determinantes estruc-
turales-funcionales, su mejora operacional utilizando herramientas de biologia molecular y en la obtencién y caracte-
rizacion de nuevas moléculas con actividad bioldgica de posible utilidad industrial. Hemos patentado ya en distintos
paises la aplicabilidad industrial de la mayoria de las proteinas caracterizadas y disefiado métodos para su fijacion a
soportes solidos.

Durante los ultimos afios hemos estado caracterizando y estudiando nuevas proteinas de levaduras no convenciona-
les (incluidas en los géneros Xanthophyllomyces, Schwanniomyces, Rhodotorula, etc.) con actividad glicosiltransfera-
sa, aplicables en la produccion de azucares con propiedades prebidticas. En general todas 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 funcién 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 sustra-
to y especificidad. Hemos obtenido numerosas variantes de 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 es-
tructurales, y aumentar/modificar la actividad transferasa de las enzimas ya estudiadas para favorecer su utilizacion
biotecnoldgica y escalar hasta un nivel industrial tanto su produccién como la de los productos generados (http://www.
glicoenz.org/p/glicoenz.html).

Figura 1. Estructura 3D de la fructofuranosidasa Xd-INV de
Xanthophyllomyces dendrorhous, una enzima productora del
azucar prebioético neokestosa. La proteina fructosila distintos ti-
pos de aceptores azucarados. Zoom, detalle del centro activo de
una de las subunidades proteicas unida a neoerlosa, trisacarido
formado por la fructosilacion de maltosa.

Figure 1. The Xd-INV from Xanthophyllomyces dendrorhous
3D-Structure, a fructofur: id: producing the prebioti

neokestose. Protein transfers fructose to a variety of acceptor
sugars. Close-up view of one subunit active site including neo-

erlose, trisaccharide formed by maltose fructosilation.
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Research summary

We work with microorganisms of biotechnological interest, mainly Streptomyces, fungi 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
enzymes producing bioactive compounds, the analysis of their structural-functional determinants, the operational
improvement using molecular biology tools and in 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 methods for their attachment to solid supports.

During the last years we have been characterizing and studying several 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 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 (http://www.glicoenz.org/p/glicoenz.html).
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and Fernandez Lobato, M (2014) Heterologous overproduction of Ffase mejorada por evolucion molecular. Detalle de la estructura 3D del cen-

B-fructofuranosidase from Xanthophyllomyces dendrorhous, an en- tro activo incluyendo los residuos cataliticos (rosa), otras posiciones relevantes
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transferasas de oligosacaridos prebidticos de las levaduras Phaffia the transfructosylating products 1-kestose (brown) and 6-kestose (yelow).
rhodozyma y Rhodotorula dairenensis. Universidad Auténoma de
Madrid. 21-6-2013. Director: Maria Fernandez Lobato.
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Resumen de investigacion

Objetivos cientificos principales: Utilizamos técnicas de ingenieria de proteinas y analisis bioquimicos, biofisicos y
bioldgicos para el estudio del ensamblaje, estabilidad y dindmica conformacional de virus (Mateu (ed.) (2013) Structure
and Physics of Viruses, Springer 2013; Mateu (2013) Arch.Biochem.Biophys. 531,65-79). Ademas nos basamos en los
resultados de estos estudios para el disefio y andlisis de particulas viricas genética y estructuralmente modificadas
con vistas a aplicaciones en biomedicina y bionanotecnologia (Mateu (2011). Prot.Eng.Des.Sel. 24, 53-63).

Relevancia cientifica e implicaciones tecnoldgicas: Conocimiento en profundidad de ciertas etapas clave del ciclo
virico, incluyendo ensamblaje, dinamica en equilibrio, reordenamientos estructurales y desensamblaje de virus; aplica-
cion de este conocimiento al disefio de vacunas, farmacos antivirales y nanoparticulas modificadas para la liberacion
dirigida de farmacos y otras aplicaciones bio- o nanotecnoldgicas.

Algunos resultados recientes: i) Mediante ingenieria de proteinas hemos identificado las bases moleculares de la
inestabilidad térmica del virus de la fiebre aftosa, y producido racionalmente mediante ingenieria de proteinas particu-
las variantes de mayor termoestabilidad para el desarrollo de vacunas mejoradas. Con el mismo proposito, estamos
investigando otras posibilidades para generar capsidas vacias con propiedades fisicas modificadas. ii) Estamos in-
vestigado mediante microscopia de fuerzas atomicas el ensamblaje, propiedades mecanicas, estabilidad y dinamica
conformacionales de particulas viricas y ensamblados derivados de las mismas, utilizando el virus diminuto del ratén
(MVM) y la capsida del virus de la inmunodeficiencia humana como modelos. Los objetivos basicos de estos estudios
incuyen el conocimiento detallado de los determinantes moleculares de las propiedades mecéanicas y dinamica es-
tructural de virus y la relevancia bioldgica de éstas para el proceso de infeccion. Los objetivos aplicados se orientan al
desarrollo de nanoparticulas viricas con propiedades mejoradas para usos biomédicos (liberacion dirigida de farmacos
y disefio de nuevos farmacos antivirales) y nanotecnolégicos (nuevos biomateriales y nanodispositivos).

Figura 1. Desensamblaje gradual de una particula individual del virus
MVM mediante aplicaciéon de fuerza mecanica, usando un micros-
copio de fuerzas atomicas. (A), imagen (positiva y negativa) de la
particula virica intacta. (B), la aplicacion de fuerza sobre esa misma
particula ha provocado la separacién de una subunidad, abriendo un
hueco en la cépsida. (C), una nueva aplicacién de fuerza sobre la
misma particula ha provocado la separacion de una segunda subu-
nidad. Los huecos dejados por las subunidades perdidas se pueden
observar en las imagenes (en las posiciones que indican los triangu-
los negros en los esquemas de la derecha).

Z[nm]

Figure 1. Gradual disassembly of a single particle of MVM virus through
application of mechanical force, using an atomic force microscope. (A)
image (positive and negative) of the intact MVM particle. (B), application
of force on that same particle has released a subunit, leaving a hole in
the capsid. (C), further application of force on the same particle has
released a second subunit. Holes left by the removed subunits can be
observed in the images (at the positions indicated by black triangles in
the schemes at right).
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Research summary

Major research goals: We use protein engineering techniques and biochemical, biophysical and biological analyses to
study assembly, conformational stability and dynamics of viruses (Mateu (ed.) (2013) Structure and Physics of Viruses,
Springer 2013; 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 (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, equilibrium dynamics, structural rearrangements and disassembly; application of this
knowledge for the design of vaccines, antiviral drugs and modified nanopatrticles for targeted drug delivery, development
of novel biomaterials and other biomedical or bionanotechnological applications.

Some recent results: |) We have identified the structural basis of the high thermal sensitivity of foot-and-mouth disease
virus, and rationally produced by protein engineering, variant viral particles for the development of improved vaccines.
With the same aim in mind, we are investigating other possibilities to produce empty capsids with modified physical
properties. ii) we are investigating the assembly, mechanical properties, conformational stability and dynamics of viral
particles and virus-derived molecular assemblies, using the minute virus of mice (MVM) and the human immunodeficiency
virus capsid as models. The basic goals of these studies are a detailed understanding of the molecular determinants of
the mechanical properties and structural dynamics of viruses, and their biological relevance for the infection process.
The applied goal is to contribute to the development of viral nanoparticles with improved properties for biomedical and
nanotechnological uses, including targeted drug delivery, design of novel antiviral drugs, biomaterials and nanodevices.
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Figura 2. Modificaciones estructurales en la capsida
del virus MVM que afectan a sus propiedades mecani-
cas. A: elemento de ensamblaje (trimero de subunida-
des) de la capsida visto de frente. B: trimero de perfil.
C: pentamero de trimeros. Se indican en diferentes
colores los residuos de la capsida cuyo papel sobre
las propiedades mecanicas de la particula virica he-
mos analizado en diferentes estudios.

Figure 2. Structural modifications in the capsid of
MVM that have an effect on its mechanical properties.
A: capsid building block (trimer of subunits), front view.
B: trimer (side view). C: pentamer of trimers. Different
colors are used for the capsid residues whose role
in the mechanical properties of the viral particle has
been analyzed in our laboratory.

Castellanos, M., Pérez, R., Grueso, E., Almendral, J.M., and Mateu,
M.G. (2013). A slender tract of glycines is required for translocation of
protein VP2 N-terminal domain through the parvovirus MVM capsid
channel to initiate infection. Biochem. J. 455, 87-94.

Rincén, V., Rodriguez-Huete, A., Lépez-Argiello, S., Ibarra-Molero,
B., Sanchez-Ruiz, J.M., Harmsen, M., and Mateu, M.G. (2014). Iden-
tification of the structural basis of thermal lability of a virus provides a
rationale for improved vaccines. Structure, 22, 1560-1570.

Otras actividades / Other activities

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

Mauricio G. Mateu, editor del libro “Structure and Physics of Viru-
ses”, Springer SBM, Holanda, 2013.

Mauricio G. Mateu, editor of the book “Structure and Physics of Vi-
ruses”, Springer SBM, The Netherlands, 2013.
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Resumen de investigacion

Integracion de informacion evolutiva y estructural para el estudio de la funcion de las proteinas. Simulacién de proce-
sos dinamicos de interaccion proteina-proteina y proteina-ligando. Aproximaciones mediante interfaz hibrida Mecanica
Molecular/Mecénica Cuantica (QM/MM). Desarrollo de nuevos sistemas de disefio de farmacos “in silico”. Analisis de
datos de Secuenciacion Masiva (NGS).

Proyectos en marcha:

1.- Desarrollo de un nuevo sistema mas eficiente y preciso de aproximaciéon QM/MM (FIREBALL/AMBER) para la
simulacién computacional de reacciones enzimaticas. El uso de interfaces Mecanica Cuantica / Mecanica Molecular
(QM/MM) permite el uso simultdneo de ambos modos de simulacion en el estudio de reacciones complejas, como las
que ocurren en el centro activo de moléculas de interés biolégico (biomoléculas). Desde los afos 70 hasta la actuali-
dad, los métodos de simulacion QM/MM han tenido la necesidad de elegir entre precision (utilizando sistemas ab-initio
para la parte QM muy costosos computacionalmente) o eficiencia computacional (utilizando hamiltonianos semiempi-
ricos que permiten un calculo mas rapido). En 2014, nuestro grupo, en colaboracién con el grupo del Dr. José Ortega
Mateo (Departmento of Fisica Tedrica de la Materia Condensada, UAM), publicé un nuevo método de simulacion QM/
MM, llamado FIREBALL/AMBER ( J. Chem. Theory Comput. 10 2185), con un nivel de teoria parecido al de Gaus-
sian pero con una eficiencia computacional cientos de veces mayor, lo que supone un auténtico salto cualitativo en la
simulacion computacional de bioprocesos. El proyecto incluye tanto el desarrollo y refinamiento del sistema como su
aplicacion al estudio de reacciones enzimaticas de interés en biomedicina: Cohesinas SMC1A-SMC3, HIV-RT, FoF1-
ATPasa, Carnitina aciltransferasas, la proteina bacteriana FtsZ, etc.

2.- Simulacién mediante dinamica molecular de los procesos de polimerizacion y despolimerizacion de la proteina de
septo bacteriano FtsZ. Disefio de inhibidores especificos que puedan utilizarse como antibacterianos usando sistemas
“in silico” de disefio de farmacos basados en las propiedades de la molécula receptora. Proyecto desarrollado en el
marco de un contrato de I+D entre Biomol-Informatics y la Fundacién “Severo Ochoa”.

A new Quantum Mechanics / Molecular Mechanics
(QM/MM) approach: FIREBALL / AMBER
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Figura 1. Una nueva aproximacion Mecanica Cuantica / Meca-
nica Molecular (QM/MM): FIREBALL / Andlisis de la superficie
de energia libre de la reaccién de RNasa A obtenida utilizando
el sistema FIREBALL / AMBER (en kcal/mol).
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Figure 1. A new Quantum Mechanics / Molecular Mechanics
(QM/MM) approach: FIREBALL / AMBER. Analysis of the free-
energy surface for the RNase A reaction obtained using the
e " FIREBALL/AMBER system (in kcal/mol).
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Research summary

Integration of evolutive and structural information to study the function of proteins. Simulation of dynamic processes of
protein-protein and protein-ligand interaction. Hybrid Quantum Mechanics/Molecular Mechanics (QM/MM) approaches.
Development of novel “in silico” drug design systems. Next-Generation Sequencing (NGS) Data Analysis.

Current projects:

1.- Development of a more efficient and accurate system of QM/MM approach (FIREBALL/AMBER) for the computer
simulation of enzymatic reactions. The use of Quantum Mechanics / Molecular Mechanics (QM/MM) interfaces allow the
simultaneous use of both approaches in the study of complex reactions such as those occurring at the active centre of
molecules of biological interest (biomolecules). From the 70s to the present, QU/MM simulation methods had to choose
between accuracy (using computationally expensive ab-initio systems for the QM part) and computational efficiency
(using semiempirical Hamiltonians that allow for a much faster calculation). In 2014, our group, in collaboration with the
group of Dr. José Ortega Mateo (Department of Theoretical Condensed Matter Physics, UAM), published a new QM/
MM simulation method, called FIREBALL/AMBER ( J. Chem. Theory Comput. 10 2185), with a theory level similar to
Gaussian but several hundred times more efficient, which represents a major step forward for the computer simulation
of bioprocesses. The project involves both the development and refinement of the system and its application to the
study of enzymatic reactions in proteins of interest to biomedicine: Cohesins SMC1A-SMC3, HIV-RT, FoF1-ATPase,
Carnitine acyltransferases, the bacterial protein FtsZ, etc.

2.- Molecular dynamics simulation of polymerization and depolymerization processes of bacterial septum protein FtsZ.
Design of specific inhibitors to be used as antibacterial drugs using “in silico” drug design systems based on the
properties of the receptor molecule. This project is developed in the framework of an R&D contract between Biomol-
Informatics and the Fundacién “Severo Ochoa’.
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Menéndez-Arias, L. (2014). Molecular basis of the association of H208Y and
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& Pié, J. (2014). Somatic mosaicism in a Cornelia de Lange syndrome pa-
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cing approaches. Clinical Genetics 86, 595-597.
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(2014). Torsion and curvature of FtsZ filaments. Soft Matter 10, 1977-1986.
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Cerd4, C., Ribes, A., Pi¢, A., Bueno, G., Gomez-Puertas, P. & Pi¢, J. (2013).
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lyase deficiency. Molecular Genetics and Metabolism 108, 232-240.
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tas, P. & Mendieta, J. (*Corresponding author). (2013). Simulation of ca-
talytic water activation in mitochondrial F1-ATPase using a hybrid quantum
mechanics/molecular mechanics approach: An alternative role for B-Glu
188. Biochemistry 52, 959-966.

Perteguer, M.J., Gomez-Puertas, P., Cafiavate, C., Dagger, F., Gérate, T. &
Valdivieso, E. (2013). Ddi1-like protein from Leishmania major is an active
Aspartyl-Proteinase. Cell Stress & Chaperones 18, 171-181.

Otras actividades / Other activities

El Grupo de Modelado Molecular ha participado en varios Master y cur-
sos de especializacion para posgraduados en Bioinformatica y ha par-
ticipado en el Ciclo de Conferencias de Divulgacion “COMBACT” para
estudiantes de Educacién Secundaria. El Grupo de Modelado Molecular
coordina un contrato de Investigaciéon y Desarrollo entre la compaiiia
Biomol-Informatics SL (Parque Cientifico de Madrid) y la Fundacion “Se-
vero Ochoa” (2008-2016). Miembros del grupo participan como IP en los
proyectos del 7PM-UE: Divinocell, Dorian, EpiTraits (Marie Curie-ITN) y
ENABLE (IMI, CE-EFPIA).

The Molecular Modelling Group has participated in several Master and
postgraduate specialization courses and has participated in the popular
science conferences “COMBACT” for secondary school students. The
Molecular Modelling Group leads a contract for Research and Develo-
pment between the company Biomol-Informatics SL (Scientific Park of
Madrid) and Fundacién “Severo Ochoa” (2008-2016). Members of the
group partipates as Pl in the 7FP-EU projects: Divinocell, Dorian, Epi-
Traits (Marie Curie-ITN) and ENABLE (IMI, CE-EFPIA).
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Desarrollo de herramientas genéticas para la manipulacion de bacterias Gram+ a partir
de la caracterizacion molecular de un plasmido de Bacillus

Developing genetic tools to modify clinically and industrially relevant Gram+ bacteria
by exploring transfer and other functions of a Bacillus plasmid
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Resumen de investigacion

Las bacterias evolucionan rapidamente debido a su capacidad para intercambiar material genético a través de diferen-
tes procesos, colectivamente denominado transferencia horizontal de genes (HGT). Ademas de un Unico cromosoma,
muchas bacterias contienen unidades llamadas plasmidos que replican de forma auténoma. Muchos de ellos son por-
tadores de genes que les permiten ser transferidos a otras bacterias. Este proceso, llamado conjugacion, contribuye
significativamente a HGT. Muchos plasmidos también contienen genes de resistencia a antibioticos. Por lo tanto, la
conjugacioén de plasmidos juega un papel importante en la diseminacién de estos genes. La comprension de los dife-
rentes aspectos del proceso de conjugacion es esencial para el disefio de estrategias para combatir la propagacion
de la resistencia a los antibiéticos. La conjugacion también tiene un lado positivo: es un método eficaz para modificar
genéticamente las bacterias de importancia industrial, clinica y cientifica que son reacias a su modificaciéon por otros
métodos. Varios plasmidos de conjugacién que tienen su origen en bacterias Gram-negativas han sido estudiados en
detalle. Sin embargo, se sabe muy poco acerca de la conjugacién de plasmidos de origen Gram-positivo. Hay una
necesidad urgente de comprender mejor la diseminacion de resistencia a los antibiéticos mediada por conjugacion en
bacterias Gram-positivas, asi como el desarrollo de herramientas genéticas para modificar bacterias Gram-positivas.
En nuestro laboratorio estudiamos diversos aspectos de la conjugacion utilizando como sistema modelo el plasmido
pLS20 de la bacteria Gram-positiva Bacillus subtilis. Nuestros objetivos a corto y largo plazo son que el conocimiento
que se obtiene mediante el estudio de pLS20 se pueda utilizar en el desarrollo de herramientas genéticas y disefiar
estrategias para evitar la diseminacién de resistencia a antibidticos en bacterias Gram positivas. Otra razén por la que
elegimos pLS20 para nuestros estudios es que B. subtilis forma parte del microbioma humano y la conjugacion puede
alterar las caracteristicas de estas bacterias intestinales, lo que da pie a este estudio.

Figura 1. Mapa genético del plasmido conjugativo
pLS20 de B. subtilis.
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Research summary

Bacteria evolve rapidly due to their short generation time and their ability to exchange genetic material, which can
occur via different processes, collectively named Horizontal Gene Transfer (HGT). Most bacteria contain, besides
a single chromosome, autonomously replicating units called plasmids. Many plasmids carry genes enabling them
to be transferred into plasmid-free bacteria. This process, called conjugation, contributes significantly to HGT. Many
plasmids also contain antibiotic resistance genes. Therefore, plasmid conjugation plays a major role in the spread
of these genes. Understanding different aspects of the conjugation process, including the regulation of conjugation
genes, is essential for designing strategies to combat the spread of antibiotic resistance. Conjugation also has a
positive side: it is an efficient method to genetically modify bacteria of industrial, clinical and scientific relevance that are
reluctant to modification by other methods. Several conjugative plasmids of Gram negative origin have been studied
in considerable detail over the last decades. However, remarkably little is known about conjugation of plasmids from
Gram positive origin. There is an urgent need to better understand conjugation-mediated spread of antibiotic resistance
in Gram positive bacteria, and to develop genetic tools to modify Gram positive bacteria. In our laboratory we study
various aspects of conjugation using as a model system plasmid pLS20 from the Gram positive bacterium Bacillus
subtilis. Our short and long term goals are that the knowledge we obtain by studying pLS20 can be used for the
development of genetic tools (short term) and to design strategies to interfere with antibiotic resitance and virulence
determinants in Gram positive bacteria (long term). An additional reason why we chose pLS20 for our studies is that
B. subtilis forms part of the human microbiome, and conjugation may evidently alter the features of gut bacilli, which
warrants this analysis.
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Ramachandran, G, Singh, P.K.,.Luque-Ortega, J.R., Yuste, L., Alfon-
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Praveen Kumar Singh (2014). Characterization of a native plasmid
from Bacillus subtilis with special focus on its regulatory circuit for

switch involving overlapping divergent promoters and DNA looping
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Figura 2. La expresion de los genes de conjugacion
estd controlada por un “interruptor” genético com-
puesto de tres niveles siendo promotores solapantes C .

(A), Autorregulacion del represor del promotor conju-
gativo (B) y “DNA looping” (C).

Figure 2. Expression of the conjugation genes is con-
trolled by a genetic switch that is composed of at least
three layers, being overlapping promoters (A) Autore-
gulation of the repressor of the conjugation promoter —d —
(B) and DNA looping (C).
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Resumen de investigacién

Se estima que actualmente hay mas de 35 millones de personas infectadas por el virus de la inmunodeficiencia hu-
mana (VIH) en todo el mundo. A pesar de los éxitos de la terapia antirretroviral, el virus todavia causa 1,6 millones de
muertes anualmente. La retrotranscriptasa (RT) del VIH juega un papel clave en la replicacion del ARN genémico del
virus y sus inhibidores constituyen la base de los tratamientos actuales mas utilizados y eficaces. El VIH tiene una
enorme variabilidad genética facilitada en parte por la elevada tasa de error de su RT, que carece de actividad correc-
tora de errores. La aparicion de cepas resistentes puede conducir al fracaso del tratamiento antirretroviral.

Nuestros esfuerzos se han dirigido hacia la consecucion de dos objetivos importantes: (1) entender el papel que jue-
gan distintos aminoacidos en la especificidad de nucledtido y en la fidelidad de copia de la RT del VIH tipo 1 (VIH-1);
y (2) determinar cuales son los mecanismos moleculares implicados en resistencia a inhibidores de dicha polimerasa.
En este contexto estudiamos el papel de mutaciones secundarias en el desarrollo de resistencia a farmacos antirretro-
virales, en particular de aquellos cambios que no son tenidos en cuenta en pruebas clinicas utilizadas para seleccionar
los tratamientos antirretrovirales mas adecuados para cada paciente.

Por otro lado, hemos obtenido variantes de la RT del VIH-1 de grupo O potencialmente Utiles en biotecnologia para
estudiar expresion génica, ya que poseen elevada estabilidad térmica y actividad a altas temperaturas. Otros proyec-
tos que se desarrollan actualmente en el laboratorio se centran en el andlisis de la fidelidad de copia de variantes de
la RT del VIH tipo 2 resistentes a farmacos antirretrovirales y en la identificacion de factores celulares implicados en
el bloqueo de la infeccion por el VIH-1 en primates del género Callithrix (proyecto liderado por la Dra. B. Pacheco).
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Figura 1. Los amino&cidos situados en los subdominios “thumb” y “connection” y en el Figura 2. Ensayos de RT-PCR en los que se muestra el efecto de la
dominio RNasa H de la RT del VIH-1 pueden influir en la resistencia al AZT y otros analogos temperatura sobre la sintesis de cDNA catalizada por distintas varian-
a nucledsido debido a que modifican el equilibrio existente entre la actividad RNasa H de la tes de la RT del VIH-1 grupo O (Matamoros et al. 2013; Biochemistry
RT y la capacidad de la enzima para eliminar el inhibidor del extremo 3" del DNA sintetizado. 52,9318).

Figure 1. Amino acid residues in the HIV-1 RT thumb-connection subdomains and the Figure 2. Figure 2. RT-PCR assays showing the effect of the tempera-
RNase H domain can modulate resistance to AZT and other nucleoside inhibitors by ture on the cDNA synthesis catalyzed by engineered recombinant HIV-
altering the balance between excision and template RNA degradation. 1 group O RT variants (Matamoros et al. 2013; Biochemistry 52, 9318).
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Research summary

Around 35 million people worldwide are infected with the human immunodeficiency virus (HIV) and despite significant
advances in antiretroviral therapy HIV still causes 1.6 million deaths each year. The HIV genome is composed of
two copies of single-stranded RNA. The viral reverse transcriptase (RT) is responsible for the replication of the HIV
genome. RT inhibitors constitute the backbone of the most popular and effective treatments. HIV shows remarkable
variability due in part to the lack of proof-reading activity of its polymerase. The elevated mutation rate of the virus
facilitates the emergence of drug-resistant strains and a potential failure of the antiretroviral therapy.

Recently, our efforts have been directed towards two major goals: (1) understanding the role of different amino acids in
the nucleotide specificity of HIV type 1 (HIV-1) RT, as well as in its fidelity of DNA synthesis; and (2) the elucidation of
molecular mechanisms involved in RT inhibitor resistance. In this context we study the mechanisms by which secondary
mutations contribute to the selection of drug-resistant strains, and particularly those changes that are not identified in
genotypic tests that guide decisions on prescription of antiretroviral therapies.

On a different project, we have obtained HIV-1 group O RT variants that show increased thermal stability and retain
significant polymerase activity at temperatures above 60°C. These RTs are being developed into useful tools to study
gene expression. Other projects currently in execution in the lab are focused on the analysis of the DNA copying fidelity
of HIV type 2 RT variants resistant to antiretroviral drugs and the identification of host cell factors that block HIV-1
infection in primates of the Callithrix genus (project led by Dr. B. Pacheco).
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lity of a thermostable HIV-1 reverse transcriptase. FEBS J. 281, 342-351.
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Luis Menéndez Arias es miembro de los Comités Editoriales de Anti-
viral Research, Antiviral Therapy, Current Trends in Biomedicine and
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nal Medicine y World Journal of Virology | Member of the Editorial
Boards of Antiviral Research, Antiviral Therapy, Current Trends in
Biomedicine and Life Sciences, Viruses, Virus Research, World Jour-
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Editor académico de PLoS ONE / Academic editor of PLoS ONE.

Editor invitado del nimero especial de octubre de 2014 sobre farma-
cos antivirales y resistencia de la revista Current Opinion in Virology
(Octubre 2014) / Guest editor of the special issue of October 2014 on
antiviral drugs and resistance in Current Opinion in Virology.

Medalla de la Sociedad Médica de la Universidad de Tohoku, Sendai,
Japén, marzo de 2013 / Tohoku Medical Society Lecture Medal 2013,
Tohoku University School of Medicine, Sendai, Japan, March 2013.

Patentes / Patents

L. Menéndez Arias, T. Matamoros, D. Abia, V. Barrioluengo.
Retrotranscriptasas del VIH tipo 1 grupo O, activas a temperaturas elevadas
/ HIV-1 group O reverse transcriptases, active at high temperatures. Ref.:
PCT/ES2014/070389. Propietario/Owner: C.S.1.C. Pais/Country: Spain.
Licenciatario/Licensee: Sygnis Bioscience GmbH & Co. KG.

Tesis doctorales / Doctoral theses

Verdonica Barrioluengo Fernandez (2013). Disefio, obtencién y
caracterizacién de variantes de la retrotranscriptasa del virus de la
inmunodeficiencia humana de interés biotecnoldgico. Universidad
Auténoma de Madrid. Director: Luis Menéndez Arias.

Gilberto José Betancor Quintana (2013). Mechanistic insights into
the role of secondary mutations of HIV-1 reverse transcriptase in the
acquisition of antiretroviral drug resistance. Universidad Autbnoma
de Madrid. Director: Luis Meneéndez Arias. Distinguida con Premio
Extraordinario de Doctorado.

César Garriga Fuentes (2014). Estudios transversales sobre resis-
tencia genotipica a farmacos antirretrovirales en pacientes infectados
por el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1. Universidad Rey
Juan Carlos, Alcorcén (Madrid). Directores: Luis Menéndez Arias y
Angel Gil de Miguel.
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Virus Cell Interaction. The ASFV Model
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Resumen de investigacion

Muchos virus presentan interés basico y aplicado por ser causantes de importantes enfermedades en las que la
respuesta inmune es ineficaz. Es el caso de la peste porcina africana, una devastadora enfermedad causada por un
complejo virus (VPPA), para la que no existe vacuna. La transmision de la enfermedad se mantiene bajo diferentes
escenarios epidemioldgicos, incluyendo cerdo doméstico, jabalies y garrapatas. La infeccién es endémica en el Africa
Sub-Sahariana, Cerdefia y recientemente en Caucaso y Rusia, lo que junto con la aparicion de brotes en Ucrania y Po-
lonia, esta amenazando a la Unidn Europea. Ademas, la emergencia de cepas atenuadas indetectables por los kits de
diagndstico disponibles, contribuye a la diseminacién de la enfermedad. Por ello analizamos los niveles de citoquinas
en células porcinas infectadas por cepas atenuadas y virulentas, caracterizando factores especificos de la atenuacion.
En este sentido, uno de nuestros objetivos es ademas, desarrollar kits de ELISA y/o PCR/RT- PCR mas sensibles.

Asimismo estamos caracterizando mecanismos de interaccion entre el virus y la célula infectada, con especial
énfasis en la entrada, internalizacion y trafico viral, basandonos en la experiencia reciente del equipo en este tipo de
estudio.

Finalmente, nos proponemos desarrollar herramientas y estrategias para generar vacunas frente al VPPA. Para

ello, estamos manipulando el genoma de cepas atenuadas del virus, obteniendo mutantes carentes de genes cuyos
productos modulan la expresion de MHC-I (EP153R), regulan la produccion de IFN-B (A276R y A528R), o interfie-
ren con factores pro-inflamatorios (A238L). Alternativamente, éstos u otros genes seran incorporados en vectores
vacunales, tipo amplicén PRV 6 Parapox, para ensayar su potencial proteccion en cerdos, bajo distintas pautas de
vacunacion. Gran parte de la informacion requerida para seleccionar los genes y mecanismos candidatos es resulta-
do del trabajo de muchos afios de varios de los componentes de esta Linea de Investigacion.
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Figura 1. Esquema de la construccion de VPPA defecti-
vos en genes especificos.

Figure 1. Scheme for construction of ASFV defective in
specific genes.
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Research summary

Certain viruses are the major causative agents of diseases by interfering key host pathways and leading to an
ineffective immune response. This is the case of African swine fever, a devastating disease caused by a complex
virus (ASFV), for which no vaccine is available.

The transmission of the infection remains under different epidemiological settings, including domestic and wild pigs,
wild boar and ticks, and is endemic in sub-Saharan Africa, Sardinia and recently in Caucasus and Russia. The situation
is also worrying since declared outbreaks in Ukraine and Poland, are threatening the European Union. In addition, the
emergence of new attenuated strains, undetectable by available diagnostic kits, contributes to dissemination. Thus, we
are analyzing the levels of cytokines in porcine cells infected with attenuated or virulent viral isolates to characterize
specific factors of attenuation. In addition, other of our objectives is to develop more sensitive ELISA and / or PCR type
tools.

We are also characterizing mechanisms of interaction between the virus and the infected cell, with special emphasis
on the entry, viral internalization and trafficking, based on previous experience of the team in the study of ASFV.

Finally, our group aims to generate vaccines against ASFV by using different approaches. In one of them, we
manipulate attenuated virus strains, to obtain mutants lacking genes that modulate the expression of MHC-I, as
EP153R, or which regulate the production of IFN-, as A276R and A528R, or able to interfere pro-inflammatory
factors, like A238L. Alternatively, these and other viral genes will be incorporated into vaccine vectors (amplicons type
PRV or Parapox), to be tested in animals under different new guidelines. Obviously, much of the information required
to select candidate genes to be manipulated come from previous work by over 20 years of laboratories that make up
this Line of research.

Publicaciones / Publications Tesis doctorales / Doctoral theses
Sanchez, E.G., Quintas, A., Nogal, M.L., Castelld, A., and Revilla, Y. Elena Garcia Sanchez. “Estudio de la Macropinocitosis como Meca-
(2013) African swine fever virus controls the host transcription and nismo Endocitico de Entrada del Virus de la Peste Porcina Africana”.
cellular machinery of protein synthesis. Virus Research 173, 58-133 Universidad Autonoma de Madrid. Diciembre 2013 (sobresaliente ).
(Review). Directora: Yolanda Revilla Novella.

Gallardo, C., Soler, A., Nieto, R., Carrascosa, A.L., De Mia, G.M., Bis-
hop, R.P., Martins, C., Folorunso, O.F., Couacy-Hymman, E., Heath,
L., Martin, E., Simon, A., Martin, R. and Arias, M. (2013) Comparative
evaluation of novel African swine fever virus (ASF) antibody detection
techniques derived from specific ASF viral genotypes with the OIE
internationally prescribed serological tests. Vet. Microbiol. 162, 32-43.

De Leon, P., Bustos, M.J. and Carrascosa, A.L. (2013) Laboratory
methods to study African swine fever virus. Virus Research 173, 168-
179 (Review).

Otras actividades / Other activities

Yolanda Revilla Novella, ASFORCE Scientific Committee Member.
Comision Europea 2013.

Angel L. Carrascosa, Coordinador de la Asignatura “La biologia de
los virus” en el Master de Virologia organizado en la Facultad de
Veterinaria de la Universidad Complutense de Madrid por la Socie-
dad Espariola de Virologia (SEV-UCM), durante los Cursos 2012-13,
2013-14 y 2014-15.

Figura 2. Factorias virales rodeadas por las proteinas del VPPA p72
y CD2v durante la infeccion de células COS-7.

Figure 2. Viral factories surrounded by ASFV p72 and CD2v proteins
during infection of COS-7 cells.
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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 elevada capacidad de variacion y sus diferentes hospedadores naturales
condicionan el control de la enfermedad que produce. Se trabaja en el desarrollo de nuevas vacunas peptidicas mar-
cadoras frente al VFA capaces de inducir respuestas humorales y celulares protectoras empleando como modelo un
importante hospedador natural del VFA: el cerdo. Se trabaja, también, en el andlisis funcional de distintas proteinas
virales en la internalizacion, el ciclo de multiplicacién 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 esto-
matitis vesicular (VSV). Se presta especial atencién a la implicacion de proteinas no estructurales en la virulencia y el
rango de hospedador virales, mediante el estudio de sus interacciones con distintos componentes celulares. Se estu-
dia también el papel que juegan diferentes lipidos celulares en la multiplicaciéon de estos virus y de otros como el virus
del Nilo Occidental (VNO) responsable de una importante zoonosis. Como parte de estos estudios se ha caracterizado
la capacidad del acido valproico para inhibir la multiplicacion de diferentes virus con envoltura.

Por otra parte, se trabaja el estudio de las implicaciones funcionales de regiones no codificantes del ARN de VFA, en
particular en su capacidad para inducir respuestas inmunes innatas y su uso potencial como elementos antivirales e
inmunomoduladores de amplio espectro cuando se administran como transcritos de RNA. En conjunto, los resultados
obtenidos estan siendo empleados para la identificacion de dianas antivirales y determinantes de atenuacion viral, asi
como para el desarrollo de nuevas vacunas y estrategias para su inmunomodulacion (adyuvantes).

B epitope [VPI{135-154)VPI, CS8¢cl]

T eprtope [3A(21-35]]

Cathepsin (putative)
deavage site

B, T (CS8el)

Figura 1. Esquema del primer prototipo de péptido dendrimérico capaz de conferir
proteccién completa frente al desafio con VFA en cerdo. Las secuencias corres-
ponden al aislado de VFA de serotipo C (Cubillos et al., J. Virol 82, 7223, 2008).

Figura 2. Representacion de una subunidad pentamérica de la capsida del
VFA mostrando la posicién de mutaciones que incrementan (rojo) o redu-
cen (azul) la sensibilidad frente a pH &cido de la particula viral. VP1 verde,
VP2 en magenta, VP3 en cian.

Figure 1. Scheme of the first prototype of FMDV dendrimeric peptide vaccine
that conferred solid protection against virus challenge in pig. The sequences
correspond to type C FMDV (Cubillos et al., J. Virol 82, 7223, 2008).

Figure 2. Diagram showing a FMDV pentameric capsid subunit, including
mutations that increase (red) or reduce (blue) the acidic pH sensitivity of
viral particle. VP1 green, VP2 magenta, VP3 cian.
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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.

A parallel study of the functional implications of non-coding RNA regions is being conducted, in particular the analysis
of their capacity to elicit innate immune responses and their potential use as antiviral and immunomodulatory elements
after delivery as synthetic RNA transcripts. Overall, the results obtained are being used for the identification of antiviral
targets, attenuation determinants as well as for the design of new vaccine strategies and immunomodulators (adjuvants).

Publicaciones / Publications

Vazquez-Calvo, A., Martin-Acebes, M.A., Saiz, J.C., Sobrino, F. and
de la Torre, J.C. (F. Sobrino, corresponding author). Inhibition of mul-
tiplication of the prototypic arenavirus LCMV by valproic acid. Antiviral
Res. 99, 172-179 (2013).

Sanchez-Aparicio, M.T., Rosas, M.F. and Sobrino, F. Characterization
of a nuclear localization signal in the foot-and-mouth disease virus
polymerase. Virology 444, 203-210 (2013).

Borrego, B., Rodriguez-Pulido, B., Mateos, F., de la Losa, N., Sobri-
no, F. and Saiz, M. Delivery of synthetic RNA can enhance the immu-
nogenicity of vaccines against foot-and-mouth disease virus (FMDV)
in mice. Vaccine 40, 4375-4381 (2013).

Blanco, E., Cubillos, C., Moreno, N., Barcena, J., de la Torre, B.G.,
Andreu and Sobrino, F. B epitope multiplicity/ and B/T epitope orien-
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vaccines. Clin. Dev. Immunol. 2013:475960 (2013).
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Sobrino, F. Lipid Involvement in Viral Infections: Present and Future
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lism. pp. 291-322. ISBN 978-953-51-0944-0. R. Valenzuela (ed.). In-
tech. Rijeka, Croacia. (2013).
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953-51-1207-5. Romanowski V. and Garcia M. (Eds.), Intech. Rijeka,
Croatia. (2013).
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(F. Sobrino: corresponding author). An increase in acid resistance of
foot-and-mouth disease virus capsid is mediated by a tyrosine subs-
titution of the VP2 histidine previously associated with VPO cleavage.
J. Virol. 88, 3039-3042. (2014).

F. Sobrino. Sin ciencia no hay futuro. Revista de la Sociedad Espafio-
la de Virologia. 16, 3-5 (2013).

Protection against Rift Valley fever virus infection in mice upon adminis-
tration of interferon-inducing RNA transcripts from the FMDV genome
Antiviral. Lorenzo, G., Rodriguez-Pulido, M., Lépez-Gil, E., Sobrino,
F., Borrego, B., Saiz, M. and Brun, A. Antiviral Res. 109, 64-67 (2014).

The Composition of West Nile virus Lipid Envelope Unveils a Role
of Sphingolipid Metabolism on Flavivirus Biogenesis. Martin-Acebes,
M.A., Merino-Ramos, T., Blazquez, A-B., Casas, J., Escribano-Ro-
mero, E., Sobrino, F. and Saiz, J.C. J. Virol. 88(20), 12041-54 (2014).

Protection of a Single Dose West Nile Virus Recombinant Subviral Par-
ticle Vaccine against Lineage 1 or 2 Strains and Analysis of the Cross-
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no-Ramos, T., Escribano-Romero,E., Canas,R., Pérez, P., Mateu, M-G.
Sobrino, F. and Saiz, J.C. PLoS ONE 9(9):e108056. (2014).
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se virus 3A protein. Gonzalez-Magaldi, M., Martin-Acebes, M., Kre-
mer, L. and Sobrino, F. PLoS ONE. 9(10): e106685. (2014).
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Viral Infections and Climate Change. pp.297-325. ISBN 978-1-118-
29787-2. S.K. Singh (ed.). John Wiley & Sons (2014).
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Resumen de investigacion

Durante estos dos ultimos afios hemos continuado estudiando como la estructura del mRNA afecta a la iniciacion de
la traduccién, empleando sobre todo modelos de mMRNA viral, y combinando técnicas estructurales, genéticas y bioin-
formaticas. Hemos descrito molecularmente como la estructura del mRNA (DLP) de Alphavirus encalla en una regién
del ribosoma 40S durante la iniciacion, permitiendo que el codon de iniciacion se sitle en el sitio P del ribosoma de
un modo independiente de elF2. De este modo, estos virus son capaces de traducir de una manera independiente de
elF2, un aspecto relevante en la interaccion virus-hospedador que puede tener importantes implicaciones en evolucion
viral. En este sentido, estamos desarrollando un programa de evolucién virtual que genera estructuras de RNA del tipo
DLP mediante evolucién molecular, y que cuya capacidad predictiva estamos evaluando mediante comparacion con
datos reales de evolucion de Alphavirus en células de cultivo.

Nuestros datos indican que estos mRNAs virales, y probablemente el resto de mRNAs celulares, penetran en el ri-
bosoma atravesando la region ES6S antes de alcanzar el canal donde se descodifica el mensaje. Precisamente en
esta region hemos detectado a la principal RNA helicasa del complejo (elF4A), lo que sugiere que la region E6SS del
ribosoma 40S expuesta al solvente constituye el sitio de entrada y desenrollamiento del mRNA durante el proceso de
scanning. En la actualidad estamos evaluando el papel de esta regién en la traduccion in vivo.

Nuestro interés ultimo es conocer la contribucion de la topologia del ribosoma, la estructura del mMRNA y el papel de
algunos factores de iniciacion alternativos de la célula (elFA 'y elF2D) en el proceso de traduccion global y especifico
de mensaje, sobre todo durante la respuesta al estrés. En este sentido, nuestro grupo a promovido, junto a otros gru-
pos del CBMSO, la creacion de un consorcio cientifico (Stress_Lab) que persigue abordar estas cuestiones desde un
punto de vista global e integrado.

Figura 1. Modelo para la iniciacion de la traduccion del
mRNA de Alphavirus. EIl mMRNA penetra en el ribosoma
40S a través de la region ES6S, de modo que la estruc-
tura secundaria en el mMRNA (DLP) es lo suficientemente
estable como para encallar en esta regién, trabando el
avance del ribosoma y posicionando el AUGI en el sitio P.
Segun este modelo, el complejo elF4F (4E en verde, 4G
en azul y 4A en rojo) se situaria en esta region. Una vez
que el complejo de iniciacion 48S se establece, la entrada
de la subnidad 60S induce cambios conformacionales en
la regién ES6S que permiten la eyeccion de la estructura
DLPy el inicio de la etapa de elongacion.

“elassieal” mENA entry chassel

Figure 1. A model for translation initiation of Alphaviral

mRNA. The mRNA penetrates the 40S ribosome through

- the ES6S region, so that the secondary structure of mRNA

mRNA eniry (DLP) is stable enough to get trapped in this region. This

scanning (438) DLP-mediated stalling (485) 808 Iocks_ t_he advanc_e of 40S r_ibosome_ so as to place the

AUGi in the P site. According to this model, the elF4F

complex (4E in green, 4G in blue and 4A in red) would be

acting on this region. Once the 48S is formed, the joining

of 60S subunit triggers conformational changes in ES6S
that promote DLP ejection and 80S assembly.
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Research summary

In the last two years, we have continued to study how the mRNA structure is regulating translation initiation using viral
mRNAs as models, and by combining structural, genetic and bioinformatic approaches. We recently found that mRNA
structure (DLP) of Alphavirus becomes trapped in the solvent side of 40S ribosome during translation initiation, an
event that allows the placement of AUG codon in the P site of ribosome in an elF2-independent manner. Thus, these
viruses can efficiently translate their mRNAs in the presence of phosphorylated elF2, an important aspect of virus-host
interaction with implications in viral evolution and adaptation. In this regard, we are developing a computer programme
able to create and select new variants of RNA sequences that fold giving raise DLP-like structures. The predictive
power of this programme will be tested by comparing the virtual data with those from real evolution experiments of
Alphaviruses in cultured cells.

Our data show that these viral mRNAs, and probably the rest of host mMRNAS, penetrate the 40S ribosome by passing
through the ES6S region of solvent side before reaching the mRNA channel. In this region, we have detected the
presence of main helicase of 48S complex (elF4A), suggesting that the ES6S region is the gateway and the first region
involved in the unwinding of mRNA.

Our goal is to understand the role that 40S ribosome topology, mRNA structure and some initiation factors (elF2A
and elF2D) are playing in the control of protein synthesis at both global and message-specific levels. Thus, our
group is promoting a joint venture with other labs at the CBMSO (Stress_lab) aimed to address these topics in an
integrated way.
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DESARROLLO Y DIFERENCIACION /DEVELOPMENT AND DIFFERENTIATION

Funcidn de las rutas de senalizacion Intercelulares en el control
de la proliferacion celular y la regeneracion

Function of signalling pathways in the control of cell proliferation
and organ regeneration

Jefe de Linea / Group Leader: Estudiantes /

Antonio Baonza Cuenca Undergraduate Students:
Javier Barrio Pérez

Personal Cientifico / Sara Ahmed de Prado

Scientific Staff: Valentina Piras

Antonio Garcia-Bellido
(Ad Honorem)

Becarios Predoctorales /
Graduate Students:

Sandra Diaz Garcia

Irene Andrade Zapata

Sergio Benjamin Velarde Rangel

Resumen de investigacién

Uno de los procesos fundamentales en el control del crecimiento de un tejido es la regulacion de la proliferacion ce-
lular a través de sefiales intercelulares. La funcion de estas rutas es fundamental para el control de la proliferacion
celular durante el desarrollo normal , mientras que la alteracién de su funcion puede dar lugar al desarrollo de distintos
tumores. Uno de nuestros objetivos es identificar los mecanismos por el cuales dos de las vias de sefalizacion mas
implicados en el desarrollo de tumores, y en el control del crecimiento, las vias de Notch y EGFR, regulan la mitosis y
la proliferacion celular. Para ello, utilizamos como modelo bioldgico los discos imaginales de Drosophila. Hay muchos
precedentes que demuestran la utilidad de usar Drosophila cémo un organismo modelo para establecer los detalles
mecanisticos de distintos procesos celulares que pueden ser extrapolados a otros organismos.

Otro de los proyectos del laboratorio es entender cémo un organismo puede reemplazar 6rganos o partes de sus
cuerpos eliminados o dafados. Esta capacidad, conocida como regeneracion, se conserva entre diferentes phyla, in-
cluyendo Drosophila. i Por qué la regeneracion tiene lugar en algunos animales, pero no en otros? ; Por qué el mismo
érgano tiene diferente capacidad regenerativa a lo largo del desarrollo? Estan son algunas cuestiones aun sin resolver.
Para responder a algunas de estas preguntas es necesario obtener una mejor comprension de los procesos genéticos
y celulares que operan durante la regeneracion. La importancia del estudio de la regeneracion no sélo radica en el
descubrimiento de los mecanismos que regulan este proceso, sino también en las posibles aplicaciones terapéuticas
en medicina regenerativa que se puedan derivar de estos estudios. Para profundizar en los mecanismos genéticos im-
plicados en la regeneracion de extremidades y los ojos utilizamos Drosophila melanogaster como modelo biolégico.

Figura 1. Disco imaginal sobrecrecido como consecuencia
de la expresion de una forma activada de Moesina.

Figure 1. Overgrowth of an imaginal wing discs caused by
the ectopic expression of an activated form of Moesin.
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Research summary

One of the principal aspects of tissue growth is the regulation of cell proliferation by intercellular signals. Since it
is well established that control of cell proliferation during development depends on these signals, and that their
disruption underlies a large proportion of human tumours, it is fundamental to understand the mechanisms through
which intercellular signal control cell cycle and cell proliferation. One of our goals is to identify the mechanism by
which two of the signalling pathways most implicated in cancer and growth control, the Notch and EGFR pathways,
regulate mitosis and cell proliferation. To this end we use an especially powerful and amenable genetic system —
the developing drosophila imaginal discs. There are many important precedents to demonstrate the utility of using
Drosophila as a model organism in which mechanistic details of cellular control processes can be established and
then translated into other organisms.

Other of the project of the lab is to understand how an organism can replace missing organs or portions of their
bodies after injuries. This capacity, known as regeneration, is conserved among different phyla, including Drosophila.
Why does regeneration take place in some animals but not in others? Why does the same organ have different
regenerative capacity in different developmental times? These are unresolved issues, and for answering some of
these questions is necessary to gain a better understanding of the genetic and cellular processes that operate during
regeneration. The importance of the study of regeneration lies not only in discovering the mechanisms that regulate
this process, but also for potential therapeutic applications in regenerative medicine. To gain insights into the genetic
mechanisms involve in limb and eye regeneration we use Drosophila melanogaster as a biological model.

Publicaciones / Publications Tesis doctorales / Doctoral theses
Andrade-Zapata |, Baonza A. (2014) The bHLH factors extramacro- Beatriz Pérez San Juan (2013). Titulo : Papel de la serina/treoni-
chaetae and daughterless control cell cycle in Drosophila imaginal na Quinasa altered disjunction (ald) en la regulacién de la integridad
discs through the transcripcional regulation of the Cdc25 phosphatase epitelial y progresion tumoral. Universidad Auténoma de Madrid. Di-
string. PLoS Genet. Mar 20;10(3):e1004233. rector Antonio Baonza.

Sandra Diaz Garcia (2013). Titulo : Analisis del proceso de regene-
racion in situ en los discos imaginales de Drosophila melanogaster.
Universidad Auténoma de Madrid. Director Antonio Baonza.

Diaz-Garcia S, Baonza A. (2013) Pattern occurs independently of cell
division during Drosophila wing disc regeneration is situ. Proc Natl
Acad Sci U S A. 110(32):13032-7.
Irene Andrade Zapata (2014). Titulo : Funcién de las proteinas de la
familia bHLH Daughterless y Extramacrochaetae en el control de la
proliferacion y el ciclo celular de Drosophila melanogaster. Universi-
dad Auténoma de Madrid. Director Antonio Baonza.
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Marcos Cardozo Ruiz
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Resumen de investigacién Francisco Javier Nieto Lépez Malte Lehemann

Nuestro grupo investiga los mecanismos que controlan el desarrollo del sistema nervioso de los vertebrados, cen-
trandose principalmente en el sistema visual y en aquellos aspectos que puedan ayudar a determinar las causas de
malformaciones congénitas neurales o que estan relacionadas con la patogénesis de enfermedades del Sistema Ner-
vioso. Partiendo del concepto que la morfogénesis y la especificacion celular durante la embriogénesis son procesos
altamente coordinados, en este periodo hemos elucidado parte de las redes génicas que regulan la regionalizacion del
prosencéfalo asi como su relacion con procesos de cohesion celular mediados por via de sefializacién, como aquellas
activadas por Wnt o Efrinas. Para estos estudios hemos utilizando el pez cebra y medaka como modelos experimen-
tales. Hemos también contribuido a identificar la funciéon de algunos miRNA en el desarrollo del sistema visual, y a
desarrollar un modelo en pez medaka para el estudio de MLS (microphthalmia with skin lesions), estableciendo un
mecanismo molecular para esta enfermedad rara. Ademas, hemos demostrado una nueva funcién para Boc y Cdon,
dos moléculas de adhesién capaces de unir el morfogeno Shh. Nuestros estudios indican que durante el desarrollo
ocular, Boc y Cdon se localizan predominantemente en la parte basal del neuroepitelio, el que correlaciona con una
mayor extension del pie basal y su enriquecimiento en extensiones tipo filopodios. En su localizacion basal, Boc y
Cdon, actian como “ Shh decoy receptors”, contribuyendo asi a limitar la funcion de este morfégeno. Por otro lado, en
un proyecto en colaboracion con otros miembros del CIBERER hemos contribuido a esclarecer las bases moleculares
de la Enfermedad de Lafora, una enfermedad rara que lleva a neurodegeneracion. También en relacion a mecanismos
patogénicos, hemos demostrado que niveles elevados de RRas2, un miembro de la super-familia de GTPasas de bajo
peso molecular, correlacionan con la formacion de tumores cerebrales en humanos.

Figura 1. Vias visuales de ratéon marcadas con trazadores fluores- Figura 2. Visién dorsal de un embrién de pez cebra inmunotefiido con
centes: tracto 6ptico (abajo), coliculo superior (arriba). anticuerpos contra Shh (rojo) y el factor de transcripcion pax2 (verde).

Figure 1. Mouse visual pathway highlighted with fluorescent Figure 2. Dorsal view of a zebrafish embryo immunostained with antibo-
tracers: optic tract (bottom); superior colliculus (top) dies against the morphogen Sonic hedegehog (red) and the transcription

factor pax2 (green).
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Research summary

Our group investigates the 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 neural malformations or those related to the onset of neurological diseases. On the basis of the idea that
morphogenesis and tissue patterning are highly coordinated events, during this period we have elucidated part of the
gene requlatory networks involved in the subdivision of the forebrain and their relationship with cell cohesion events
mediated by signalling pathways, such as those activated by Wnt ligands or Ephs/Ephrins. For these studies we took
advantage mostly of zebrafish and medaka fish as experimental models. We have also contributed to identify the role
of a few miRNA in eye development and to develop a model in medaka fish for MLS (microphthalmia with skin lesions),
pinpointing to the molecular mechanism underlying this rare hereditary disease. Furthermore, we have identified a new
role for Boc and Cdon, two cell adhesion molecules that bind the morphogen Shh. During eye development these two
molecules are mostly localised to the basal end-foot of neuroepithelial cells favouring the enlargement of the basal
side and the formation/stabilization of filopodial-like processes. In the basal-end-foot, Cdon and Boc act as Shh decoy
receptors, limiting the effects of this morphogen. On another side, we have collaborated with other members of the
CIBERER, to elucidate the molecular basis of Lafora Disease, a rare and neurodegenerative disease. Still related with
pathogenic mechanisms, we have demonstrated that elevated levels of RRas2, a member of the low molecular weight

GTPase superfamily, correlate with the development of brain tumours in humans.

Publicaciones / Publications

Beccari L., Marco-Ferreres, R and Bovolenta P. (2013) The logic of
Gene Regulatory Networks in early vertebrate forebrain patterning.
Mech. Dev. 130, 95-111. (cover caption article).

Indrieri, A., Conte, I., Chesi, GC, Quartararo, J., Cermola M, Tate, R.,
Ghezzi, D., Zeviani M, Goffrini, P., Ferrero, |., Bovolenta, P., and Fran-
co, B. (2013) The impairment of HCCS leads to MLS syndrome by
activating a non-canonical cell death pathway in the brain and eyes.
EMBO Mol Med. 5, 280-293. (cover caption article).

Ferri A., Favaro R.*, Beccari L*, Bertolini J., Tosetti V., Verzeroli C.,
Nieto-Lopez, F., Mercurio S., La Regina, F., Ottolenghi S., Bovolenta P.
and Nicolis, S.K. (2013) Sox2 is required for embryonic development of
the ventral telencephalon through the activation of the ventral determi-
nants Nkx2.1 and Shh. Development 140, 1250-1261.

Conte |. Banfi S and Bovolenta P. (2013) Noncoding RNAs in the de-
velopment of sensory organs and related diseases. Cell. Mol. Life Sci.
70:4141-4155.

Sanchez-Arrones, L.*, Nieto-Lopez, F.*, Sanchez-Camacho, C, Carre-
res MI, Herrera, E, Okada, A Bovolenta, P. (2013) Shh/Boc signaling
is required for sustained generation of ipsilateral-projecting ganglion
cells in the mouse retina. J. Neurosci. 33, 8596-607 (Featured article).

Gutierrez-Erlandsson S, Herrero-Vidal P, Fernandez-Alfara M, Hernan-
dez-Garcia S, Gonzalo-Flores S, Mudarra-Rubio A, Fresno M, Cubelos
B. (2013) R-RAS2 overexpression in tumors of the human central ner-
vous system. Mol. Cancer 23,127-.

Gayarre J*, Duran-Trio, L.*, Criado Garcia O.*, Aguado C, Juana-Lo-
pez L., Crespo I., Knecht E., Bovolenta P. and Rodriguez de Cérdoba
S. (2014) The glycogen phosphatase activity of laforin is dispensable
to rescue the Lafora disease phenotype of Epm2a’ mice. Brain 137,
806-18. (Comment in Brain 137, 646-648).

Conte |, Merella S., Garcia Manteiga JM, Migliore C., Lazarevic D.,
Carrella S, Marco-Ferreres R., Avellino R., Emmett W., Sanges R,
Bockett N., Van Heel D., Meroni G., Bovolenta P., Banfi S., Stupka E.
(2014) The combination of transcriptomics and informatics identifies
pathways targeted by miR-204 during neurogenesis and axon guidan-
ce. Nuc. Acid Res. 42, 7793-806.

Cardozo M., Sanchez-Arrones L., Sandonis A., Sanchez-Camacho C.,
Gestri G., Wilson SW, Guerrero, I. and Bovolenta P. (2014) Cdon acts
as a Hedgehog decoy receptor during proximal-distal patterning of the
optic vesicle. Nature Comm. 5:4272. doi: 10.1038/ncomms5272. (Se-
lected in The Faculty of 1000).

Cavodeassi F (2014). Adhesive/repulsive codes in vertebrate forebrain
morphogenesis. Symmetry 6, 704-721.

Cavodeassi F (2014). Integration of anterior neural plate patterning and
morphogenesis by the Wnt signaling pathway. Dev Neurobiol 74, 759-771.

Cavodeassi F and Bovolenta P. (2014) New functions for old genes:
Pax6 and Mitf in eye pigment biogenesis. Pigment Cell & Melanoma
Res. 27, 1005-1007.

Bovolenta, P., Gorny, A., Esteve P. and Steinbeisser, H. (2014). Se-
creted Wnt inhibitors or modulators. Chapter 13 in “Wnt Signaling
in Development and Disease: Molecular Mechanisms and Biological
Functions. Stefan Hoppler and Randall T Moon, Editors.

Cavodeassi F*, lvanovitch K and Wilson SW (2013). Eph/Ephrin signa-
lling maintains the segregation of eye field cells from adjacent neural
plate territories during forebrain morphogenesis. Development 140,
4193-4202. *Corresponding author.

Ivanovitch K, Cavodeassi F* and Wilson SW* (2013). Precocious acqui-
sition of neuroepithelial character in the eye field underlies the onset
of eye morphogenesis. Dev Cell 27, 293-305. *Corresponding author.

Otras actividades / Other activities

Nuestro grupo pertenece a Centro de Investigacién Biomédica en
Red de Enfermedades Raras (CIBERER).

Our group belongs to the Centro de Investigacién Biomédica en
Red de Enfermedades Raras (CIBERER)

Organizacion del “8th European zebrafish meeting” (Barcelona, 9-13
de Julio de 2013).

Organization of the «gth European Zebrafish Meeting” (Barcelona,
9-13 July, 2013).

Organizacion del Simposio Internacional Fundacién Ramoén Areces:
Building up the brain: new interdisciplinary perspectives to unders-
tand and treat brain diseases. Madrid, 15-17 de Octubre, 2013.

Organization of the International Symposium Fundaciéon Ramén Are-
ces “Building up the brain: new interdisciplinary perspectives toun-

derstand and treat brain diseases” (Madrid 15-17 October, 2013).

Organizacion de la Jornada “From Development to Disease: conge-
nital malformations of the eye and their impact on visual function”.
CIBERER y CBMSO, Madrid, 28 de Abril, 2014.

Organization of the Symposium “From development to disease:
congenital malformations of the eye and their impact on visual
function” CIBERER and CBMSO, Madrid 29th April, 2014

Organizacion local del X Congreso de la Sociedad Espafiola de Bio-
logia del Desarrollo. Madrid, 13-15 de Octubre de 2014).

Local Organization of the xth Meeting of the Spanish Society of De-
velopmental Biology (Madrid, 13-15 October, 2014).

Organizacion del Workshop: Current Trends in Biomedicine: Protea-
ses at work: cues for understanding neural development and neuro-
degeneration. Baeza, 20-22 de Octubre, 2014.

Organization of the Workshop Current Trends in Biomedicine “Pro-
teases at work: cues or understanding neural development and neu-
rodegeneration” (Baeza, 20-22 October 2014).

Participacion en actividades de difusiéon cientifica (Semana de la
ciencia 2013-2014 y Finde cientifico 2014).

Participation in science outreach activities (Semana de la Ciencia
2013-2014 and “Finde Cientifico 2014”).

Articulo de divulgacién: Investigar entre todos: Hacia la identificacion
de factores que podrian contribuir a la recuperacién funcional de la
Retinitis Pigmentosa. 2013. Vision, 42, 12-16.

Science communication article: “Investigar entre todos: hacia la iden-
tificacion de factores que podrian contribuir a la recuperacién funcio-
nal de la Retinitis Pigmentosa”. 2013. Visién, 42, 12-16.

Tesis doctorales / Doctoral theses

Marcos Cardozo (2013). The Shh binding protein Cdon is required
for patterning and morphogenesis of the vertebrate eye. UAM. Paola
Bovolenta Nicolao.
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Epigenetic regulation of gene expression during Drosophila
development
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Undergraduate Students:
Carolina Simoes da Silva Pereira
Chidiebere Uzodinma Awah
Carlos Molina Bengochea

Julia Diaz Diaz

Raquel Alvarez Ocafa

Resumen de investigacién

La investigacion que se realiza en mi laboratorio esta enfocada en el estudio de la regulacion 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 patoldgico de los organismos.

Un estado transcripcional génico se establece bien activo o reprimido dependiendo del contexto celular, del proceso
bioldgico 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 funcién de los microRNAs vy la relevancia de los niveles de expresion y/o de la actividad de
las proteinas PcG/trxG en el desarrollo normal y patoldgico. 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. La proliferacién inducida por Dp53 es dependiente de los
niveles de expresion de Notch. a-f discos imaginales de ala de los
genotipos que se indica tefiidos con TO-PRO-3. La proliferacién de
los discos imaginales no se afecta por la ausencia de una dosis del
gen Notch (b) ni la presencia de una dosis extra de Notch (c) cuando
se compara con wt (a). Sin embargo, la ausencia de una dosis de
Notch (e) o la presencia de una dosis extra de Notch influye en la
proliferacion inducida por los altos nicles de Dp53 (c).

Dp{1;3)DC108/

Figure 1. Dp53-induced proliferation is dependent on Notch levels
of expression. a-f wing imaginal discs of the genotypes indicated
stained with TO-PRO-3. The proliferation of the wing imaginal cells
is not affected by the absence of one dose of Notch gene (b) or by
the presence of an extra-dose of Notch (c) when compared to wt (a).
However, the absence of one dose of Notch (e) or the presence of
an extra-dose of Notch dramatically affect the proliferation induced
by high levels of Dp53 (c).
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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/trxG 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/
trxG 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
organismes, 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.

Publicaciones / Publications Tesis doctorales / Doctoral theses

Fereres, S., Simon, R., Mohd-Sarip, A., Verrijzer, CP., Busturia, A
(2014) dRYBP counteracts chromatin-dependent activation and re-
pression of transcription. PLoS One Nov 21;9(11):e113255.

Aparicio, R, Simoes da Silva, C., Busturia A (2014) The microRNA
mir-7 contributes to the control of Drosophila wing growth. Develop-
mental Dynamics. Jan;244(1):21-30.

Simon, R., Aparicio, R., Houdsen, B., Bray, S., Busturia, A (2014) Dro-
sophila p53 controls Notch expression and balances apoptosis and
proliferation. Apoptosis 19 (10) 1430-43.

Fereres,S., Simon, R, Busturia, A (2013) A novel dRYBP-SCF com-
plex functions to inhibit apoptosis in Drosophila. Apoptosis 18, (12)
1500 -1512.

Aparicio, R., Neyen,C., Lemaitre, B., Busturia, A. (2013) dRYBP contri-
butes to the negative regulation of Drosophila IMD pathway. PLoS One
Apr 15:8 (4): €62052.

Rocio Simén Sacristan (2013). PhD Thesis. Funcion de las pro-
teinas Polycomb/trithorax y Dp53 en la regulacién de la expression
génica de Drosophila. PhD Thesis. Universidad Auténoma de Madrid,
Spain. Supervisor: Ana Busturia.

Sol Fereres Rapoport (2014). PhD Thesis. dRYBP transcription-
dependent and transcription-independent functions in Drosophila
melanogaster.Universidad Auténoma de Madrid, Spain. Supervisor:
Ana Busturia.
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(Hasta septiembre 2013)

Resumen de investigacion

La organogénesis conlleva la especificacion dentro de los campos morfogéneticos (tales como son los discos ima-
ginales de Drosophila) de territorios capaces de adquirir diferentes destinos y en los cuales se establecen patrones
caracteristicos de elementos morfolégicos. La especificacion territorial y la formacion de patrones estan acopladas
a un control muy estricto de la proliferacion celular. Hemos identificado dos nuevos reguladores de la proliferacion
celular en Drosophila: las homeoproteinas del complejo Iroquois y la proteina quinasa aPKC y estamos analizando su
mecanismo de accion.

Las proteinas Iroquois restringen la proliferacion celular (Figuras 1 y 2) por un mecanismo independiente de la regu-
lacion transcripcional. Hemos determinado que la interaccion fisica de la proteina Iroquois Caupolican con complejos
proteicos que contienen Ciclina E, principalmente a través de su dominio Iro-Box, reduce la actividad del complejo
Ciclina E/Cdk2 ralentizando el paso de G1 a S en el ciclo celular. Las proteinas Iroquois (Irx en vertebrados) desem-
pefian un papel clave, evolutivamente conservado, en la especificacion territorial. Nuestros resultados indican que,
ademas, son capaces de regular el tamafo de los territorios que especifican y sugieren un mecanismo molecular para
la funcion de los genes Irx como genes supresores de tumores.

Hemos observado que la sobre-expresion de una forma constitutivamente activa de aPKC incrementa la proliferacion
celular en los discos imaginales, en parte por desregulacion de las vias de sefializacion de Hippo y de Notch. Estamos
analizando hasta que punto la falta de polaridad apico-basal asociada a la pérdida o ganancia de funcién de aPKC,
su papel en el trafico intracelular y/o su actividad como proteina quinasa, contribuyen a la desregulacion de esta vias.

Hemos llevado a cabo, ademas, un analisis estructura-funcion de la cadherina atipica Dachsous, un regulador de la
actividad de numerosas vias de sefalizacion entre ellas la de Hippo.
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ALK G Figure 1. Loss-of-function of Iroquois complex
genes causes overgrowth of the dorsal part of the
eye (A, B), due to increased cell proliferation (C-E).

2C 4C
DNA content

98



CBMSO 2013-2014

Research summary

Organogenesis entails the specification within the developmental fields (such as the Drosophila imaginal discs) of
territories with the ability to acquire different fates and that display characteristics patterns of morphological elements.
Territorial specification and pattern formation are coupled to a strict control of cell proliferation. We have identified two
novel regulators of cell proliferation in Drosophila: the homeoproteins of the Iroquois complex and the protein kinase
aPKC and we are analyzing their mechanisms of action.

Iroquois proteins restrict cell proliferation (Figures 1 and 2) by a mechanism independent of transcriptional regulation.
We have determined that the physical interaction of the Iroquois protein Caupolican with Cyclin E-containing complexes,
mainly through its Iro-Box, reduces the activity of the Cyclin E /Cdk2 complex slowing-down the G1 to S transition of the
cell cycle. Iroquois proteins (Irx in vertebrates) play a key role, evolutionarily conserved, role in territorial specification.
Our results indicate that, in addition, they are able to regulate the size of the territories they specify and provide a
molecular mechanism for the role of Iroquois/Irx genes as tumour suppressors.

Over expression of constitutively active aPKC increases cell proliferation in the imaginal discs, partly due to deregulation
of the Hippo and Notch signalling pathways. We are analyzing to what an extent the loss of apical-basal polarity
associated to the loss or gain-of-function of aPKC, its role in intracellular traffic and/or its protein kinase activity
contribute to the deregulation of these signalling pathways

Furthermore, we have carried out a structure-function analysis of the atypical Cadherin Dachsous, a regulator of the
activity of many signalling pathways, Hippo among them.

Tesis doctorales / Doctoral theses

Alvaro Roman Fernandez (2014). Control de la proliferacion celular
y de la arquitectura tisular por el oncogén aPKC en los epitelios de
Drosophila melanogaster. Universidad Auténoma de Madrid. Directo-
ra: Sonsoles Campuzano Corrales.

Eva Revilla Yates (2014). Andlisis molecular y functional de dachsous
durante el desarrollo larvario de Drosophila melanogaster. Universidad
Auténoma de Madrid. Directora: Isabel Rodriguez Enriquez
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Figura 2. La sobre expresién de cualquier proteina Iroquois en el disco imaginal de
ala ralentiza la division celular (A-B’, D) y disminuye el tamafio del ala (E, F). Estos
efectos se contrarrestan por la co-expresion de Ciclina E (C-D, G).

Figure 2. Over expression of any of the Iroquois proteins in the wing imaginal disc
slows down cell proliferation (A-B’, D) and reduces the size of the wing (E, F). The-
se effects are counteracted by Cyclin E co-expression (C-D, G).
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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 utilizar este tejido epitelial para entender la estructura, componentes, contribucion e interacciones de diferentes
rutas de sefializacion celular. Nuestra aproximacion experimental incluye busquedas genéticas utilizando técnicas de ARN-
interferente, andlisis genético de condiciones de falta y ganancia de funcion de los genes de interés, estudios inmunocito-
quimicos para conocer la expresion de estos genes asi como describir los parametros celulares de proliferacion, viabilidad
y dominios de sefalizacién en condiciones mutantes. También utilizamos técnicas Bioquimicas y de Biologia Molecular
para identificar interacciones moleculares entre las proteinas de interés y estudiar la estructura de regiones reguladoras.
Nuestros estudios han permitido definir nuevos componentes de las rutas de sefializacion de Notch, Insulina, Hedgehog y
EGFR, asi como identificar funciones y genes diana de la ruta de sefalizacion TGFp y del factor de transcripcion Spalt. El
andlisis llevado a cabo en Drosophila permitira el estudio de estos genes en otros organismos donde sus funciones estan
relacionadas con el desarrollo normal y con la aparicion de enfermedades de origen genético.

Nuestra linea incluye también a dos contratados del programa Ramén y Cajal, Dr. Carlos Estella y Dra. Cristina Gran-
de, que disfrutan de proyectos independientes y cuyas lineas de investigacion consisten en el estudio de los procesos
morfogenéticos que controlan el desarrollo de los apéndices y la regulacion de la expresion génica durante la forma-
cion del ala de Drosophila (Dr. Carlos Estella), y el estudio de la definicion de los ejes y asimetrias corporales y de los
mecanismos que las generan (Dra. Cristina Grande).

Pathway activation Pathway inhibition Pathway activation Pathway inhibition

Figura 1. Fenotipo de alas en las que se ha manipulado
la actividad de las rutas de sefalizacién Insulina (InR/Tor),
Notch (Notch), Hedgehog (Hh), Epidermal growth factor
receptor (EGFR), Wingless (Wg), BMP (dpp/BMP), Trans-
forming growth factor B (TGF-B) y Salvador/Warts/Hippo
(Hippo), bien por activacién (“Pathway activation”) o por
inhibicion (“Pathway inhibition”).

Figure 1. Wing phenotypes resulting from manipulations in
the activity of the Insulin (InR/Tor), Notch (Notch), Hedgehog
(Hh), Epidermal growth factor receptor (EGFR), Wingless
(Wg), BMP (dpp/BMP), Transforming growth factor f3
(TGF-p) and Salvador/Warts/Hippo (Hippo) signalling
pathways, either by activation (“Pathway activation”) or by
inhibition (“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. We use this epithelial tissue to understand
the structure, components, contribution and interactions of different signalling pathways. Our experimental approach
includes genetic screening using RNAi techniques, genetic analysis of loss- and gain-of-function conditions in the genes
of interest and inmunohistochemical studies to describe the expression of these genes and the cellular parameters of
proliferation, viability and spatial domains of signalling in mutant conditions. We also use biochemical and molecular
biology techniques to identify molecular interactions among the proteins of interest and to study the structure of their
regulatory regions. Our work has allowed us to identify and to characterise novel components of the Notch, Insulin,
Hedgehog and EGFR/Ras signalling pathways, as well as to identify the functions and transcriptional targets of the
TGFp pathway and the transcription factor 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 to 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 the study of the morphogenetic processes controlling appendage development and
the regulation of gene expression during wing development (Dr. Carlos Estella) and the study of the definition and
generation of corporal axes and asymmetries in the body plan (Dra. Cristina Grande).
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regulate cell proliferation, survival and epithelial integrity downstream
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signalling during Drosophila wing development and its interactions
with the BMP pathway. Dev. Biol. 377. 138-153.

de Celis, J. F., Garcia-Bellido, A. (2013). Imaginal discs. Brenner’s
Encyclopedia of Genetics 2e, Chapter 769, p 19-23. B978-0-12-
374984-0.00769-5.

de Celis, J. F. (2013). Understanding the determinants of Notch inte-
ractions with its ligands. Sci Signal. 6, pe.19.

Biol. 58. 521-532.

Kenny NJ, Namigai EK, Dearden PK, Hui JH, Grande C, Shimeld
SM. (2014) The Lophotrochozoan TGF- signalling cassette - diver-
sification and conservation in a key signalling pathway. Int J Dev Biol.
58. 533-549.

Osca D, Irisarri I, Todt C, Grande C, Zardoya R. (2014) The complete
mitochondrial genome of Scutopus ventrolineatus (Mollusca: Chaetoder-

momorpha) supports the Aculifera hypothesis. BMC Evol Biol. 14.197.
Molnar, C., de Celis J. F. (2013) Tay Bridge is a negative regulator of
EGFR signalling and interacts with Erk and Mkp3 in the Drosophila
melanogaster wing. PLoS Genet. 9:1003982.
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Coérdoba S, Estella C (2014) The bHLH-PAS transcription factor dys-
fusion regulates tarsal joint formation in response to Notch activity
during drosophila leg development. PLoS Genet. 10 e1004621.

Figura 2. (A-B) Expresion de Spalt en el disco de
ala (A, nucleos en rojo) y regién equivalente en el
ala adulta (sombreado verde en B). (C) Fenotipo de
alas mutantes para Spalt. (D-E’) Expresion de un
gen activado por Spalt (D-D’) y de un gen reprimido
por Spalt (E-E’) en discos imaginales de ala silves-
tres (D y E) y mutantes para spalt (D'y E’).

Figure 2. (A-B) Expression of Spalt in the wing disc
(A, red nuclei) and equivalent regién in the adult wing
(Green shadow in B). (C) Spalt mutant wing. (D-E’)
Expression of a gene activated by Spalt (D-D’) and
repressed by Spalt (E-E’) in wild type wing discs (D
and E) and in spalt mutant discs (D’ and E’).
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Resumen de investigacién

La comunicacion celular es un proceso clave durante el desarrollo; y su desregulacién es una de las causas mas
frecuentes de malformaciones, trastornos neurolégicos y el cancer. Durante la diferenciacion y crecimiento varias
moléculas de sefializacion funcionan como mensajeros entre las células. Algunas de estas moléculas actuan como
morfogenos. La distribucidon graduada de morfégenos y la capacidad de las células receptoras para responder especi-
ficamente a diferentes concentraciones de ligando tienen que ser procesos estrechamente regulados. Recientemente
se ha propuesto que la sefalizacién a larga distancia estd mediada por citonemas o filopodios especializados. Nuestra
hipétesis es que durante el desarrollo embrionario las células no neuronales intercambian proteinas sefalizadoras
mediante un contacto directo, de una forma similar a lo que sucede en los procesos sinapticos, facilitando asi la con-
centracion y la restriccion espacial de la sefial.

Para estudiar el papel de los citonemas en la sefializacion investigamos el gradiente de Hedgehog (Hh) en el disco
de ala y en la epidermis abdominal de Drosophila. Hemos demostrado que los citonemas se requieren para el esta-
blecimiento de su gradiente morfogenético, y que los exosomas son los portadores Hh en el transporte y la secrecion
mediada por citonemas (Figura 1). Para la liberacién de Hh en exosomas es necesario su reciclaje desde la membrana
apical a la basolateral en las células productoras (Figura 2).

Aunque los citonemas se han implicado principalmente en la comunicacion intercelular mediada por morfégenos, es
posible que proporcionen un mecanismo general para la comunicacion entre células en una amplia gama de procesos
morfogenéticos. Asi, hemos observado que durante el Cierre Dorsal (CD), un proceso morfogenético del embridn de
Drosophila que tiene similitudes con los procesos de cicatrizacion, las células epiteliales forman este tipo de exten-
siones. El grupo de Nicole Gorfinkiel se enfoca en el estudio de la coordinacion celular durante este proceso, y en
particular en la posible funcién de los citonemas en esta coordinacion.

Figura 1. El gradiente de la sefalizacion de Hh se correlaciona con
la longitud y densidad de los citonemas a lo largo del eje anterior-
posterior. A) Muestra el gradiente de Hh en el disco imaginal de ala con
la expresion de lhog en las células del compartimeto posterior (rojo) y las
respuestas a Hh visualizado por la expresion de promotor de PTC::GFP
en las células del compartimento anterior (verde). B) El panel superior
muestra una fusion en Z de varios planos del mismo disco. El panel in-
ferior muestra los perfiles graficos, que representan las intensidades de
ol los pixeles verticalmente promediados del gradiente (curva verde) y los
¥ citonemas (curva roja). Las dos curvas disminuyen de una manera similar.
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Figure 1. Hh activity gradient correlates with the lenght and density
of cytonemes along the anterior-posterior axis. A) Hh gradient in the
wing imaginal disc by the expression of Ihog in the P compartment cells
anterior posterior (red) and the Hh responses by Ptc-promotor-trap::GFP (green) in the
A compartment cells. B) The top panel shows a merge of Hh activity
gradient (Ptc-promotor-trap::GFP) and cytonemes labeled with lhog-

Pixel intensities

'
[
1

- == AIP border RFP. The bottom panel shows profile plots, which depict the vertically

Short array of cytonemes. averaged pixel intensities along the horizontal axis of both gradient

- = = Longest cytonemes (green curve) and cytonemes (red curve). Both curves decline in a
similar way.
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Research summary

Cell-cell communication is a key event that occurs in a precise manner during normal development, and its misregulation
causes diseases such as cancer, malformations and neurological disorders. During the regulation of differentiation
and growth several signalling molecules function as messengers between cells. In some cases long-distance cell-cell
signal communication is essential, and some of these signal molecules acts as morphogens. The graded distribution
of morphogens and the ability of the receptor cells to respond specifically to different ligand concentrations have to be
tightly regulated processes. It has recently been proposed that cytonemes or specialized filopodia mediate long-distant
signalling. Our hypothesis is that during embryonic development non-neuronal cells exchange signalling proteins at sites
of direct contact as in synaptic processes, promoting concentration and spatial restriction of a signal.

To study the role of cytoneme-mediated signalling we investigated Hedgehog (Hh) gradient formation in the wing disc and the
abdominal epidermis of Drosophila. We have demonstrated that cytonemes are required for the establishment of a normal
Hh morphogen gradient and that exosomes are the Hh carriers in cytoneme-mediated transport and secretion (Figure 1). For
this release Hh has to recycle from the apical to the basolateral side of the epithelium (Figure 2).

Although cytonemes have been mostly implicated in the communication between cells mediated by morphogens,
it is possible that cytonemes provide a general mechanism for inter-cellular communication across a wide range of
morphogenetic processes. We have observed that during Dorsal Closure (DC), a morphogenetic process of the Drosophila
embryo akin to wound healing processes, epithelial cells develop cytoneme-like structures. The group of Nicole Gorfinkiel
studies how cells coordinate their activity during DC, with a particular focus on the role of cytonemes in this coordination.

Publicaciones / Publications Tesis doctorales / Doctoral theses
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Hh receiving cells Hh producing cells

Figura 2. Modelo para el procesamiento de Hh, el trafico, la liberacién y la
recepcion en las células del disco imaginal del ala de Drosophila. Represen-
taciones esquematicas de los pasos de la produccion, procesamiento, reciclaje
y recepcion de Hh. Estos pasos se enumeran desde una célula productora de
Hh (panel derecho) a una célula receptora (panel izquierdo). (1) Transcripcion,
procesamiento, modificacion lipidica y externalizacion apical de Hh; (2) La interna-
lizacion mediada por (3) dinamina y Rab 5; (4) el reciclaje mediado por Rab 4, 8,
11 para la formacion de los cuerpos multivesiculares; (5) la liberacion y transporte
mediada por citonemas. En este proceso varias moléculas se han identificado;
Disp, Dlp, lhog, Boi y Shf. (6) La recepcién esta mediada por citonemas y exove-
siculas. La recepcion se lleva a cabo por el contacto célula-célula entre las células
presentadoras y las receptoras de Hh de forma similar a un proceso sinaptico.
Ptc, Dlp, lhog, Boi se requieren para la recepcion. (7) La endocitosis del ligando
y el receptor. (8) La transduccién de sefales y la activacion de destino. (9) La
degradacion lisosomal.

Figure 2. Model for Hh processing, trafficking, release, and reception in the
Drosophila wing imaginal disc cells. In these schematic representations of a Hh
producing cell (right panel) and a Hh receiving cell (left panel), steps in Hh pro-
duction, processing, movement and reception are depicted and enumerated. (1) Hh
transcription, processing, lipid modifications and apical externalization; (2) internali-
zation mediated by (3) dynamin and Rab 5; (4) recycling mediated by Rab 4, 8, 11
to form multivesicular bodies; (5) cytoneme-mediated release and transport. In this
process several molecules has been identified; Disp, Dip, Ihog, Boi and Shf. (6) The
reception is mediated by cytoneme and exovesicles. The reception takes place by
cell-cell contact between receiving and presenting cells similar to a synaptic process.
Ptc, Dip, lhog, Boi are required for reception. (7) Endocytosis of the ligand and the
receptor. (8) Signal transduction and target activation. (9) Lysosomal degradation.
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Resumen de investigacion

104

En nuestro laboratorio investigamos el desarrollo del sistema nervioso central (SNC) usando la mosca de la fruta (Dro-
sophila melanogaster) como modelo experimental (Figura 1).

Actualmente estamos interesados en dos aspectos del desarrollo del SNC: 1) Los mecanismos de especificacion
de tipos celulares en la neurogénesis embrionaria. Para ello nos hemos enfocado en dos conjuntos de neuronas
que se identifican por la expresion de los neuropéptidos Leucokinina y CCAP (Figura 2A). La pregunta subyacente
es entender como se genera el enorme numero de tipos celulares presentes en el SNC, a partir de un reducido
numero de células madre progenitoras (neuroblastos), y 2) Mecanismos que controlan la entrada en quiescencia de
los neuroblastos embrionarios. Mediante técnicas genéticas y de biologia celular y molecular queremos entender
como esta controlada genéticamente la entrada en quiescencia de los neuroblastos embrionarios (Figura 2B). En
otras palabras, como, por un lado, se evita que los neuroblastos sigan proliferando generando tumores y, por otro,
se procura su presencia en estadios posteriores de desarrollo para reactivar su proliferacion y asi dar lugar, en una
segunda neurogénesis, al SNC del adulto.

Figura 1. Sistema nervioso central de un embrién de Drosophila de estadio 17.

Figure 1. Drosophila CNS of an embryo of stage 17.
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Research summary

We investigate the development of the central nervous system (CNS) using the fruit fly (Drosophila melanogaster) as a
model system (Figure 1).

We are currently interested in two aspects of CNS development: 1) Mechanisms of cell fate specification in the
embryonic neurogenesis. For that, we have focused in two sets of neurons identified by the expression of the
neuropeptides Leucokinin and CCAP (Figure 2A). The underlying question is to understand how the fates of the
huge number of different cell types present in the CNS are generated from a small number of progenitor stem cells
(neuroblasts), and 2) Mechanisms controlling the entry into quiescence of the embryonic neuroblasts. We use genetics
and cell and molecular biology approaches to understand how, after a proliferative phase that gives rise to the larval
nervous system, the entry into quiescence of the embryonic neuroblasts is genetically controlled, (Figure 2B). In
other words, how the proliferation of the neuroblasts is controlled to prevent, in the one hand, tumorigenesis and, in

the other hand, to provide a reservoir of neural stem cells for the second neurogenesis, which occurs during larval
development and gives rise to the adult CNS.

Publicaciones / Publications Tesis doctorales / Doctoral theses
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Figura 2. (A) Esquema mostrando el patron de expresion de la Leucokinina (ver- o0 @wo
de) y la CCAP (rojo) en el SNC de una larva de primer estadio. (B) Neuroblastos (1] [ 1]
quiescentes (flechas) y proliferando (puntas de flechas) en el SNC de un em- [e]e o] (1]
brion de estadio 15 detectados por la expresion de Miranda. (1] o0
@0 o0
Figure 2. (A) Diagram showing the pattern of expression of Leucokinin (green) A7| @@ e
and CCAP (red) in the CNS of a first instar larva. (B) Quiescent (arrows) and pro-

liferative (arrowheads) neuroblasts in the CNS of an embryo of stage 15 detected
by the expression of Miranda.
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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 e 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 formacién 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 afos.

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. El reciclaje polarizado de proteinas SNARE
controla la endocitosis apical y la morfogénesis en el in-
testino. Una seccion transversal de un intestino larvario
18 dias después de la fertilizacion se muestra después de
tefiir para visualizar F-actina (rojo), E-cadherina (verde) y
los nucleos (azul).

Figure 1. Polarized SNARE recycling controls apical
endocytosis and morphogenesis in the intestine. A
transverse gut section of an 18 days post-fertilization
larva is shown after co-staining to visualize F-actin (red),
E-cadherin (green) and nuclei (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
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threads: extracellular signals in epithelial morphogenesis. Current
Opinion in Cell Biology, Oct;30:83-90.
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Methods for analysis of apical lumen trafficking using micropatterned
3D systems. (2013) Rodriguez-Fraticelli AE, Martin-Belmonte F. Me-
thods Cell Biol;118:105-23.
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Figura 2. El reciclaje polarizado de proteinas SNARE controla la endocitosis
apical y la morfogénesis en el intestino. Un plano sagital del intestino larvario 6
dias después de la fertilizacion se muestra después de la alimentacion forzada
de un marcador de dextrano fluorescente (magenta). Las células endociticas
estan marcadas con la proteina endosomal PLLP (verde).

Figure 2. Polarized SNARE recycling controls apical endocytosis and morpho-
genesis in the intestine. A sagital plane of the gut in a 6 days post-fertilization
larva is shown after force-feeding a fluorescently-labeled dextran (magenta). The
endocytosing cells are labeled with endosomal protein PLLP (green).
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Durante el periodo 2013-2014, el laboratorio ha estado involucrado en dos lineas de trabajo: 1) el estudio del fenome-
no de competicion celular en relacion con procesos apoptoticos y la formacion de tumores, y 2) analisis experimental
de la regeneracion en los discos imaginales.

Con respecto a competicion celular, hemos demostrado que funciona como un mecanismo de eliminacion de células
oncogénicas mediante apoptosis. Estamos estudiando los mecanismos que utilizan las células tumorales para evadir
el control de la competicion celular y desarrollar un tumor. Los resultados mas recientes (Ballesteros-Arias et al 2014),
indican que esto lo pueden conseguir mediante la formaciéon de un microambiente protector de 500-600 células. En
estas condiciones la competicion celular actua sobre las células en la periferia del tumor, pero al ser un mecanismo
que requiere interacciones de muy corto alcance las células en el centro del tumor estan protegidas, permitiendo asi
su desarrollo. En estas circunstancias la competicion celular revierte su papel y funciona como proceso pro-tumoral,
debido a las sefales proliferativas emitidas por las células tumorales en apoptosis del borde del tumor. Nuestro grupo
pretende identificar los factores involucrados en la estimulacion de la tumorogenesis por apoptosis. La conexion entre
apoptosis y crecimiento tumoral puede tener implicaciones clinicas relevantes.

La segunda linea de trabajo ha sido el estudio de los procesos de regeneracion en los discos imaginales. Estos
estudios permiten examinar los mecanismos de reprogramacion genética durante el proceso de reconstruccion de
estructuras dafiadas o eliminadas. Las publicaciones del grupo (Herrera et al 2013; Herrera and Morata, 2014) han
demostrado que durante la regeneracion el control epigenético de la identidad celular se colapsa, reconstruyéndose
mas tarde con células que han adquirido una nueva identidad por un mecanismo novedoso de sefializacién por células
vecinas. Durante los proximos afios planeamos realizar un estudio exhaustivo de la regeneracion, especialmente de
los procesos que conducen a la adquisicion de nuevas identidades celulares.

Figura 1. Disco imaginal de ala de Drosophila en cuyo compar-
timento posterior (verde) el gen cdk1, necesario para la divisién
celular, esta inactivo. La expresion de Fasciclina 3 (rojo) demarca
los contornos celulares. Se observa un incremento del tamarfio de
las células posteriores, posiblemente una respuesta reguladora
para mantener el tamafio del compartimento.

Figure 1. Drosophila wing imaginal disc in which the posterior
compartment (green) is defective for cdk1 function, necessary
for cell division. Fasciclin 3 staining (red) at the membranes
demarcates cell shape and size. There is a large increase in
size of posterior cells, possibly a regulatory response to maintain
overall size of the compartment.
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Research summary

During the 2013-2014 period the group has focussed on two major research lines: 1) the study of cell competition,
especially in relation with apoptosis and tumorigenesis, and 2) experimental analysis of regeneration in the
imaginal discs.

Regarding cell competition, we have shown that it functions as a tumour suppressor mechanism, inducing apoptosis
in oncogenic cells. We are presently analysing the mechanisms by which tumour cells may evade the control by cell
competition and proceed to develop a tumour. Recent results (Ballesteros-Arias et al 2014) indicate that they can evade
cell competition by forming a protective microenvironment of about 500-600 cells. In this situation, cell competition
induces apoptosis in the cells at the periphery of the tumour, but it being a short-range phenomenon, tumour cells in
the centre of the group are beyond its range and continue proliferating. Under these circumstances cell competition
reverses its normal anti-tumour role and functions as a tumour stimulating factor, due to the proliferative signals that
emanate from the tumour cells in apoptosis at the border of the tumour. We are presently trying to identify the factors
involved in the tumorigenesis by apoptotic cells. The connection between apoptosis and tumour growth may have
relevant clinical implications.

The second research line has been the analysis of regeneration in the imaginal discs; the overall aim is the study of
the genetic reprogramming mechanisms during the reconstruction of structures that have been damaged or eliminated.
Our recent publications (Herrera et al 2013; Herrera and Morata, 2014) have demonstrated that during regeneration
the epigenetic control of cell identities breaks down transiently, allowing for changes in the identity of the affected
cells, which reconstruct the missing organ. These cells become reprogrammed by a novel mechanism that requires
interactions with their neighbours. In forthcoming years we plan to carry out a comprehensible study of regeneration
of the different body parts of Drosophila, with special emphasis on the mechanism of acquisition of new cell identities.

Publicaciones / Publications

Herrera, S. Martin, R. and Morata. G. (2013) “Tissue homeostasis in Morata, G. and Struhl, G. (2014) “Tethered wings” Nature 505, 162-163
the wing disc of Drosophila: immediate response to massive damage
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eLife 2:01388. Costa M, Calleja M, Alonso CR, Simpson P. (2014) “ The bristle patter-
Herrera, S and Morata, G. (2014) Transgressions of compartment ning genes hairy and extramacrochaetae regulate the development of
boundaries and cell reprogramming during regeneration of the imagi- structures required for flight in Diptera” Dev Biol. 388, 205-215.

nal discs of Drosophila” eLife. 3: e01831.

Ballesteros-Arias, L., Saavedra V, and Morata, G. (2014) Cell compe-
tition may function either as tumour-suppressing or as tumour-stimu-
lating factor in Drosophila. Oncogene 33, 4377-4384

Figura 2. La apoptosis asociada a los tumores puede inducir proliferacién no auténoma
en el primordio epitelial de ala de Drosophila. Las células tumorales de estas imagenes
(marcadas en azul) son deficientes para rab5, un componente fundamental de la via endo-
citica. Estas células, a pesar de ser viables por si mismas, son eliminadas por competicion
celular por interaccion con células normales, como indica la presencia de la caspasa Dcp1
(amarillo), que indica que entran en apoptosis. Ademas, las células normales que rodean
el tumor responden a sefiales mitogénicas emitidas por las células apoptéticas. Esto se
puede observar en el panel A por los altos niveles de la proteina dMyc (magenta) en las
células que rodean al tumor, indicando un metabolismo activo. En el panel B se observa
que las células que responden a los estimulos también incorporan BrdU (magenta), lo que
indica que estan proliferando debido a la interaccion con células tumorales en apoptosis.
Esto es especialmente interesante puesto que hemos demostrado que el crecimiento de
estos tumores depende de las sefiales emitidas por las células apoptéticas.

Figure 2. Tumour-associated apoptosis can induce non-autonomous cell proliferation
in the epithelial wing primordium of Drosophila. In these images tumour cells (labelled
in blue) are defective for rab5, a key component of the endocytic pathway. These cells,
although they are viable by themselves, are eliminated by cell competition, as shown
by the activity of the caspase Dcp1 (yellow), indicator of apoptosis. Interestingly, nor-
mal cells surrounding the tumour respond to mitogenic signals secreted by the apoptotic
cells. This can be observed in panel A by the acquisition of high levels of the protein
dMyc (magenta) in the cells close to the growing tumour indicating an active metabolism.
In panel B we can observe that the responding cells also incorporate BrdU (magenta),
indicating that they are proliferating upon the interaction with apoptotic tumour cells. This
has special relevance as we have proved that the growth of the tumour depends on the
mitogenic signals secreted by dying cells.
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En nuestro laboratorio utilizamos la mosca del vinagre Drosophila melanogaster como organismo modelo para estu-
diar el desarrollo y la funcién, en condiciones normales y patolégicas, de los sistemas muscular y excretor. Nuestra
aproximacion consiste en la identificacion y caracterizacion funcional de genes implicados en la regulacion de las
distintas etapas de la miogénesis y en la formacién y mantenimiento del diafragma de filtracion renal.

Durante los dos ultimos afios nos hemos centrado en validar el uso de los nefrocitos de la mosca para modelar ne-
fropatias. Estudios previos de nuestro laboratorio y de otros grupos habian puesto de manifiesto la similitud existente
entre los diafragmas de filtracion de los podocitos renales, componentes esenciales de la barrera de filtracién glomeru-
lar, y los nefrocitos de Drosophila. Ambos diafragmas estan formados por complejos multiproteicos integrados por pro-
teinas ortélogas que forman una unién celular modificada. Esta acttia a modo de filtro molecular, limitando el paso de
moléculas de mas de 15kDa, evitando asi la pérdida de proteinas durante los procesos de ultrafiltracion de la sangre
y de la hemolinfa, respectivamente. Nuestros estudios han mostrado que los mecanismos que regulan la estabilidad
de este sofisticado filtro molecular estan conservados entre moscas y humanos. Ademas, nos han permitido adaptar
con éxito a las moscas el modelo PAN de nefrosis inducida, de uso muy extendido en vertebrados. Estos resultados
nos han permitido validar el uso del nefrocito de Drosophila como sistema modelo para estudiar la formacién, mante-
nimiento y reparacién del DF del podocito en condiciones normales y patolégicas.
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Figura 1. La estabilidad del diafragma de filtracion de los
nefrocitos se regula por fosforilacion de su componente
principal Dumbfounded (Duf)/ Neph1. La actividad de la
kinasa Src64B es necesaria para el reclutamiento del

\_ / adapt_ador Dock/Nck _al componente _del _diafragm_a del
A — filtracion Duf, promoviendo la reorganizacion del citoes-
'3 ; ‘ queleto de actina. La hiperfosforilacion de Duf conlleva a

la disgregacion del complejo del diafragma de filtracion.
/ / Figure 1. The stability of the nephrocyte filtration
o ,_,/ diaphragm is regulated by phosphorylation of its main

constituent Dumbfounded (Duf)/ Neph1. Src64B kinase
activity is required for the recruitment to the diaphragm
of the adaptor Dock/Nck, promoting the rearrangement
of the actin cytoskeleton. Hyperphosphorylation of Duf
induces the disintegration of the filtration diaphragm
protein complex.
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Research summary

The main aim of our research group is centred in understanding the development of the muscular and excretory
systems during normal and pathological conditions using Drosophila melanogaster as model organism. Our approach
consists in the identification and functional characterization of genes involved in the regulation of myogenesis and in
the formation and maintenance of the kidney slit diaphragm.

During the last two years we have focussed in validating the use of Drosophila nephrocytes to model nephropathies.
Previous data from our group and other laboratories demonstrated the high similarity existing between the podocyte slit
diaphragms, main components of the glomerular filtration barrier, and the filtration diaphragms present in Drosophila
nephrocytes. Both diaphragms are modified cell junctions formed by multi-protein complexes whose main constituents
are orthologue proteins. The diaphragms act as molecular filters that limit the passage of molecules larger than 15kDa,
preventing the leakage of proteins during the processes of blood and haemolymph ultrafiltration, respectively. Our
studies have shown that the mechanisms that regulate the stability of this sophisticated filter are conserved between
vertebrates and flies. Furthermore, we have been able to adapt to Drosophila the well-established vertebrate model of
PAN-induced nephrosis. These results allowed us to validate the use of Drosophila nephrocytes as a model to study the
formation, maintenance and repair of the podocyte slit diaphragm under normal and pathological conditions.

Publicaciones / Publications

Tutor, A. S. and Ruiz-Gémez, M. (2013) Desarrollo embrionario del
rifidn. In: Arias Rodriguez, M (ed) Nefrologia clinica. Editorial Médica
Panamericana, Madrid, Spain, pp. 3-12.

Tutor, A. S., Prieto-Sanchez, S. and Ruiz-Gémez, M. (2014) Src64B
phosphorylates Dumbfounded and regulates slit diaphragm dyna-
mics: Drosophila as a model to study nephropathies. Development
141, 367-376.

Garcia-Guerra, L., Vila-Bedmar, R., Carrasco-Rando, M., Martin, M.,
Ruiz-Goémez, A., Ruiz-Gémez, M., Lorenzo, M., Fernandez-Veledo,
S., Mayor Jr.,, F., Murga, C. and Nieto-Vazquez, |. (2014) Skeletal
muscle myogenesis is regulated by G protein-coupled receptor kina-
se 2. J. Mol Cell Biol. 6, 299-311.
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Resumen de investigacién

En nuestra investigacion estudiamos la funcién de los genes Hox en distintos aspectos del desarrollo de Drosophila.
Por una parte, hemos analizado la funcién de estos genes en conferir a las células distintas afinidades y hemos visto
que la diferente expresion de genes Hox es suficiente para mantener bordes de compartimento. Por otra parte, he-
mos estudiado, en colaboracion con el grupo del Dr. E. Lai (Sloan Kettering, NY) la funciéon de dos microRNAs en la
regulacién de la actividad de los genes Hox en el sistema nervioso. Demostramos que estos microRNAs reprimen la
expresion de varios genes Hox y la de sus cofactores, y que esta represion es necesaria para el correcto desarrollo
de la parte posterior del sistema nervioso y la fertilidad de las hembras. Otro aspecto de nuestra investigacion aborda
el estudio de la funcion de genes Hox y otros factores en la determinacion de musculos del aparato genital masculino.
Hemos visto que sefiales (via JNK y otras) provenientes de células que rodean el testiculo determinan el desarrollo
de los musculos y el establecimiento de la forma en los testiculos. Finalmente, investigamos la funcién del gen Hox
Abdominal-B en suprimir el desarrollo del ultimo segmento abdominal en el macho. Se esta analizando la funcionalidad
de distintos dominios conservados en esta proteina Hox y la interaccion de la misma con cofactores como Extraden-
ticle y Homothorax.

También hemos analizado el desarrollo de las uniones entre los segmentos distales de las patas de Drosophila. En
la formacién de las mismas se requiere muerte celular y la actividad de la via de Notch. Hemos estudiado el gen zinc
finger homeodomain-2, que se requiere para la formacion de estas uniones, regulando la apoptosis y la actividad de
la via de Notch.

Figura 1. Testiculo de Drosophila melanogaster, de forma
espiralada. En verde se observan nucleos musculares,
mas pequefios, y de células somaticas gonadales (mas
grandes); tropomiosina (marcando el musculo liso) esta
en rojo y Topro en azul.

Figure 1. Coiled adult testis of Drosophila melanogaster.
In green, muscle nuclei (small ones) and nuclei of somatic
gonadal cells (bigger ones). Tropomyosin, labelling
smooth muscle, is in red and Topro in blue.
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Research summary

In our research we study the role of Hox genes in different aspects of Drosophila development. First, we analyzed
the function of these genes in conferring different cell affinities, and we have seen that the different expression of
Hox genes is sufficient to maintain compartment boundaries. We have also studied, in collaboration with the group of
Dr. E. Lai (Sloan Kettering, NY), the function of two microRNAs in regulating Hox activity in the nervous system. Our
results show that these microRNAs repress the expression of several Hox genes and their cofactors, and that this
repression is necessary for the proper development of the posterior region of the nervous system and for the fertility
of females. Another aspect of our research deals with the study of the function of Hox genes and other factors in
determining male genital muscles. We have seen that signals (JNK pathway and others) from cells surrounding the
testicle determine the development of muscles and the establishing of testes form. Finally, we investigate the role of
the Hox gene Abdominal-B in suppressing the development of the male last abdominal segment. We are analyzing
the functionality of various conserved domains thereof and the interaction of this Hox protein with the cofactors
Extradenticle and Homothorax.

We have also analyzed the development of the joints between the distal segments of the legs of Drosophila. In
forming the same, cell death and the activity of the Notch pathway are needed. We have studied the gene zinc finger
homeodomain-2, required for the formation of these junctions, and which does so by regulating apoptosis and the
activity of the Notch pathway.
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Figura 2. Segmentos abdominales de una pupa de Drosophila
melanogaster mostrando la expression de la linea pannier-Gal4
(verde) , wingless (rojo) y Topro (azul).

Figure 2. Drosophila melanogaster pupal abdominal segments
showing GFP expression of the pannier-Gal4 line (green), win-
gless (red) and Topro (blue).
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Nuestro grupo estudia la relacion estructura-funcion, biogénesis, trafico intracelular y regulacion de los transportadores
de glicina, GlyT1 y GlyT2, proteinas responsables de la finalizacion de la neurotransmision glicinérgica. Nuestra inves-
tigacion esta orientada a patologias del SNC asociadas a disfunciones de las vias glicinérgicas, como la hiperplexia
hereditaria humana y él dolor neuropatico. GlyT2 recicla la glicina liberada y mutaciones en su gen (SLC6A5) son
causantes de hiperplexia humana.

Hemos descrito el papel clave que la chaperona de reticulo endoplasmico, calnexina (CNX), desempefia en la biogé-
nesis de GlyT2 a través de la via secretora temprana. La unién transitoria de CNX a un precursor parcialmente glico-
silado de GlyT2 facilita el procesamiento del transportador. Hemos identificado los determinantes estructurales de la
interaccion GlyT2-CNX y las caracteristicas cinéticas del proceso.

Hemos identificado un grupo de cuatro lisinas (K751, K773, K787, K791) del extremo C terminal de GlyT2 como los si-
tios de ubiquitinaciéon que controlan su endocitosis constitutiva. La ubiquitinacion de GlyT2 en neuronas es muy sensi-
ble a los niveles de ubiquitina libre, controlados por la UCHL1 deubiquitinasa, modulando ésta enzima, indirectamente,
el turnover de GlyT2. Mediante técnicas de protedmica hemos identificado la interaccion de GlyT2 con varias proteinas
de la superficie neuronal. Hemos descrito un nuevo mecanismo modulador de la endocitosis y degradacion lisosomal
de GlyT2 a través de la interaccion con la Na*-K*-ATPasa (NKA). La conservacién evolutiva de este mecanismo regu-
lador (pez cebra, rata) indica un papel relevante en el control de la neurotransmision glicinérgica.

La Ca**ATPasa (PMCA) y el intercambiador Na*/Ca?* son otras proteinas que interaccionan con GlyT2. La asociacion
funcional entre estas 3 proteinas permitiria corregir desequilibrios en la [Na*] producido durante periodos de elevada
actividad de GlyT2 (co-transporta 3Na*/glicina) tras la liberacién del neurotransmisor. La actuaciéon conjunta del com-
plejo GlyT2-PMCA-NCX y la Na*/K* -ATPase, funcionalmente mas lenta, contribuiria asi a la homeostasis local de Na*
y Ca?* en la terminal nerviosa.

GlyT2 a3NKA Merge

Figura 1. Colocalizacién de GlyT2-a3NKA en embriones
de pez cebra. A—F, Embriones de pez cebra (48 hpf), se
identifican con anticuerpos especificos y se analizan por
microscopia confocal de fluorescencia (GlyT2 en verde,
a3NKA en rojo). A-C, Imagenes de embriones de pez
cebra. D-F, Colocalizacién de GlyT2 y a3NKA en inter-
neuronas dorsales.

Figure 1. GlyT2-a3NKA colocalization in zebrafish
embryos. A-F, Dechorionated zebrafish embryos (48
hpf) were immunostained for GlyT2 (green) and a3NKA
(red), and visualized by confocal microscopy. A—-C, Whole-
mount images of zebrafish embryos. D—F, Colocalization
of a3NKA and GlyT2 in dorsal interneurons.
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Research summary

Current work involves the study of functional mechanism, biogenesis, intracellular trafficking, regulation of CNS glycine
transporters, GlyT1 and GlyT2, plasma membrane proteins responsible for the completion of glycinergic transmission.
Our research is oriented towards CNS pathologies associated with dysfunction of glycinergic pathways such as
hyperekplexia and neuropathic pain. Indeed, mutations in the gene encoding GlyT2 can cause human hyperekplexia.

We have described the key role for calnexin (CNX), an endoplasmic reticulum chaperone, in the GlyT2 biogenesis
through the early secretory pathway. We have studied the kinetic properties of the process and identified the structural
determinants of the transient interaction between CNX and a precursor of GlyT2.

We have shown that ubiquitination of a C-terminus four lysine cluster of GlyT2 (K751, K773, K787, K791) is required
for constitutive endocytosis, and also that the ubiquitination of GlyT2 in neurons is highly responsive to the free pool of
ubiquitin. Thus, the deubiquitinating enzyme (DUB) ubiquitin C-terminal hydrolase-L1 (UCHL1), the major regulator of
neuronal ubiquitin homeostasis, indirectly modulates the turnover of Gly T2. By using high-throughput mass spectrometry
we have identify proteins interacting with GlyT2 in the CNS. The Na*-K*-ATPasa (NKA) mainly interacts with the raft-
associated active pool of GlyT2, and low and high levels of the specific NKA ligand ouabain modulate the endocytosis
and total expression of GlyT2 in neurons. This downregulation of GlyT2 also occurs in vivo in two different systems:
zebrafish embryos and adult rats, indicating that this NKA-mediated regulatory mechanism is evolutionarily conserved
and may play a relevant role in the physiological control of inhibitory glycinergic neurotransmission.

Other GlyT2 partner interacting proteins identified by us are the Ca?*ATPase (PMCA) and the Na*/Ca?*-exchanger. We
have proposed a model in which a GlyT2/PMCA/NCX functional complex would help Na*/K* -ATPasa in controlling local
Na* increases derived from GlyT2 (3Na*/glycine co-transport) activity after neurotransmitter release, thus contributing
to the Na* and Ca?* local homeostasis in nerve terminal.
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PMCA2 GlyT2

GlyT2

100pm Spm

Figura 2. GlyT2 colocaliza con PMCA2 y PMCAS3 en tallo cerebral. Ay B, ro-
dajas del nucleo coclear ventral de rata adulta se incuban con anticuerpos anti
GlyT2 y PMCA2 (A) 6 PMCA3 (B) y se analizan por microscopia confocal de
fluorescencia (GlyT2 en rojo, PMCAs en verde). Es de destacar la mayoritaria
colocalizacion de ambas proteinas en estructuras presinapticas.

Figure 2. GlyT2 co-localizes with PMCA2 and PMCA3 in brainstem. A and B,
ventral cochlear nucleus slices from adult rat were incubated with antibodies
against GlyT2 and PMCA2 (A) or PMCA3 (B). The slices were visualized by
confocal microscopy, showing GlyT2 in red and PMCAs in green. Note the co-
localization of both proteins, especially in presynaptic structures.
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Resumen de investigacion

Nuestro grupo tiene como objetivo conocer la funcion de algunas proteinas del citoesqueleto, fundamentalmente de la
proteina tau. Tau es una proteina neuronal, preferentemente localizada en el axén de una neurona, como otra proteina
del citoesqueleto, MAP1B. Hemos estudiado la funcién de ambas proteinas en el proceso de maduracion axonal. Por
otra parte, la proteina tau, modificada por fosforilacion o autoagregacion, tiene un papel relevante en la enfermedad de
Alzheimer. La fosforilacion de tau se lleva a cabo, entre otras quinasas, por la proteina GSK3. En este periodo hemos
estudiado el efecto de la sobreexpresion de GSK3 no solo en la fosforilacion de tau sino en la neurogénesis adulta,
en el giro dentado. Este proceso, relacionado con la adquisicion de la memoria episddica, se encuentra afectado en
la enfermedad de Alzheimer. Adicionalmente, hemos analizado la toxicidad de la proteina tau fosforilada en diferentes
tipos de sistemas: modelos animales, tejido humano o cultivos celulares. No solo hemos utilizado modelos para la
enfermedad de Alzheimer, sino también de otras tauopatias.

Por ultimo, hemos comenzado el analisis de posibles mutaciones somaticas en células cerebrales que pudieran ser la
causa de un tipo, no analizado previamente, de enfermedad de Alzheimer esporadica. Para ello hemos comenzado la
secuenciacion de DNA de exomas de células de hipocampo de pacientes de Alzheimer y de controles no dementes.

Figura 1. En ciertas regiones del cerebro se siguen formando neuronas durante toda
la vida. El giro dentado es una de estas regiones donde tiene lugar la neurogénesis
adulta, implicada en procesos como la memoria y el aprendizaje. En la imagen se
observa la zona hipocampal de ratén (ntcleos neuronales de las distintas regiones
marcados en rojo con anticuerpo NeuN) en el que se han marcado mediante retro-

virus neuronas granulares formadas por neurogénesis adulta (marcaje blanco con Figura 2. Neurona granular generada por neurogénesis

anticuerpo GFP). adulta y marcada con retrovirus. Sobre ella se pueden reali-
zar numerosos estudios morfolégicos tanto del arbol dendri-

Figure 1. New neurons are generated in certain regions of the brain throughout tico como de los contactos sinapticos.

life. Dentate gyrus is one of this regions where adult neurogenesis takes place.

This process is involved in tasks such as memory and learning. In this picture, the Figure 2. Newborn granule neuron generated by adult

hippocampal zone is shown (neuronal nuclei of the different regions are labeled in neurogenesis and labeled with retrovirus. Several

red using NeuN antibody) in which newborn granule neurons generated by adult morphological parameters related with dendritic tree and

neurogenesis have been marked using retrovirus (white labeling using GFP antibodly). synaptic contacts can be studied.
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Research summary

The aim of our group is to understand the function (s) of a cytoskeletal protein, tau protein. Tau is a neuronal protein
mainly located at the axon of a neuron, like other related axonal protein, MAP1B. In this period we have studied the role
of both proteins on axonal maturation. On the other hand, modified tau (in phosphorylated or aggregated form), has a
toxic effect in neurons, an effect that can take place in Alzheimer disease. The most prevalent tau kinase is GSK3 and
we have studied the effect of a overexpression of GSK3 not only on tau phosphorylation but also on adult neurogenesis
taking place at dentate gyrus, since that neurogenesis has been related to the acquisition of episodic memory, a
process that is impaired in Alzheimer disease (AD). As indicated, we have also analyzed the toxicity of phosphorylated
tau in different systems: animal models, human tissue or cell culture. In those studies we have not tested only AD

models but also models for some other tauopathies.

Finally, we have started some studies related to the search of possible somatic mutations in brain cells that could
promote a novel type of Sporadic Alzheimer Disease. To do that we have sequenced DNA, from exomes of hipocampal

cells, obtained from AD patients or non demented controls.
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Para identificar genes y mecanismos involucrados en la neurodegeneracion caracteristica de la enfermedad de Alzhe-
imer (EA), contamos con modelos celulares de estrés oxidativo (EO) y de infecciéon por HSV 1 que muestran marca-
dores caracteristicos de la EA, como alteraciones del proceso autofagico, de la fosforilacion de la proteina tau o de la
proteolisis de la proteina precursora del B-amiloide (APP).

En este periodo, hemos demostrado que la regulacién del metabolismo de APP por EO implica a los dos principales
sistemas proteoliticos celulares: ubiquitin/proteasoma y autofagia/lisosoma. Asimismo, hemos demostrado que el EO
exacerba las alteraciones inducidas por HSV-1 mediando interacciones complejas que incluyen la inhibicion de la repli-
cacion viral. Tanto HSV-1 como el EO bloquean la fusion de los autofagosomas con los lisosomas, pudiendo provocar
asi las alteraciones observadas.

Mediante estudios de expresién génica hemos identificado un conjunto de genes activados por EO en células infec-
tadas y en un modelo celular de EA familiar. Su estudio funcional sugiere que la interaccion del EO tanto con HSV-1
como con mutaciones causantes de EA familiar altera la funcion lisosomal. Estos datos apoyan los resultados previos
y los de otros autores, subrayando el papel de los lisosomas en diferentes formas de neurodegeneracion.

Datos obtenidos en pacientes mediante estudios de asociacién genética del grupo y de varios grupos colaborativos en
los que participamos, como el consorcio IGAP, también apoyan esta implicaciéon. Como ejemplo, un analisis reciente
del IGAP sobre datos gendémicos de unos 80.000 participantes sefiala a la endocitosis y la ubiquitinacion de proteinas,
procesos que convergen en el lisosoma, como dianas terapéuticas interesantes para la EA. Todos los resultados
obtenidos durante el periodo 2013-14 apoyan la capacidad de HSV-1 para inducir procesos neurodegenerativos carac-
teristicos de la EA, mas aun en presencia de EO, y apoyan la implicacién de la funcion lisosomal en estos procesos.

Control Ra cin Oxidative stress HSV-1

GFP

cherry|
Figura 1. La infeccion con HSV-1 y el estrés oxidati-
vo provocan un fallo en la fusion de autofagosomas
con lisosomas.

Figure 1. HSV-1 infection and oxidative stress indu-
ce inefficient fusion between autophagosomes and
lysosomes.
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Research summary

To identify genes and mechanisms involved in the neurodegeneration associated with Alzheimer’s disease (AD), we
developed cellular models of oxidative stress (OS) and HSV-1 infection,that show changes characteristic of AD as
those related with autophagy, tau protein phosphorylation and S-amyloid precursor protein (APP) proteolysis.

During this period, we have demonstrated that the regulation of APP metabolism by OS involves the two major
cellular proteolytic machineries: the ubiquitin/proteasome and the autophagy-lysosome. We have also shown that OS
exacerbates the effects of HSV 1 via complex interactions that include the inhibition of viral replication. Both HSV-1 and
OS block the fusion of autophagosomes with lysosomes, and can in this way cause the observed alterations.

Using gene expression studies we have identified a set of genes activated by OS in infected cells and in a cell model of
familial AD. Its pathway enrichment analysis suggests that the interaction of OS with HSV-1 or with mutations causing
familial AD provokes alterations of the lysosomal function. These data support the findings mentioned above and those
of other authors, highlighting the role of lysosomes in different forms of neurodegeneration.

Several data obtained in patients by genetic association studies of our group and of different collaborative projects
in which we patrticipate, as the IGAP consortium, also support this implication. Remarkably, a recent IGAP pathway
enrichment analysis of genomic data from about 80,000 participants drew endocytosis and protein ubiquitination,
processes that converge in the lysosome, as prime therapeutic targets for AD.

All the results obtained during the period 2013-14 support the ability of HSV-1 to induce neurodegeneration
processes characteristic of AD, even more so in the presence of OS, and support the involvement of lysosomal
function in these processes.
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Nuestro grupo de investigacion esta interesado en el estudio de las enfermedades neurodegenerativas, y, entre ellas,
de las ataxias, que se caracterizan por la pérdida de neuronas en el cerebelo y la médula espinal. En particular, hemos
centrado nuestra atencion en la ataxia de Friedreich, que es una de las ataxias hereditarias mas frecuentes. Intenta-
mos esclarecer las bases moleculares de esta patologia y desarrollar terapias (farmacoldgicas, génicas y celulares)
que puedan ser eficaces para su tratamiento.

La ataxia de Friedreich esta causada por un déficit de frataxina, una proteina localizada mayoritariamente en las mi-
tocondrias. Ademas del proceso neurodegenerativo caracteristico de esta enfermedad, muchos pacientes desarrollan
también una cardiomiopatia hipertréfica y diabetes. Por este motivo, y aun siendo una enfermedad de inicio muy
precoz, la ataxia de Friedreich puede servir también como un modelo muy util para el estudio de enfermedades dege-
nerativas asociadas al envejecimiento, en las que la disfuncion mitocondrial 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. Estos modelos celulares se estdn empleando para
ensayar posibles estrategias terapéuticas con un énfasis en encontrar moléculas (farmacos o genes) capaces de com-
pensar 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 esta trabajando en el desarrollo de una terapia génica para la ataxia de Friedreich, tratando de
optimizar las vias de aplicacion y distribucidn de distintos vectores virales y no-virales en el sistema espinocerebelar.
Ademas, nuestro grupo ha colaborado con otros en el estudio de las células de glia envolvente del sistema olfativo
como promotoras de la reparacion neuronal.

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 research group is interested in the study of neurodegenerative diseases, particularly of ataxias, which are
characterized by the loss of neurons in the cerebellum and spinal cord. We have focused our attention on Friedreich’s
ataxia, which is the most common hereditary ataxia in the Spanish population. We try to elucidate the molecular basis
of this disease and develop novel therapies.

Friedreich’s ataxia is caused by a deficiency of frataxin, a protein which mainly localizes to mitochondria. In addition
to the neurodegenerative process, many patients also develop a hypertrophic cardiomyopathy and diabetes. For this
reason, and despite of being a very early onset disease, Friedreich’s ataxia may also serve as a useful model for the
study of degenerative diseases associated with aging in which mitochondrial dysfunction plays an important role.

We have developed distinct neural cell models to study the molecular mechanisms underlying the degenerative process
triggered by the frataxin deficiency. 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 is also working on the development of a gene therapy approach for Friedreich’s ataxia trying to optimize the
delivery of both viral and non-viral vectors in the spinocerebellar system. Furthermore, our group has collaborated with
others in the optimization of the use of olfactory ensheathing glial cells to promote neuronal repair.
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Figura 2. Neurona de Purkinje de cerebelo de ratén en cultivo
primario.

Figure 2. Cultured Purkinje neuron from mouse cerebellum.
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Nuestra investigacion se orienta a comprender los mecanismos celulares y moleculares que modulan la plasticidad de
las redes neuronales. Actualmente, estudiamos los mecanismos que utilizan las proteinas de union a calcio para regu-
lar la plasticidad neuronal. La actividad sinaptica desencadena oscilaciones en los niveles intracelulares de calcio que
inician un numero de vias de sefalizacion. Calmodulina (CaM) es la proteina que transduce mayoritariamente estas
sefiales. Su disponibilidad local y su actividad esta regulada por proteinas como neurogranina (Ng), muy abundante
en el entorno post-sinaptico, capaz de secuestrar CaM, de forma dependiente de niveles de calcio y de su fosforila-
cién por proteina quinasa C. Nuestra hipdtesis de trabajo prevé que Ng ejerce una doble funcién: por un lado, impide
la activacion de efectores de CaM en respuesta a estimulos de baja intensidad y, por otro, selecciona y potencia la
activacion de vias de sefializacion dependientes de CaM. Estamos estudiando la regulacion de la expresion de Ng,
tanto su transcripcion como su traduccion local en dendritas. 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 actua
como molécula sefializadora. Utilizamos cultivos de neuronas de hipocampo y corteza cerebral, y técnicas de biologia
celular, bioquimica, biologia molecular y microscopia avanzada. La reduccion de Ng se asocia a trastornos cognitivos
severos, presentes en varias enfermedades neuroldgicas, como hipotiroidismo o esquizofrenia. Como la expresion de
Ng aparece de forma tardia durante el desarrollo y queda restringida a regiones cerebrales de gran plasticidad, pen-
samos que esta proteina constituye 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 nuevas terapias orientadas a mejorar la calidad de vida
de personas mayores y pacientes afectados de enfermedades neuroldgicas.
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Figura 1. Disefio de un biosensor basado en FRET (Fluo-
rescence Resonance Energy Transfer) para la visuali-
zacioén y seguimiento de los niveles de acido fosfatidico
(PA) en la membrana plasmatica celular (PAB: dominio
de union a PA).

Figure 1. Design of a FRET(Fluorescence Resonance
Energy Transfer )-based biosensor to dynamically
visualize the fluctuations of Phosphatidic Acid (PA) in the
cell plasma membrane (PAB: PA-binding domain).
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Research summary

Our research is aimed at understanding the cellular and molecular mechanisms that modulate the plasticity of neural
networks. Currently, we are studying the mechanisms utilized by calcium-binding protein to requlate neuronal plasticity.
Synaptic activity triggers intracellular calcium oscillations that initiate a number of signaling pathways. Calmodulin
(CaM), a calcium-binding protein, is the most common transducer of such calcium oscillations into intracellular signals.
Its local availability and its activity are both regulated by proteins such as neurogranin (Ng), very abundant at the
post-synaptic site, which sequesters CaM in a calcium and phosphorylation dependent manner. We propose that Ng
act in two ways: one, by preventing the activation of CaM effectors in response to low-intensity stimuli and, the other,
by favoring and enhancing downstream activation of some CaM-dependent signaling pathways. We are currently
studying the regulation of Ng transcription and its local translation in dendrites. We have shown that Ng translocates
to the nucleus in response to synaptic activity and that it specifically binds to phosphatidic acid (PA), a membrane
phospholipid recognized as a signaling molecule. We use cultures of dissociated neurons from hippocampus and
cerebral cortex, combined with cell biology, biochemistry, molecular biology and advanced microscopy techniques. Ng
deficiency is tightly linked to cognitive impairment manifested in several neurological disorders, such as hypothyroidism
or schizophrenia. As Ng expression appears belatedly during development and is restricted to brain regions of high
plasticity, we think this protein is an excellent molecular target for the development of new drugs and therapies to
improve cognitive skills. A wider and deeper knowledge on CaM-sequestering proteins and its mechanisms in the
context of neuronal plasticity will foster the emergence of new therapies that will enhance the quality of life of aging
individuals and patients suffering neurological diseases.
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Figura 2. Esquema de la organizacién del gen, mRNA y la
proteina Neurogranina (panel superior) y la distribucién de su
expresion en el cerebro de rata adulta (panel inferior).

Figure 2. Scheme showing the organization of the gene,
mRNA and neurogranin protein (upper panel) and the distribu-
tion of its expression in the adult rat brain (lower panel).
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El objetivo final de nuestro laboratorio es la comprensién de los mecanismos involucrados en los déficits cognitivos del
envejecimiento. El deterioro cognitivo del envejecimiento no es idéntico en todas las personas, existiendo una clara
asociacion entre el tipo y la gravedad del deterioro cognitivo y los rasgos hereditarios de cada individuo, asi como con
el estilo de vida. A nivel molecular y supra-molecular, los déficits cognitivos se deben a una combinacion de déficits, a
multiples niveles: en las mitocondrias, en la sintesis de proteinas y su posterior control de calidad, en la degradacion de
desechos celulares, en el uso de hidratos de carbono y triglicéridos para la produccion de energia celular, en la sintesis
de hormonas, en la eficacia de renovacion celular a través de células madre, en la organizacion de la membrana celular.
Si bien en la mayoria de las personas las células del cerebro son capaces de soportar relativamente bien estos multiples
déficits, resultando en los sintomas leves y comunes del envejecimiento, como son empeoramiento de la memoria, dis-
minucién de la capacidad para mantener la atencion y disminucion de la capacidad para resolver problemas y en muchos
otros los cambios moleculares no son bien tolerados, o son mas intensos, lo que desencadena la aparicion de afecciones
graves, como la demencia, depresion o incluso la enfermedad de Alzheimer. De lo anterior se deduce que una diseccién
cuidadosa de las causas, y los mecanismos que subyacen a la decadencia cognitiva en los ancianos puede facilitar la
comprensién de las causas y los mecanismos implicados en la decadencia cognitiva patolégica.

En nuestro laboratorio intentamos resolver esta pregunta mediante el estudio del efecto del envejecimiento sobre los
mecanismos de regulacidon de supervivencia y plasticidad neuronal, a través de enfoques bioquimicos, moleculares,
electrofisiolégicos y de comportamiento.

Figura 1. Transportadores de membrana que presentan
defectos en el transporte axonal en el mushroom body de
neuronas viejas de Drosophila (Panel derecho).

Figure 1. Membrane carriers appear to suffer axon-
transport defects in mushroom body neurons of old
Drosophila (Right panel).
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Research summary

The general aim of the laboratory is to understand the mechanisms behind the decline in cognitive capacity that occurs
during aging. Cognitive decline is not identical in all individuals and clear associations exist between the rate and severity
of cognitive decline and the individual’s heritable traits and lifestyle. At the molecular level, the aging phenotype is the
consequence of a combination of deficits at multiple levels: mitochondria, protein synthesis and protein quality control
machineries, degradation of cellular waste, carbohydrate and triglyceride metabolic pathways for ATP production,
hormone synthesis, stem cell renewal, cell membrane organization. While in most individuals brain cells cope relatively
well with these deficits, only resulting in the mild and common symptoms of aging, such as forgetfulness, decreased
ability to maintain focus and decreased problem solving capability. In many others, these changes accumulate and
progress resulting in more serious symptoms and conditions, such as dementia and depression or even Alzheimer’s
disease. It then appears that the fine dissection of the causes and mechanisms behind cognitive decay in the aged that
we pursue, may facilitate the understanding of the causes and mechanisms involved in pathological cognitive decay.

We approach this question by investigating, through biochemical, molecular, electrophysiological and behavioral
approaches, the effect of aging on neuronal plasma membrane-mediated survival and function signaling.
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Nuestro laboratorio esté interesado en las bases moleculares del aprendizaje y la memoria. Especificamente, investigamos
cémo las conexiones sinapticas en el cerebro son modificadas durante la experiencia. Este proceso, conocido como plas-
ticidad sinaptica, es fundamental para el aprendizaje y la memoria. Ademas, se ha observado que muiltiples enfermedades
mentales, como el Alzheimer y varias formas de retraso mental, estan asociadas a alteraciones en plasticidad 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 sefalizacion por fosfoinositidos. Para ello, el
laboratorio utiliza una combinacién de técnicas de biologia molecular, microscopia de fluorescencia y electrofisiologia.

Recientemente, nos hemos concentrado en cémo estos mecanismos controlan la funcién cognitiva, tanto en situacio-
nes fisiolégicas como patolégicas. Asi, hemos descrito estrategias moleculares y farmacoldgicas que facilitan el trans-
porte de receptores de neurotransmisor en las sinapsis, y que resultan en una mejora del aprendizaje y la memoria
enratas. 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 patologicas como la enferme-
dad 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 como moléculas individuales y rutas de sefializacion controlan la
funcién sinaptica y determinan nuestra capacidad cognitiva, en la salud y en la enfermedad.

A

Control Chol Ox MBCD

Figura 1. Aumento en la expresion de receptores AMPA en la superficie neuro-
nal como consecuencia de la reduccion de colesterol. A. Las neuronas fueron
tratadas con “cholesterol oxidase” o con “methyl-p-cyclodextrin® para dismi-
nuir su contenido en colesterol. A continuacion, la deteccion de los receptores
AMPA se realizé por técnicas de inmunocitoquimica sobre cultivos neuronas,
utilizando anticuerpos contra el dominio extracelular (“Surface”) o intracelular
(“Total’) de la subunidad GluA1. La cuantificacion de estos resultados se pre-

*kk kkk
p<0.0001 p<0.0001 senta en el panel B.
1

Figure 1. Increase in the expression of AMPA receptors on the neuronal
surface on response to a reduction in cholesterol. A. Neuros were treated
with cholesterol oxidase o or with methyl-B-cyclodextrin in order to decrease
cholesterol levels. Then, AMPA receptors were detected using cytochemical
techniques on neuronal cultures, with antibodies against the extracellular
(“Surface’) or intracellular (“Total’) epitopes of the GIuA1 subunit. Quantifications
of these results are shown on panel B.

GluA1 surface/total
(% of control)
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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 Alzhei-
mer (APP/PS1) tratado farmacolégicamente con “mini-bombas osmé-
ticas” y canulacion intracerebroventricular (panel izquierdo, arriba).
Sobre estos animales se realizé un test de memoria espacial (“nueva
localizacion de objetos”; panel izquierdo, abajo). El resultado indica
que un tratamiento especifico puede restaurar la funcién cognitiva en
estos animales (cuantificacion en panel derecho).

APP/PS1
transgenics.
(5-months old)

Object recognition (%)

Figure 2. Example of a mouse model of Alzheimer’s disease (APP/
PS1) pharmacologically treated using mini-osmotic pumps and intra-
cerebroventricular 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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El trabajo de nuestro laboratorio esta dedicado a la comprension de los mecanismos moleculares de regulacion de los
procesos de flujo de neurotransmisores (principalmente glutamato y glicina) en el cerebro a través de transportadores,
y cdmo la desregulacion de estas proteinas, o sus proteinas reguladoras asociadas, pueden contribuir a trastornos
neuroldgicos (lesiones isquémicas en el cerebro) o psiquiatricos (esquizofrenia). El papel de los neurotransportadores
para el glutamato y glicina es controlar los niveles de estos neurotransmisores en las sinapsis glutamatérgicas, regu-
lando de esta manera la actividad de los receptores NMDA. Mientras que la sobreestimulacion de estos receptores
conduce a procesos neurodegenerativos, la hipofuncién se ha asociado a la esquizofrenia. Nuestro trabajo se ha cen-
trado en una mejor comprension de los mecanismos de biogénesis: trafico a través de la via secretora y la distribucién
asimétrica de subdominios de la membrana, su anclaje a proteinas de andamiaje y, finalmente, la endocitosis, ya sea
para degradacion o reciclaje.

Nuestros estudios han contribuido a la localizacion fina de estas proteinas en el cerebro, asi como a la identificacion
de varias proteinas asociadas y la localizacién e identificacion de los motivos estructurales que participan en la dis-
tribucidon asimétrica de estos transportadores en células polarizadas. Asimismo, hemos definido los mecanismos de
regulacion basados en modificaciones posttranscriptionales sobre los transportadores tales como la fosforilacion y
ubiquitinacién / deubiquitination. Por otra parte, mantenemos interés en la funcion de la glicina como un neurotransmi-
sor inhibidor y su implicacién en la enfermedad genética hiperekplexia. Estos estudios, se han realizado en los ultimos
anos en colaboracion con el grupo de la Dra. C. Aragon. Por ultimo, recientemente nos hemos interesado en el estudio
de los mecanismos moleculares que controlan el trafico y la funcién de los canales de sodio Nav1.1, cuya disfuncion
esta en la base de una epilepsia mioclénica severa llamada Sindrome de Dravet.

Figura 1. Desarrollo postnatal del transportador de
glutamina SNATS5.

Figure 1. Postnatal development of the glutamine
transporter SNATS in cerebral cortex.
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Research summary

The work of our laboratory is dedicated to understanding the molecular mechanisms that regulate the flow of
neurotransmitters (mainly glutamate and glycine) through neurotransmitter transporters in the brain, and how
deregulation of these transporters or their associated regulatory proteins, can contribute to neurological or psychiatric
disorders (ischemic lesions in the brain, schizophrenia). Glutamate and glycine neurotransporters control the levels
of these neurotransmitters in glutamatergic synapses thereby regulating the activity of NMDA receptors. While
overstimulation of these receptors leads to neurotoxicity and neurodegenerative processes, their hypofunction has
been associated with schizophrenia. Our work has focused on better understanding of the mechanisms of biogenesis:
traffic through the secretory pathway and their asymmetric distribution in subdomains of the membrane, their anchoring
to scaffold proteins and eventually their 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 and the location and 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. Moreover, we maintain
interest in the role of glycine as an inhibitory neurotransmitter and its implication in the disease gene hyperekplexia.
These studies have been made in recent years in collaboration with the group of Dr. C. Aragén. Finally, we have
recently become interested in the study of the molecular mechanisms that control traffic and function of the sodium
channel Nav1.1, whose dysfunction is the basis of a severe myoclonic epilepsy called Dravet Syndrome.
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Figura 2. Registro electrofisiolégico en un oocito de Xenopus laevis.

Figure 2. Electrophysiological recording in a Xenopus laevis oocyte.
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La investigaciéon en nuestro laboratorio pretende entender el papel de los lipidos en la fisiologia y patologia neuronal.
Durante el periodo 2013-2014 nos hemos centrado en analizar un esfingolipido especialmente enriquecido en neuro-
nas: la esfingomielina. Para ello hemos utilizado un ratén carente de esfingomielinasa acida (ASMko) que es modelo
para la enfermedad de Niemann Pick tipo A (NPA). NPA es una enfermedad de depésito lisosomal que presenta se-
veras alteraciones neuroldgicas provocando la muerte temprana. La ausencia de su enzima catabdlica provoca un
aumento de los niveles de esfingomielina en los lisosomas y en la membrana plasmatica y sinaptica de las neuronas.
Los estudios realizados en el ratén modelo han revelado un importante papel de la esfingomielina en procesos como
la autofagia o la plasticidad sinaptica.

La caracterizacion de los mecanismos moleculares subyacentes nos ha permitido ensayar, in vitro e in vivo, estra-
tegias para prevenir las anomalias observadas. Estas estrategias abren perspectivas terapéuticas no sélo para NPA
sino también para otras enfermedades de depdstito lisosomal que conllevan la acumulacion de esfingomielina en el
cerebro. Ademas, los resultados obtenidos contribuyen a entender los efectos que el incremento de los niveles de
esfingomielina en neuronas, que acontece durante el envejecimiento, tiene en las capacidades cognitivas.

Figura 1. Prevencion de la neurodegeneracion en rato-
nes ASMko mediante tratamiento oral con dexametasona.
La figura muestra células de Purkinje identificadas por tin-
cion de calbindina (en verde) en el cerebelo de ratones
ASMko tratados (derecha) o no (izquierda) con dexame-
tasona que reduce los niveles de esfingomielina por acti-
vacion de la esfingomielinasa neutral. Tincién de Dapi (en
azul) identifica ndcleos neuronales. Barras=100um.

Figure 1. Prevention of neurodegeneration in ASMko mice
by oral treatment with dexamethasone. The image shows
Purkinje cells identified by Calbindin staining (in green) in
the cerebellum of ASMko mice treated (right) or not (left)
with dexamethasone, which reduces sphingomyelin levels
by activating the neutral sphingomyelinase. Dapi staining
(in blue) identifies neuronal nucleai. Bars:=100um.
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Research summary

Research in our laboratory aims to understand the role of lipids in neuronal physiology and pathology. During the time
period 2013-2014 we have focused on the analysis of a sphingolipid especially enriched in neurons: sphingomyelin. To
this aim we have used mice lacking the acid sphingomyelinase (ASMko), which are a model for Niemann Pick disease
type A (NPA). NPA is an untreatable lysosomal storage disorder characterized by severe neurological involvement
leading to early death. The absence of its catabolic enzyme promotes the accumulation of sphingomyelin in the
lysosomes and in the plasma and synaptic membranes of neurons. The studies we have carried out in the mouse
model have indicated a relevant role for sphingomyelin in processes such as autophagy and synaptic plasticity.

The characterization of the underlying molecular mechanisms allowed us to test strategies, in vitro and in vivo, to
prevent the observed anomalies. These strategies open new therapeutical perspectives not only for NPA but also for
other lysosomal storage disorders, which also show sphingomyelin accumulation in the brain. Moreover, the results
obtained contribute to understand the effects that the high sphingomyelin levels, observed in neurons during aging,
have in cognitive capacities.
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Resumen de investigacion

La enfermedad de Huntington (EH) es una enfermedad neurodegenerativa autosdmica dominante caracterizada por
movimientos involuntarios, sintomas psiquiatricos y demencia, causada por una expansion del trinucledtido CAG en
el exén 1 del gen de la huntingtina. En nuestro laboratorio estudiamos las bases moleculares de la EH a través de
abordajes in vitro e in vivo (generando y caracterizando modelos transgénicos que pudieran tanto imitar la enfermedad
como revertirla) y de estudios sobre material humano obtenido de pacientes. Gracias al tejido cerebral post-mortem
de enfermos de EH hemos podido demostrar el desbalance en las isoformas de tau 3R y 4R que sufren los pacientes
y descubrir una nueva marca histopatélogica (los “Tau Nuclear Rods” o TNRs) en esta enfermedad, consistente en la
presencia de tau en invaginaciones nucleares (Nat Med. 2014, 20(8):881-5). El uso de animales transgénicos con dis-
tintos niveles de tau nos permitié observar como una disminucién moderada de esta proteina en animales modelo de
EH era capaz de revertir el fenotipo enfermo. Este hallazgo relaciona la EH con las tauopatias, ampliando las posibles
terapias aplicables en EH a muchas de las generadas para el tratamiento de las tauopatias, entre las que se encuentra
la enfermedad de Alzheimer.

También hemos descrito por primera vez la expresion de ATF5, una proteina de estrés de reticulo, en neuronas de ce-
rebro adulto (Brain, 2013, 136(Pt 4):1161-76) y su induccion con efectos neuroprotectores en un modelo de epilepsia.
La caracterizacion de un modelo de inhibicion genética de GSK-3 nos ha permitido observar un fenotipo tipo EH en el
que aparecen déficits motores y apoptosis neuronal mediada por Fas/NFAT (PLoS One, 2013, 8(8):e70952). Asimismo,
hemos estudiado el fenotipo de un ratén con una delecién natural en DISC1, que muestra una amplia variedad de com-
portamientos relacionados con enfermedades psiquiatricas como la esquizofrenia (Front Behav Neurosci, 2014, 8:253).

Figura 1. La nueva marca histopatolégica TNR (tau nu-
clear rod) en Enfermedad de Huntington. Inmunohistoqui-
mica frente a tau en la que se observa la marca con forma
de varilla atravesando el nucleo neuronal.

Figure 1. The new histopathological hallmark TNR (tau
nuclearrod) in Huntington’s disease: immunohistochemical
staining against tau. The rod shaped tau staining through
the neuronal nuclei can be observed.
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Research summary

Huntington’s disease is an autosomal dominant neurodegenerative disease characterized by involuntary movements,
psychiatric symptoms and dementia. It is caused by an expansion of the trinucleotide CAG located in exon 1 of the
huntingtin gene. In our lab we study the molecular basis of HD through in vitro and in vivo (generating and characterizing
transgenic models that could mimic as well as revert the disease) approaches and through studies on human material
from patients. Thanks to the human brain post-mortem tissue from HD individuals we could demonstrate the imbalance
in the tau isoforms with 3 or 4 Microtubule Binging Domains and discover a new histopathological hallmark (the Tau
Nuclear Rods or TNRs), consisting on the presence of tau in nuclear indentations (Nat Med. 2014, 20(8):881-5). The
utilization of transgenic animals with varying levels of tau allowed us to observe how a moderate decrease in this
protein in HD model mice was able to attenuate the disease phenotype. This discovery relates HD with tauopathies,
broadening the possible therapies applicable to HD to those generated for the treatment of taupathies, such as
Alzheimer’s disease.

We have also described for the first time the expression of ATF5, an ER stress protein, in adult brain neurons (Brain,
2013, 136(Pt 4):1161-76) and its induction with neuroprotective effects in an epilepsy model. The characterization of a
model of genetic inhibition of GSK-3 has allowed us to observe an HD-like phenotype with motor deficits and neuronal
apoptosis mediated by Fas/NFAT (PLoS One, 2013, 8(8):e70952). Additionally, we have studied the phenotype of a
mouse strain with a natural deletion in DISC1, which shows a broad variety of psychiatric disease related behaviors
(Front Behav Neurosci, 2014, 8:253).
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el articulo Nat Med. 20(8):881-5).

Premio al mejor poster presentado al EHDN (European Huntington’s
Disease Network) Meeting 2014.

Figura 2. La proteina ATF5 es expresada por neuronas en el cerebro adulto de
ratén: imagen de microscopia confocal. Podemos observar neuronas tefiidas
con NeuN (rojo) en las que colocaliza la proteina ATF5 (verde).

Figure 2. The protein ATF5 is neuronally expressed in the adult mouse brain:
confocal microscopy image. We can observe neurons stained with NeuN (red)
in which the protein ATF5 (green) colocalize.
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Las enfermedades neurodegenerativas (p.ej. Parkinson [EP], Huntington, etc] cada vez son de mayor incidencia en
paises desarrollados, al aumentar la expectativa de vida. 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 en-
fermedades, o curarlas en el mejor de los casos. En nuestro grupo estamos interesados en el estudio de: 1) Células
troncales neurales (NSCs), propias de tejido nervioso; 2) Células troncales derivadas de la masa celular interna del blas-
tocisto (las llamadas “células madre embrionarias”, hESC), a partir de las cuales se pueden derivar células troncales con
propiedades de tejido nervioso; y 3) iPSC (induced pluripotent stem cells), muy similares a las ESC pero reprogramadas
desde células somaticas del adulto.

En concreto, nos interesa el estudio de los mecanismos de auto-renovacion de estas células, en especial de NSCs, y su de-
sarrollo hacia células maduras. En el caso de neuronas, estamos particularmente interesados en el fenotipo Dopaminérgico,
y asi poder aplicar estas células en el desarrollo de potenciales terapias en modelos de EP. Otro aspecto que nos interesa es
el modificar genéticamente estas NSCs e iPSCs, para convertirlas en “bombas bioldgicas” de factores terapéuticos, o bien
conseguir “instruirlas/ensenarlas”, de forma que generen los tipos celulares deseados tras su implante. Desde el punto de
vista de desarrollos tecnoldgicos, estamos implantando la ediciéon génica (ZFNs, CRISPR/Cas9) llevada a cabo mediante
recombinacion homéloga en células humanas, desarrollando nanoherramientas para el estudio de la biologia basica de las
células in vitro e in vivo, y finalmente estudiando el paralelismo entre cambios neurodegenerativos en el sistema nervioso
central (cerebro) y periférico (entérico) con objeto de identificar nuevos biomarcadores de deteccién y progresion de la EP.

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

Los paneles superiores son microfotografias de neuronas
humanas generadas en cultivo, tefiidas para un marcador
general neuronal (B-lll-tubulina, verde) y Tirosina Hidroxi-
lasa (marcador dopaminérgico, rojo). El panel inferior es
la mezcla, resaltando en amarillo las células que son neu-
ronas 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-Ill-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 developed countries, due to
the increase in life expectancy. In some cases, like Parkinson (PD), Huntington diseases, pharmaceutical drugs
are useful at early stages, but none of them really cure the disease, since they do not halt the neuronal atrophy
and death processes. In this context, research on the basic biology of human neural stem cells (WNSCs) 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) hNSCs obtained from foetal or adult human tissue, and thus instructed
as neural cells; 2) Embryonic stem cells derived from the inner cell mass of the blastocyst (hESCs), from which NSCs
can be derived; and 3) Induced pluripotent stem cells (hiPSCs), reprogrammed from somatic adult cells.

Our research focus is on the 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 genetic modification of the intrinsic properties of the hNSCs, 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. On going technological
advancements include gene editing through homologous recombination (ZFNs, CRISPR/Cas9), development of
nanotools to study hNSCs biology in vitro and in vivo, and the study of the parallelism between changes occurring in
the Central vs. the Peripheral Nervous System (brain vs. enteric neurons) to identify new and early biomarkers of PD
progression, and for diagnosis.
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Resumen de investigacion

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 y la fisiopatologia de diferentes enfermedades neurometabdlicas,
con el objetivo de identificar dianas terapéuticas y desarrollar nuevos tratamientos. Utilizando técnicas de secuen-
ciacion masiva (exomas y paneles de genes) se han identificado nuevos genes responsables de enfermedad y de-
sarrollado una estrategia diagndstica rapida y de alta sensibilidad. En el laboratorio utilizamos modelos celulares de
enfermedad (fibroblastos de pacientes) asi como modelos murinos (ratén hipomorfo modelo de acidemia propidnica).
Recientemente hemos generado células iPS a partir de fibroblastos de pacientes con acidemias organicas (Figura 1)
que seran diferenciados a linajes celulares relevantes para cada enfermedad (hepatocitos, precursores neuronales,
cardiomiocitos).

Hemos analizado el efecto de mutaciones de tipo missense en aciduria metilmalénica tipo cbIB y en un defecto con-
génito de glicosilacion (PMM2-CDG), revelando un defecto en el plegamiento y estabilidad de la proteina, lo que ha
conducido a la busqueda e identificacion de chaperonas farmacoldgicas para el tratamiento de estas enfermedades.
Se ha desarrollado un sistema in vivo en modelos murinos para analizar la eficacia en enfermedades metabdlicas del
tratamiento con oligonucledtidos antisentido moduladores de splicing (Figura 2). Asimismo, se ha analizado la disfun-
cion mitocondrial subyacente a varias enfermedades, revelando un aumento en los niveles de ROS y apoptosis, que
produciria la alteracién en la morfologia y en la respiracion mitocondrial, dafio oxidativo y otras alteraciones observa-
das en las células de los pacientes y/o en el modelo murino. Por otra parte se han identificado una serie de miRNAs
desregulados en distintos tejidos del ratén hipomorfo modelo de acidemia propiénica que regulan la expresion de
genes implicados en apoptosis, vias de sefializacion de estrés, neurodegeneracion y cardiopatias que podrian tener
una implicacién en la fisiopatologia de la enfermedad.

J
Figura 1. Caracterizacion de células iPS derivadas de
un paciente MMA cbIB. A) Tincion para actividad fosfata-
sa alcalina B) Cariotipo normal C-F) Tincion positiva para
marcadores de pluripotencia. G-l) Inmunofluorescencia
de iPSc diferenciadas in vitro para mostrar el potencial
de generacion de las tres capas de lineas germinales J)
Analisis de metilacion del promotor OCT4 K) Presencia de
la mutacion del paciente en las iPSc.

Fibroblasts Figure 1. Generation and characterization of MMA
cbiB type patient-specific iPSC lines. A). Patient

K iPSC stained for alkaline phosphatase activity. B). Normal
karyotype of patient iPS cell line. C-F). Representative

c.584G>A colonies of patient iPSC stained positive for the pluripotency-
p.Serl74fs associated markers. G-I). Immunofiuorescence analysis of

iPSC differentiated in vitro showing the potential to generate
cell derivatives of all three primary germ cell layers. J).
Methylation analysis of the OCT4 promoter by bisulphite
sequencing. K). Direct sequencing of genomic DNA from
patient iPSC identifying the mutations.
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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 in the research of the molecular basis and physiopathology
of different neurometabolic diseases, with the aim of identifying therapeutic targets and developing new treatment
strategies. Using next generation sequencing strategies (exomes and gene panels) we have identified novel genes
responsible for disease and developed a highly sensitive and efficient diagnostic strategy. In the lab we use cellular
models of disease (patients’ fibroblasts) and animal models (hypomorph mouse model of propionic acidemia). Recently
we have generated iPSc from fibroblasts from patients with organic acidemias (Figure 1) which will be differentiated to
cellular lineages relevant for the disease (hepatocytes, neuronal precursors, cardiomyocytes).

We have analyzed the effect of missense mutations in methylmalonic aciduria cbIB type and in a congenital defect in
glycosylation (PMM2-CDG), revealing a folding defect and decreased stability of the protein. This has led to the screening
and identification of pharmacological chaperones potentially suitable for the treatment of these diseases. We have developed
an in vivo model in mice for testing splice switching antisense oligonucleotide treatment in metabolic diseases (Figure
2). In addition we have analyzed mitochondrial dysfunction present in several disorders revealing an increase in ROS
and apoptosis levels resulting in altered mitochondrial morphology and respiration, oxidative damage and other alterations
observed in patient cells and in the murine model. We have identified a set of miRNAs which are deregulated in different
tissues of the hypomorph mouse model of propionic acidemia. The targets of these miRNAs are genes involved in apoptosis,
stress signaling, neurodegeneration and cardiomyopathy which could be involved in the physiopathology of the disease.
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Figura 2. Tratamiento con oligonucleétidos antisentido moduladores de
splicing en ratones Pahe"'?*. A) Los ratones fueron inyectados i.v. consecutiva-
mente con VMO-ex11 en las dosis indicadas y sacrificados 4 dias tras la primera
inyeccion. B) Niveles de L-Phe en sangre, C) Analisis por RT-PCR del mRNA de
la Pah en higado, D) proteina PAH por Western blot y E) Actividad enzimatica
relativa a un control. (Gallego-Villar et al. 2014).

Figure 2. Antisense oligonucleotide treatment in Pah*""?* mice. (A) Mice
were treated with i.v. injections with VMO-ex11 at the indicated doses and sa-
crificed at day 4 after the first injection. (B) Blood L-Phe levels, (C) RT-PCR
analysis of Pah-mRNA from liver, and (D) Western blot analysis showing PAH
protein levels in liver. (E) PAH enzyme activity relative to control wild-type levels.
(Gallego-Villar et al. 2014).
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Resumen de investigaci()n (Universidad de Castilla-La Mancha)

La entrada de Ca?* en la mitocondria a través del uniportador de Ca?* es importante para la sefializacion por Ca?* pero
su persistencia en la mitocondria se ha asociado con disfuncién mitocondrial y muerte celular. Estamos interesados
en el estudio de sistemas mitocondriales de sefializacién por Ca?* que no requieran su entrada en el organulo: los
transportadores mitocondriales de aspartato-glutamato (AGC) aralar y citrina, componentes de la lanzadera de malato-
aspartato (MAS) y los de ATP-Mg/Pi, o SCaMCs. Ambos se activan por Ca?* extramitocondrial regulando el transporte
de metabolitos y la funcionalidad mitocondrial. Nos hemos centrado en su papel en la regulaciéon de la respiracion
en células intactas y en la regulacion de los niveles de aspartato y glutamato cerebrales y su trafico cerebral. Hemos
encontrado que estos transportadores, en particular AGC1/Aralar, son esenciales en neuronas en cultivo para la res-
piracion mitocondrial basal y para su estimulacion en respuesta a diferentes cargas de trabajo.

El raton KO para AGC1/Aralar recapitula muchas caracteristicas de la deficiencia humana en AGC1, incluyendo ni-
veles cerebrales muy bajos de N-acetil-aspartato, hipomielinizacion y convulsiones. Propusimos que en cerebro la
sintesis de glutamato y glutamina en las células gliales requiere del aspartato producido en las neuronas, y reciente-
mente hemos verificado esta propuesta en retina, encontrando que la sintesis de glutamina en las células de Mdller
depende del flujo transcelular de aspartato desde los fotorreceptores. Estas nuevas funciones de AGC1/Aralar-MAS
en el trafico intra- e inter-celular de aminoacidos pueden servir de base para nuevas estrategias terapéuticas en esta
y otras enfermedades cerebrales.

El envejecimiento se caracteriza por la presencia de resistencia a insulina y leptina, y enfermedad cardiovascular.
Nuestro trabajo se centra en dos aspectos principales: 1) Las variaciones de la funcion cardiaca con la edad y la in-
fluencia de la restriccion calérica moderada; y 2) Los cambios con la edad en los efectos de CCK, tanto de saciedad
como de sensibilizacion a insulina y la posibilidad de revertir dichos cambios.

Figura 1. El uniportador de calcio mitocondrial (MCU)
y los transportadores de metabolitos dependientes
de calcio, SCaMCs y AGCs, median la sefializacion
por Ca?* a la mitocondria. MCU y SCaMCs son acti-
vados por concentraciones de [Ca?] en el rango pM
mientras que los AGCs requieren concentraciones
menores de Ca** citosdlico, sobre 100-300 nM, para
su activacion.

Figure 1. Mitochondrial Calcium Uniporter (MCU)
and Ca*-regulated mitochondrial carriers, SCaMCs
and AGCs, mediate Ca?*-signalling to mitochondria.
MCU and SCaMCs are activated by cytosolic [Ca®']
at uM range whereas AGCs require lower cytosolic
[Ca2*] about 100-300 nM for activation.
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Research summary

Ca?* entry in mitochondria through the Ca?* uniporter is important in cell Ca?* signaling, but its persistence in mitochondria
is associated with mitochondrial dysfunction and cell death. We are interested in the study of systems for Ca®* signaling
in mitochondria that do not require Ca?* entry in the organelle: the mitochondrial carriers of aspartate-glutamate (AGC)
aralar and citrin, components of the malate aspartate shuttle (MAS), and those of ATP-Mg/Pi, or Short CaMCs (SCaMCs)
which sense extramitochondrial Ca?*to regulate metabolite transport and mitochondrial functionality. We have focused on
their role in regulating respiration in intact cells and in the regulation of brain aspartate and glutamate levels and traffic.
We found that these transporters, particularly AGC1/Aralar, are essential for basal mitochondrial respiration of intact
cultured neurons and for the Ca?* dependent stimulation of respiration in response to different workloads.

The AGC1/Aralar KO mouse recapitulates many features of human AGC1 deficiency including very low levels of brain
N-acetyl-aspartate, hypomyelination and seizures. We proposed that in brain, glial glutamate and glutamine synthesis
requires aspartate produced in neurons, and we have now verified this proposal within the retina, finding that glutamine
synthesis in Miiller glial cells depends on the transcellular flux of aspartate from photoreceptors. These new functions
of AGC1/Aralar-MAS in intra- and intercellular traffic of amino acids may set the basis for new therapeutic strategies in
this and other brain disorders.

Aging is characterized by insulin and leptin resistance, and cardiovascular disease. We focus our work in two aspects:
1) Changes in heart function in aged rats fed ad libitum or after 3-months of moderate caloric restriction; and 2)
Changes in CCK satiating and insulin sensitizing effects looking for possible mechanisms involved in the development
of insulin resistance with aging and its reversion.
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Figura 2. Imagenes representativas de neuronas, obtenidas de ratones
silvestres y deficientes en el transportador SCaMC-3, transfectadas con la
sonda mitocondrial GO-ATeam-2 para monitorizar variaciones en los niveles
mitocondriales de ATP tras la adicion de NMDA.

Figure 2. Representative images of WT and SCaMC-3 KO neurons
transfected with the mitochondrial FRET-based ATP probe GO-ATeam-2 to
monitor changes in mitochondrial ATP levels after NMDA exposure.
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Resumen de investigacion

Nuestro grupo esta interesado en una serie de enfermedades neurodegenerativas, como Alzheimer, Isquemia cerebral
o tumores cerebrales que estan mayoritariamente asociados con la edad. Podriamos considerar que la “vida prome-
dio” de una especie o su longevidad, es en cierta manera especie-especifica, y sobre esta edad promedio diferentes
factores, ambientales (directamente ambientales o asociados a la dieta) o genéticos, pueden modificar ese proceso
de “envejecimiento normal”’. Hay por tanto una pregunta abierta... “hay mecanismos moleculares comunes en estas
patologias dependientes de la edad?. Los datos de diversos modelos animales apoyan la idea que la longevidad esta
controlada por vias de sefalizacion genéricas, por ejemplo la via de IGF1/Insulin-PI3K-Akt-FoxO. Datos publicados
indican que insulina/IGF-1 regulan longevidad de una manera analoga a lo largo de la escala filogenética. Asi, IGF-1/
Insulina a través de sus receptores quinasa de tirosina controla la actividad de la lipido-quinasa PI3K y varias quina-
sas del tipo serina-treonina tales, como Akt.

Nuestro grupo estéa interesado en patologias asociadas con la edad, enfocandose principalmente en el papel de la via
de sefializacion que se inicia en PI3K-Akt. Nuestros estudios iniciales se centraron en GSK3 y en Akt, y definimos el
papel de las isoformas de GSK3 y de las isoformas de Akt en el morfogenesis neuronal; y como esta via PI3K-Akt
se modifican después de procesos de Isquemia. Definimos el papel protector de neurosteroides, tales como estradiol,
y describimos, que al menos en parte, es debido a la activacion de esta via PI3K-Akt. En segundo lugar, estamos
analizando el papel de elementos por debajo de Akt, como mTORC1. La actividad quinasa de este complejo proteico
regula, al menos la sintesis de la proteina y el proceso de autofagia; mientras que su disfuncion se ha propuesto
como un factor determinante en la generacion y/o la degradacién del péptido beta-amiloide, en la enfermedad de
Alzheimer. En tercer lugar estamos interesados en algunos elementos regulados por Akt (tales como FoxO y Bim), ya
que nuestros datos indicaron que son responsables, del control de la division de células troncales tumorales... y del
mantenimiento de su fenotipo “troncal-tumoral”. Nuestro trabajo ahora se esta centrando el estudio de la conversion
astrocito-astrocitoma-glioma y estamos tratando de definir qué elementos controlados por Akt podrian regular esta
conversion y como se traduce en la perdida de la funcién citosqueleto/funcionalidad celular.

Resumiendo, nos estamos centrando en la via y los elementos que controlan el proceso fisioldgico, de la division de
célula a la diferenciacion, y como algunas de estas proteinas de PI3K-Akt se modifican en patologia.

Figura 1. Esquema del tratamiento de los ratones trans-
génicos APP/PS1 y del andlisis de la carga amiloide (BA
1-40 y pA1-42) y niveles de tau fosforilados , con los dife-
rentes liposomas usados.

Figure 1. Scheme of the treatment of APP/PS1
transgénicos mice with different used liposomes and of
the analysis of the amyloid burden (A1-40 and pA1-42)
and fosforilados levels of tau.
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Research summary

Our group mostly interested in neurodegenerative disorders is now focusing in a group of brain disorders associated
with aging, such as Alzheimer, disease, Stroke and some type of brain tumours. In fact, we could consider that life-span
or longevity is in some way specie-specific, and in addition can be affected by environment changes or mutations in
simple genes. Thus one open question is ... are there common molecular mechanisms underlying the age-dependency
of several disorders?. Data from different animal models strongly support that idea that longevity is controlled by
several genetic pathways, such as: IGF1/Insulin-PI3K-Akt-FoxO. Some reports indicate that insulin and IGF-1 regulate
longevity in a conserved manner. IGF-1/Insulin through their tyrosine kinase receptors controls the activity of Class1
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) and several serine-threonine kinases such as Akt.

We are interested in the analysis of the molecular mechanisms of some brain disorders, mainly focusing in the role of
PI3K-Akt and some of the Akt substrates, trying to understand the key points of these processes. Our initial studies
were focused on GSK3 and in Akt, we defined the role of GSK3 and Akt isoforms in the neuronal morphogenesis and
how they are modified after Ischemia. We defined how the neuroprotective role of neurosteroids, such as estradiol, is
due to the activation of PI3K-Akt pathway, at least in part. Second, we are analysing the role of the Akt downstream
element, mMTORC1. The kinase activity of this protein complex control, at least in part, protein synthesis and autophagy;
whereas its dysfunction has been considering a key factor of beta amyloid generation and/or degradation in Alzheimer
disease. Third, we are analysing some Akt-downstream elements (such as FoxO and Bim), and our data indicated that
they are responsible of the cell division of cancer-stem cells and the maintenance of its phenotype. Our work is now
focusing on the conversion from astrocyte-astrocytoma-glioma triyng to define the role Akt-downtream elements and
the regulation of cytoskeleton/cellular function.

In summary, we are focusing on track PI3K-Akt signalling and elements that control some physiological process, from
cell division to differentiation, and how some of these proteins are modified in pathology.

Publicaciones / Publications Otras actividades / Other activities

Marta Bolos, Lara Ordofiez-Gutierrez , Francisco Wandosell, Isidro
Ferrer, Eva Carro (2013) “Neurogenic effects of BAmyloid in the cho-
roid plexus epithelial cells in Alzheimer disease Cellular and Mol. Life
Sci;70(15):. 2787-97.

Master Genética y Biologia Celular (conjunto con UAM y UAH ) “En-
vejecimiento celular” . Responsables Dr?. Rosa Sacedon y Dr? Mar-
ta Torroba. Departamento de Biologia Celular, Facultad de Biologia
(Cursos 2012y 2013). UCM.

Master en Biologia Molecular y Celular. Departamento de Biologia

Lara Ordofez-Gutiérrez, Juan Maria Torres, Rosalina Gavin, Marta 219Y! 4 <l e
Molecular (Ciencias) y Departamento de Bioquimica (Medicina) de

Antén, Ana Isabel Arroba-Espinosa, Juan-Carlos Espinosa, Cristina

Vergara, José A. del Rio and Francisco Wandosell (2013) “Cellular
Prion protein (PrPC) modulates 3-amyloid deposition in aged APP/PS1
transgenic mice” Neurobiology of Aging, 34 : 12 , 2793-804

Banon-Rodriguez |, Saez de Guinoa, J, Bernardini, A, Ragazzini, C,
Fernandez, E, Carrasco,Y.R., Jones, G., E., Wandosell, F. and Anton
I.. (2013) “WIP Regulates Persistence of Cell Migration and Ruffle For-
mation in Both Mesenchymal and Amoeboid Modes of Motility” PLoS
ONE 8(8):e70364.

Ana del Puerto, Francisco G Wandosell, Juan José Garrido (2013)
“Neuronal and glial purinergic receptors functions in neuron develop-
ment and brain disease.”. Frontiers in Cellular Neuroscience 28;7:197.

M.J. Benitez, D. Sanchez-Ponce, J.J. Garrido and F. Wandosell.
(2014)"Hsp90 activity is necessary to acquire a proper neuronal polari-
zation” Molecular Cell Research -BBA 1843: 2- 245-52.

D. Simon, M? E. Herva, M.J. Benitez,,J.J. Garrido, A.l. Rojo 3, A. Cua-
drado 3, J.M. Torres and F. Wandosell (2014) “Dysfunction of the PI3K-
Akt-GSK-3 pathway is a common feature in cell culture and in vivo
models of prion disease Neuropathology and Applied Neurobiology
Apr;40(3):311-26.

M.J .Pérez-Alvarez andF. Wandosell, (2013).“Estradiol in CNS: Role in
Neurodegeneration “In Palmeri Rand Grimaudo S (ed) Estradiol: synthe-
sis, health effects and drug interaction, first edn. Nova, New York, 35-68

Wandosell, F. (2014). TITULO Mecanismos moleculares de la enferme-
dad de Alzheimer: Causas genéticas y “esporadicas”. Neuroproteccion
en enfermedades Neuro y Heredo degenerativas. Garcia Rodriguez, J.C.
(Ed.) Barcelona, Espafia: OmniaScience; 2014. pp.33-52.  http://dx.doi.
org/10.3926/oms.124.

la UAM (2012-2013, 2013-2014) Mddulo: Migracion y Motilidad
celular: Polaridad y diferenciaciéon neuronal (BM9) F. Wandosell.
Coordinadoras-Dr?. Inés Anton (Centro Nacional de Biotecnologia)
Dr? . Margarita Cervera (Dpto. de Bioguimica, UAM).

Master en Biomedicina Molecular. Departamento de Biologia Mo-
lecular y de Bioquimica (UAM). Médulo: ENFERMEDADES NEU-
ROLOGICAS (BMMS6) (2012-2013, 2013-2014) Coordinadores: Dr.
Javier Diaz Nido (Dpto. Biologia Molecular UAM), Dr. Francisco
Wandosell (CBMSO, CSIC-UAM).

Plasmac 140 and 142 1A levels

Brain: P-Tau and BA levels I
PALIP ﬁ " ﬁ |

142

cLiP %'" ﬁ' l

M- L. Ovdofiez-Gutisrmes of al, 2014

Figura 2. Reduccion de la Amyloidosis tras el tratamiento con Liposomas con-
teniendo PA o CL, o controles (c). Inmunofulorescencia de secciones de cor-
teza cerebro de ratones transgenicso (APP/PS1) [GFAP(verde), amiloide(rojo)
y nucleos (azul)]

Figure 2. Reduction of Amyloidosis after Liposome treatmentc with containing
PA or CL, or controls (C). Inmunoflourescence of brain sections of APP/PS-
1transgenic mice [GFAP (green), amyloid (red) and nuclei (blue)]
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Resumen de investigacion
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En los ultimos 15 afos, el grupo ha estudiado dos DNA polimerasas humanas (PolA y Polu) descubiertas en nuestro
laboratorio, y que estan implicadas en reparacion de roturas de doble cadena de DNA (DSBs) mediante reunion de
extremos no homologos (NHEJ). En los dos ultimos afios hemos demostrado el papel del dominio “broche” y de una
red de interacciones que posibilitan la conexion de los extremos de la rotura, y el adecuado posicionamiento del Loop 1
de Polp durante NHEJ. También hemos determinado la validez e idoneidad del uso de NTPs como sustratos de NHEJ
para Poly, su propensién a generar expansiones en secuencias repetidas, y su regulaciéon mediada por fosforilacion
de los dominios BRCT y Loop 1 por Cdk2/ciclina A. Asimismo, hemos estudiado ortélogos de levaduras y bacterianos
de estas DNA polimerasas, demostrando su implicacién en translocaciones cromosémicas, y en tolerancia al dafio
oxidativo. En colaboracién con Aidan Doherty (GSDC, Univ Sussex, UK) hemos completado la caracterizacion de la
polimerasa de Mycobacterium tuberculosis implicada en NHEJ (PolDom), y evidenciado su paralelismo mecanistico
con PolA y Poly. El andlisis in vivo de la funcion de PolA y Polu se esta llevando a cabo mediante modelos celulares y
murinos deficientes en una o en ambas enzimas, y en colaboracién con Antonio Bernad (CNB, Madrid) hemos demos-
trado el impacto de Polu en inestabilidad genémica y envejecimiento.

Finalmente, hemos caracterizado una nueva primasa/polimerasa (PrimPol) en células humanas, que esta implicada
en tolerancia al dafio durante la replicacion del DNA nuclear y mitocondrial y es capaz de reiniciar cadenas de DNA
bloqueadas por estrés replicativo. Estos estudios, iniciados en colaboracion con lan Holt (MRC, UK), y Juan Méndez
(CNIO, Madrid), seran continuados mediante el analisis de un modelo murino de deficiencia (KO), viable, para demos-
trar la importancia de PrimPol en mitocondriopatias, envejecimiento y cancer.

Figura 1. Seleccioén de la base molde: papel de los resi-
duos Phe63 y Phe64. Esquema que muestra dos opciones

2-nt gap Fe de PolDom para resolver gaps mayores de 1 nucleétido
. o X durante NHEJ: la cadena molde se “comprime” y el gap se

Y \\ rellena al completo (izquierda); la cadena molde se disloca,

1 y se pierde secuencia al copiarse parcialmente el gap (de-

Figure 1. Selecting the Templating Base: Roles of
Residues Phe63 and Phe64. A cartoon showing the
dichotomy that PolDom confronts when dealing with gaps
longer than 1 nt during NHEJ: the template strand is either
“scrunched,” and the gap filled-in correctly (left side), or
the template strand is dislocated and sequence is lost with
the production of frameshifts (right side). Phenylalanines
Phe63 and Phe64 are shown as blue hexagons holding
the kink in the DNA substrate (yellow).

by f ' l P P recha). Phe63 y Phe64 se representan como hexagonos
Fa 2 4 1 Fe azules que mantienen “doblado” el DNA (amarillo).
A g . ' A D
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Research summary

Since the last 15 years, our group studies two eukaryotic DNA polymerases (PolA and Polu), discovered in Blanco
laboratory, that are involved in DNA double-strand break repair (DSBs) by nonhomologous end joining (NHEJ). In the
last two years we showed the role of a specific motif (“brooch”) and a network of conserved interactions that facilitate
both end-bridging at the DSB, and the adequate positioning of Loop1 during NHEJ by Polu. We also demonstrated that
NTPs are ultimate Polu substrates during NHEJ, the propensity of Polu to generate nucleotide expansions on iterative
sequences, and its regulation via phosphorylation of BRCT and Loop 1 by Cdk2-cyclinA. We also studied the yeast
and bacterial orthologues of these human polymerases, demonstrating a direct role in chromosomal translocations
and damage ftolerance. In collaboration with Aidan Doherty (GSDC, Univ Sussex, UK) we have completed the
characterization of Mycobacterium tuberculosis PolDom, involved in the NHEJ pathway, whose mechanism was
shown to be convergent with that of PolA and Polu. 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. In collaboration with Antonio Bernad
(CNB, Madrid), Polu was shown to have an impact in genome instability and aging.

Finally, we have characterized a novel primase/polymerase (PrimPol) in human cells, and shown its involvment in damage
tolerance and maintenance during replication of both nuclear and mitochondrial DNA, being able to reprime forks stalled
as a consequence of replicative stress. These studies, initiated in collaboration with lan Holt (MRC, UK), and Juan Méndez
(CNIO, Spain), will be continued with the analysis of a mouse model of PrimPol deficiency (KO) which is viable, paying
special attention at mitochondrial-dependent phenotypes, and at its value as a model for aging and tumorogenesis.
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EP13159629. Pais de prioridad: Europa. Fechas de prioridad: 15
Marzo 2013. Propiedad: Sygnis Biotech S.L.U.

Organizador del Cantoblanco Workshop: “Polymerases involved in
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cular 2014, a Luis Blanco.

Tesis doctorales / Doctoral theses

Ana Aza Montoya (2014). In vivo role of DNA polymerases lambda
and mu in Genome Stability. 2014. Universidad Autdbnoma de Madrid.
Directores: Luis Blanco Davila y Gloria Terrados Aguado.

Ana Gomez Bedoya (2013). Andlisis estructura-funcion de la DNA
polimerasa lambda humana y su implicacion en la reparacion del
DNA mediante NHEJ. Universidad Auténoma de Madrid. Director:
Luis Blanco Davila.

Sara Garcia Gémez (2013). PrimPol, una nueva primasa/polimerasa
en células humanas. Universidad Auténoma de Madrid. Directores:
Luis Blanco Davila y Maria Isabel Martinez Jiménez.
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Figura 2. Soluciones alternativas de la PrimPol humana para tolerar lesiones.
(A) La replicacion se detiene/frena al encontrar una lesion en el molde, acumu-
landose DNA de cadena sencilla por delante de la lesion. (B) PrimPol resuelve el
problema de tres maneras: 1) por lectura directa de lesiones, como 8oxoG; 2) es-
quivando lesiones ilegibles (sitios abasicos, 6-4PP...) mediante realineamiento
del primer por delante de la lesion; 3) sintesis de un nuevo primer tras la lesion.
(C) PrimPol puede ser considerada el arquetipo de las primasas convencionales,
especializadas in sintetizar primers de RNA exclusivamente.

Figure 2. Alternative solutions for translesion DNA synthesis by human PrimPol.
(A) DNA replication is stalled when the replicative DNA polymerase encounters
a lesion in the template DNA, accumulating ssDNA ahead of the lesion. (B)
PrimPol is able to resolve this problem by 3 different mechanisms :1) directly
reading lesions as 80xoG, acting as a conventional TLS polymerase; 2) skipping
unreadable lesions (abasic sites, 6-4PP...) by microhomology-mediated primer
realignment ahead of the lesion; 3) synthesizing a new primer ahead of the le-
sion, as a TLS primase. (C) PrimPol can be considered the archetype of more
conventional primases operating in the lagging strand, that are specialized in
making RNA primers exclusively.
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Se han analizado los mecanismos que regulan la traduccién de mRNAs virales y celulares, asi como los efectos citopato-
génicos de proteinas virales individuales sobre las células de mamifero. En el pasado reciente, nos hemos centrado en el
estudio de 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
neurodegenerativas de etiologia desconocida, tales como la esclerosis mdltiple y la enfermedad de Alzheimer.

Regulacion de la traduccion de mRNAs celulares y virales. Se ha estudiado el efecto de proteasas virales sobre la
traduccion de diversos mRNAs, asi como sobre la redistribucion de proteinas celulares entre el nucleo y el citoplasma.
Notablemente, las proteasas 2A y L de picornavirus son capaces de dar independencia del factor elF2 para la traduc-
cion de los MRNAs virales.

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 traduccion. El virus Sindbis constituye un buen modelo para estos
estudios. La traduccion del mRNA subgendmico de este virus no utiliza diversos factores de iniciacién de la traduccién
(Figura 1). Hemos descrito la independencia del elF4A en las células infectadas, pero este factor lo requiere en siste-
mas de traduccion in vitro. Se estan llevando a cabo distintas construcciones que varian la estructura de este mMRNA
viral para determinar con exactitud su mecanismo de traduccion.

Enfermedades neurodegenerativas. Se han desarrollado varios ensayos para detectar la presencia de infecciones
fungicas, tanto en sangre periférica como en liquido cefalorraquideo 6 en muestras de cerebro de pacientes diagnos-
ticados con esclerosis multiple 6 enfermedad de Alzheimer (Figura 2). Se han detectado niveles elevados de macro-
moléculas fungicas, tales como polisacaridos, proteinas y DNA en estas muestras. Estos resultados abren una nueva
via de investigacion sobre la etiologia de estas enfermedades.

MEFs PKR ™" Células de insecto C6/36
Mock SINV Mock  SINV Mock  SINV
- Tg hipp - Tg hipp - Ars - Ars - hipp - hipp

b —

Figura 1. Efecto de inhibidores de los factores de inicia-
cion elF2, tapsigargina (Tg) 6 arsenito sédico (Ars) y del
elF4A, hipuristanol (hipp) sobre la sintesis de proteinas
celulares y del virus Sindbis en células de ratén y en cé-
lulas de insecto.

Figure 1. Effect of inhibitors of translation initiation factors
elF2, tapsigargin (Tg) or sodium arsenite (Ars) and elF4A,
hippuristanol (hipp) on protein synthesis from mock-
infected cells and from cells infected with Sindbis virus in
mouse or insect cells.
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Research summary

The mechanisms that regulate translation of cellular and viral MRNAs have been analysed, as well as the cytopathogenic
effects of individual viral proteins on mammalian cells. In recent past, we focussed our interest in two types of viral proteins:
proteases and viroporins. In addition, we have devoted some efforts to elucidate the presence of fungal infections as the
potential etiology of several neurodegenerative diseases, including multiple sclerosis and Alzheimer’s disease.

Translational regulation of cellular and viral mMRNAS. The action of viral proteases on the translation of different mRNAs
has been analysed. We have also studied the redistribution of cellular proteins between the nucleus and the cytoplasm.
Notably, the picornavirus 2Apro and Lpro are able to provide elF2 independence for the translation of viral mRNAs.

Some viralMRNAs can be translated by a dual mechanism and require different initiation factors depending on the translation
context. In this regard, Sindbis virus constitutes a good model system for these studies. Translation of the subgenomic mRNA
from this virus does not require several initiation factors, such as elF4A in the infected cells (Figure 1). However, elF4A is
necessary for translation for this mRNA in in vitro systems. At present, several constructs bearing different structures in the
subgenomic mRNA have been obtained, in order to determine the precise mechanism of its initiation.

Neurodegenerative diseases. A number of assays have been developed to detect the presence of fungal infections in
peripheral blood, cerebrospinal fluid and brain samples from patients diagnosed with multiple sclerosis or Alzheimer’s
disease (Figure 2). Elevated levels of fungal macromolecules have been detected, such as polysaccharides, proteins
and DNA. These findings open a new field of research on the etiology of these neurodegenerative diseases.

Publicaciones / Publications
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(2014). L-protease from foot and mouth disease virus confers elF2-
independent translation for mMRNAs bearing picornavirus IRES. FEBS
Lett. 588(21): 4053-4059.

Figura 2. Analisis inmunohistoquimico de células fungicas en el cortex frontal de
un paciente con enfermedad de Alzheimer. Aparece el nucleo tefiido con DAPI
(azul), las células fungicas (verde) y neurofilamentos (rojo).

Alonso, R., Pisa, D., Marlr}a, A..I., I\/llorato., E., Rgbano, A-. anq Cq— Figure 2. Immunohistochemistry analysis of fungal infection in human frontal
rrasco, L. (2014). Fungal infection in patients with Alzheimer’s di- cortex from an Alzheimer’s disease patient. DAPI staining (blue), fungal cells
sease. J. Alz. Dis. 41(1): 301-311. (green) and neurofilaments (red).

Sanz, M.A., Garcia-Moreno, M. and Carrasco, L. (2014). Inhibition of
host protein synthesis by Sindbis virus: correlation with viral RNA replica-
tion and release of nuclear proteins to the cytoplasm. Cell Microbiol. Oct.
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Resumen de investigacion

En respuesta a distintas situaciones de estrés, incluidas infeccion viral, falta de nutrientes y radiacién ultravioleta, la
fosforilacion transitoria de la subunidad a del factor de iniciacién de la traduccion 2 (elF2a) reduce la sintesis global de
proteinas, atenuando el gasto energético y facilitando la reprogramacion de la expresién génica para remediar el dafio.
Nuestro interés se ha centrado en estas lineas:

1) Las elF2a quinasas modulan el ciclo celular y la diferenciacion sexual en Schizosaccharomyces pombe. Los tres
miembros de la familia responden de forma diferencial al estrés producido por escasez de nutrientes, siendo la fosfo-
rilacidn del factor elF2a esencial para la correcta parada del ciclo celular en la fase G1y para el apareamiento de las
células en ausencia de nitrégeno, promoviendo su supervivencia.

2) Ccr4-Not es un complejo que coordina diferentes aspectos de la regulacion de la expresion génica, desde la sintesis
de ARNm a su degradacién. Hemos estudiado la relacion de varias proteinas del complejo Ccr4-Not con los sistemas
de respuesta a estrés en Schizosaccharomyces pombe. A través de la interaccion proteina-proteina y la relacion gené-
tica hemos intentado desentrafiar los vinculos entre las rutas de MAPKs activadas por stress y el complejo Ccr4-Not.

Recientemente, nuestro grupo y el del Dr. Ivan Ventoso se han fusionado para desarrollar mejor nuestros objetivos
consistentes en: i) estudiar la forma en que las células detectan distintas formas de estrés (radiacion ultravioleta,
escasez de nutrientes), y responden, a través de la actividad de las elF2a quinasas; ii) descripcion exhaustiva de la
reprogramacion traduccional en respuesta a estrés utilizando como sistemas modelo el ratén y la levadura de fision
S. pombe; iii) identificacion de secuencias y estructuras de los mRNAs, asi como de factores proteicos, implicados en
dicha reprogramacion de la expresion génica; iv) estudiar las implicaciones de estos procesos en la longevidad y en el
desarrollo de enfermedades relacionadas con la edad (cancer).

A
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Sn g
6hr \A - ‘A Figura 1. En S. pombe la fosforilacién de elF2a es necesaria para una correcta
. g parada del ciclo celular en la fase G1 en situaciones de ausencia de nitrégeno.
LI L (A) Mediante citometria de flujo, se observa que en ausencia de nitrégeno las
: : células elF2aS52A, que expresan un elF2a no fosforilable, retrasan significativa-
5h L r mente su parada en la fase G1 del ciclo celular. (B) En las micrografias dpticas
1 (Nomarski) y fluorescentes (DAPI) se observa que, a diferencia de las células
T 1 salvajes (WT) que pasan de G2-M a G1 dividiéndose y redondeandose, las célu-
4h " las elF2aS52A contintian alargandose sin llegar a dividirse.
e p i Figure 1. In S. pombe elF2a phosphorylation is required for proper G1 phase cell
% E cycle arrest when growing in the absence of nitrogen. (A) Using flow cytometry,
3h* . it is observed that in the absence of nitrogen elF2aS52A cells, which express a
sl - non-phosphorylatable elF2a, significantly retard arrest in G1 phase of the cell
d cycle. (B) The optical (Nomarski) and fluorescent (DAPI) micrographs show that,
oh' k r K unlike the wild-type cells (WT) which move from G2-M to G1 by division and
A ; rounding, elF2aS52A cells continue to elongate without producing cell division.
WT elF2uS52A

150



CBMSO 2013-2014

Publicaciones / Publications

Research summary

In response to different environmental stresses, including viral infection, nutrient deprivation, and ultraviolet light
exposure, the transient phosphorylation of the a subunit of translation initiation factor 2 (elF2a) rapidly reduces global
protein synthesis, which lowers energy expenditure and facilitates reprogramming of gene expression to remediate
stress damage. Our recent work has been focused on these major lines:

1) Regulation of cell cycle and sexual differentiation by elF2a kinases in Schizosaccharomyces pombe. There
is a differential response of the three members of this kinase family to nutrient deprivation-mediated stress, being
phosphorylation of elF2a essential for the proper G1-phase cell cycle arrest and for the cell mating in the absence of
nitrogen, leading to their survival.

2) Ccr4-Not complex is a coordinator of different aspects of gene expression regulation, from mRNA synthesis to
degradation. We have studied the relationship of several Ccr4-Not complex proteins with stress response in
Schizosaccharomyces pombe. Through protein-protein interaction and genetic relationship we have unravel the
mechanistic links between stress-activated MAPKs and Ccr4-Not complex.

Recently, our group and Dr Ivan Ventoso group have joined together in order to better develop our objectives: i) to study
the mechanisms by which cells detect and respond to distinct stress forms (ultraviolet radiation, nutrient deprivation)
through the activity of elF2a kinases; ii) exhaustive description of the translational reprogramming in response to stress,
by using mouse and fission yeast S. pombe as models; iii) identification of mMRNA sequences and structures, together
with protein factors, involved in the above mentioned reprogramming of gene expression; iv) to study the implications
of these processes in longevity and in the development of age-related diseases (cancer).

Tesis doctorales / Doctoral theses
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fission yeast elF2a kinases Hri1 and GCN2 in response to nutritional
stress. J. Cell Sci.. 126, 3010-3020.

Matia-Gonzalez, A.M., Hasan, A., Moe, G.H., Mata, J. and Rodriguez-
Gabriel, M.A. (2013) Functional characterization of Upf1 targets in
Schizosaccharomyces pombe. RNA Biol. 10, 1057-1065.

Fernandez-Vazquez, J., Vargas-Pérez, |., Sansé, M., Buhne, K,
Carmona, M., Hermand, D., Rodriguez-Gabriel, M.A., Ayté, J.,
Leidel, S. and Hidalgo, E. (2013) Modification of tRNA(Lys) UUU
by elongator is essential for efficient translation of stress mRNAs.
PLoS Genet. 9, e1003647.

Garcia-Santamarina, S., Boronat, S., Calvo, I.A., Rodriguez-Gabriel,
M.A., Ayté, J., Molina, H. and Hidalgo, E. (2013) Is oxidized thioredo-
Xin a major trigger for cysteine oxidation? Clues from a redox proteo-
mics approach. Antioxid Redox Signal. 18, 1549-1556.

Jiménez-Diaz, A., Remacha, M., Ballesta, J.P.G. and Berlanga, J.J.
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Symposium on “Found in translation: Exploring the role of protein
synthesis in stress and disease”. Fundaciéon Ramon Areces, Madrid.
Junio 2014.

Marina Portantier (2013). Papel del complejo Ccr4-Not en la res-
puesta a estrés mediada por la MAPK Spc1 en Schizosaccharomy-
ces pombe. Universidad Auténoma de Madrid. Director: Miguel Angel
Rodriguez Gabriel.
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Figura 2. Esquema de la reprogramacion traduccional en respuesta a estrés
utilizando como sistemas modelo el ratén y la levadura de fisién S. pombe.

Figure 2. Scheme of translation reprogramming during stress response in
mouse and fission yeast.
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El interés general de nuestro laboratorio es descifrar la informacioén regulatoria del genoma de los mamiferos y, en con-
creto, tratar de entender como las células coordinan la iniciacion de la replicacién y de la transcripcion para responder a
cambios ambientales o a determinantes de identidad celular. Para ello combinamos aproximaciones gendmicas dirigidas
a caracterizar a gran escala los sitios de inicio de la replicacion, la estructura de la cromatina y sus modificaciones epige-
néticas con aproximaciones de biologia molecular de alta resolucion en regiones especificas. Utilizamos como sistemas
modelo células humanas y de ratén, tanto silvestres como mutantes en varios de los componentes de la cromatina.

A lo largo de los ultimos afios se han publicado varios mapas de la localizacion gendémica de los origenes de replicacion
en células de mamiferos. Estos estudios han demostrado que, aunque la sintesis de DNA puede empezar en multitud de
regiones distintas, aquellas que co-localizan con los promotores de los genes son los origenes de replicacion mas eficien-
tes y conservados entre los distintos tipos celulares. En nuestro trabajo reciente hemos encontrado que en estos origenes
eficientes la replicacion se inicia en regiones de alta ocupacion nucleosomal. Por el contrario, los sitios a los que se une el
Complejo de Reconocimiento de los Origenes (ORC) se encuentran inmediatamente adyacentes y colocalizan con sitios
de posicionamiento de nucleosomas labiles. A partir de estos resultados nuestra hipétesis de trabajo es que la arquitectura
nucleosomal en los origenes de replicacion dicta los sitios de sintesis de la cadena leading del DNA. La reposicion de estos
nucleosomas especificos en las cadenas hijas proveeria de la oportunidad para cambiar la estructura de la cromatina de
estas regiones promoviendo asi los cambios que se producen durante la diferenciacion celular y el desarrollo.

Nuestros estudios estan enfocados a dilucidar el mecanismo que acopla la transmisién de la informacion genética y epi-
genética de las regiones reguladoras que controlan la iniciacion de la replicacion y de la transcripcion. Este conocimiento
contribuira a una mejor comprension del complejo papel regulador de la cromatina en la estabilidad y versatilidad del ge-
noma. Ademas, el entender las interacciones moleculares entre el complejo ORC y los nucleosomas tiene implicaciones
para interferir con este tipo de unién entre ORC y los origenes de replicacion y controlar asi la division celular.
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Figura 1. Distribucion de los sitios de unién de ORC y de
nucleosomas labiles en origenes de replicacion eficientes
en células humanas.
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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 and their epigenetic requirements, with genome-wide approaches
aimed to reveal the complexity of the organization of both basic genomic processes. As model systems we use human
and mouse cells, both wild-type and mutant for several key chromatin components and regulators.

During the last years several efforts to map replication origins genome-wide in mammalian cells revealed that, although
DNA synthesis can start at multiple genomic sites, those co-localizing with gene promoters are more efficiently
activated and more conserved across cell types. We have recently demonstrated that replication initiation sites at these
efficient promoter-origins occur at positions of high nucleosome occupancy. The binding sites for the Origin Recognition
Complex (ORC), however, occur at adjacent but distinct positions marked by labile nucleosomes. Derived from these
studies, our working hypothesis is that nucleosome architecture at replication origins dictates the start sites of leading
strand synthesis and that the reposition of these specific nucleosomes behind the replication fork could provide the
opportunity to change the chromatin structure that could promote a switch during cell differentiation and development.
Our studies aim to provide fundamentally new and important insight into the mechanisms by which transmitting genetic
and epigenetic information of the regulatory regions that control replication and transcription initiation sites are coupled.
This knowledge will likely contribute to a better understanding of the complex role of chromatin in regulating the genome
versatility and stability. In addition, understanding the molecular interactions between ORC and nucleosomes might
have implications for interfering with this type of ORC-origin binding to control cell division.
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Lombraria, R., Almeida, R., Revuelta, |., Madeira, S., Herranz, G.,
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Figura 2. Dinamica de nucleosomas durante la activacién del origen de replica-
cién humano LaminB2 al principio de la fase S del ciclo celular.

Figure 2. Nucleosome dynamics at the human replication origin LaminB2 upon
S-phase entry.
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Cell division, genome replication and chromatin
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La transicion a la multicelularidad requiri6 el desarrollo de nuevas estructuras y mecanismos para coordinar la division
celular, la adquisicion de identidades y la diferenciacién en complejas redes regulatorias. Nuestro grupo esta interesado
en entender los mecanismos que controlan estos procesos y como la epigenética afecta a dicha coordinacion.

Para ello, usamos la planta Arabidopsis thaliana que nos permite realizar abordajes moleculares, celulares, genéticos y
genoémicos. Ademas, el desarrollo en plantas, al contrario que en animales, es postembrionario y continuo durante toda la
vida. Asi, nuestra investigacion esta encaminada a responder cuestiones fundamentales sobre control de la proliferacion ce-
lular, la homeostasis celular y la replicacion del genoma de organismos multicelulares y su regulacion a nivel de organismo.

La proliferacion celular es fundamental para la organogenesis que a su vez esta determinada por un estricto control de
la expression génica.

Estudiamos la dinamica de la cromatina a lo largo del ciclo celular con especial énfasis en dos aspectos: uno, la regula-
cion del potencial de proliferacion, muy relacionado con el control de la expression génica en G1y en G2, y la salida a
diferenciacion, y otro, relacionado con la duplicacion del genoma.

La duplicacion del genoma implica que no solo el DNA sino la cromatina tiene que ser duplicada en cada ciclo celular.
A su vez, varias etapas de la replicacion estan asociadas a estados especificos de la cromatina. Hemos identificado 9
estados de cromatina que definen el genoma de Arabidopsis en virtud de combinaciones de marcas epigenéticas. Esta-
mos desarrollando metodologias gendmicas para estudiar los origenes de replicacion en todos los tipos celulares de un
organismo completo para determinar la influencia de las condiciones hormonales, las sefales de desarrollo y el ambiente
en su actividad. Este abordaje nos permite el uso de mutantes para el estudio de la replicacion del genoma.
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Research summary

The transition to multicellularity required the evolution of novel structures and mechanisms to coordinate cell division,
acquisition of cell fates and the differentiation and establishment of complex regulatory networks. Our group is
interested in understanding the mechanisms that control these processes and how epigenetic mechanisms affect such
coordination.

To that end, we use the model plant Arabidopsis thaliana that offer us the possibility of carrying out molecular, cellular,
genetic and genomic approaches. In addition, plant development, contrary to the situation in animals, is post-embryonic
and occurs during the entire life of the organism. Our research is aimed at understanding fundamental questions on cell
proliferation control, cellular homeostasis and genome replication in multicellular organisms.

Cell proliferation is crucial for organogenesis, which is determined by a strict control of gene expression patterns.

We study chromatin dynamics along the cell cycle with special emphasis in two aspects: one, the regulation of cell
proliferation potential, very related to the control of gene expression in G1 and G2, and the exit to differentiation, and
another, related to genome replication.

This implies that not only DNA but chromatin needs to be duplicated every cell cycle. In turn, several stages of genome
replication are associated with specific chromatin states. We have identified 9 distinct chromatin states that define
the Arabidopsis genome based on specific combinations of epigenetic marks (signatures). We are also developing
genomic strategies to study the functional properties of replication origins in all cell types of the whole organism to
determine the influence of hormonal conditions, developmental signals and the environment. This approach is allowing
us to use mutants to study genome replication.

Publicaciones / Publications Tesis doctorales / Doctoral theses
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Figura 2. Identificacion de las histonas H3.1 y H3.3 en la
raiz de Arabidopsis.
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Figure 2. Identification of histone H3.1 and H3.3 in the
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Nuestro grupo esta interesado en entender mecanismos alternativos de iniciacién de la traduccion. Los sitios de entra-
da interna del ribosoma (IRES) son regiones del mRNA que forman complejos ribonucleoproteicos en los que la estruc-
tura del RNA determina tanto su actividad como la interaccion con proteinas implicadas en iniciacion de la traduccién.
El estudio reciente de Gemin5, un regulador negativo de la traduccion, ha demostrado que interacciona con RNA a
través de su extremo C-terminal. La interaccion de Gemin5 con el IRES permite flexibilidad de secuencia pero requiere
una horquilla rodeada de una secuencia rica en Cs y Us. La interaccion de Gemin5 con el IRES desplaza de su sitio
de union a PTB, un estimulador de la iniciacion interna explicando su efecto como regulador negativo. El estudio de los
dominios de la proteina que interaccionan con el IRES ha revelado la presencia de un motivo de uniéon a RNA bipartito
en el que RBS1 interacciona con RNA con mayor afinidad y RBS2 alberga el motivo regulador de la traduccion (Fig 1).

Motivos conservados evolutivamente en el RNA determinan su estructura terciaria. El conocimiento de la estructura de
un subdominio conservado y esencial del IRES ha permitido predecir secuencias que pliegan como esta region en se-
cuencias de genomas mediante el algoritmo Inverse Folding. De esta forma determinamos que una parte de la regiéon
codificante del factor TAF6 de Drosophila melanogaster es capaz de conferir una débil iniciacion interna, demostrando
que es una herramienta util para predecir motivos tipo IRES. Recientemente hemos descrito que el plegamiento del
elemento IRES depende de la concentracion ionica del medio (Fig 2). Mientras que a concentraciones de iones diva-
lentes cercanas a la concentracion fisiolégica la estructura del IRES es flexible, concentraciones altas constrifien la
estructura del IRES e impiden la interaccion con elF4G inactivando su funcion.
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Figura 1. Sitio de interaccién con RNA de la proteina Gemin5.

Figure 1. RNA-binding site of Geminb.
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Research summary

Our main goal is to understand alternative mechanisms of translation initiation in eukaryotes. Internal Ribosome Entry
Site (IRES) elements are mRNA regions that govern internal initiation of translation. To achieve its function, IRES
elements assemble ribonucleoprotein complexes in which RNA structure and IRES function is tightly coupled. During
this period we have characterized the function of Gemin5 as a negative regulator of IRES-dependent translation.
Geminb binds to a discrete IRES stem-loop through its C-terminal region. Binding of Gemin5 allows a large degree
of sequence flexibility and requires a short hairpin surrounded by C or U-rich sequences. Interaction of Gemin5 with
the IRES competes out the binding of PTB, a protein stimulating IRES activity, explaining at least in part its negative
effect on translation initiation. Analysis of the protein domains involved in IRES recognition revealed the presence of
a bipartite non-conventional RNA-binding motif, where RBS1 binds RNA with higher affinity and RBS2 harbors the
translation control motif (Fig 1).

Evolutionary conserved RNA motifs determine its tertiary structure. Knowledge of the structural organization of a
conserved essential subdomain allowed the prediction of genome sequences potentially adopting IRES-like structural
motifs. Using Inverse Folding, we have found that a short sequence within the open-reading-frame of Drosophila
melanogaster TAF6 can confer weak but positive translation initiation, reinforcing the idea that this is a useful tool to
predict IRES-like structural motifs. In addition, we have shown recently that IRES folding depends on divalent ions
concentration (Fig. 2). This study showed that RNA structure is flexible at concentration of divalent ions close to
physiological concentrations and allows its recognition by elF4G, a factor needed for IRES activity. In contrast, high
Mg2* concentration induces a constrained RNA structure, precluding the binding of this factor, and explaining the lack
of IRES activity at high salt conditions.
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Resumen de investigacion

Una de las peculiaridades moleculares mas llamativas de Leishmania es la ausencia de una regulacion transcripcional.
En estos organismos la expresion génica es controlada por mecanismos postranscripcionales, por lo que son modelos
muy atractivos para estudiar los mecanismos de regulacion postranscripcional, sin la interferencia de la regulacion
transcripcional. Ademas, estos parasitos unicelulares son patégenos importantes de humanos.

Nuestro interés es contribuir al conocimiento sobre los mecanismos por los que la expresién génica es controlada en
Leishmania. Nuestro grupo ha venido trabajando en la identificacion tanto de elementos reguladores en cis, frecuen-
temente localizados en regions 3’ no traducidas (3’-UTRs), como de proteinas de uniéon a RNA (RBPs), como deter-
minantes clave de la regulacion de la expresidn génica. Sin embargo, una dificultad importante con la que nos hemos
encontrado es la deficiente anotacion que presentan las bases de datos del genoma de Leishmania en cuanto a la
localizacién de las 5'- y 3’-UTRs. Afortunadamente, los avances en la tecnologia de secuenciacion estan facilitando la
definicidon con gran detalle de los transcriptomas. En colaboracién con la Unidad de Gendmica y Secuenciacion ma-
siva del CBMSO, dirigida por la Dra. Begofia Aguado, hemos definido los transcriptomas de Leishmania majory otras
especies del género Leishmania mediante la secuenciacion masiva de RNA (RNA-Seq). Disponer de esta informacion
es clave para la identificacion de los elementos funcionales en los mMRNAs y para establecer la regulacion temporal de
la expresion génica en los diferentes estadios del desarrollo de este parasito.

Por otro lado, dentro de la Red de Investigacion Cooperativa en Enfermedades Tropicales (ISCIII; http://www.ricet.es/
es/), nuestro grupo participa en proyectos colaborativos en los que se estan explorando nuevas estrategias terapéuticas
y preventivas en el control de las leishmaniasis, un grupo de enfermedades que continian afectando a millones de per-
sonas en todo el mundo. También, nuestro grupo participa en un proyecto de la Comision Europea (7° programa marco),
titulado “Clinical Studies on a Multivalent Vaccine for Human Visceral Leishmaniasis (MuLeVaClin)”, que esta dirigido al
desarrollo de una vacuna frente a la leishmaniasis visceral en humanos (http://www.mulevaclin.eu). Asimismo, nuestro
grupo participa en un proyecto financiado por la Comunidad de Madrid, que tiene como titulo “PrimPol: una nueva DNA
Primasa/Polimerasa con un posible papel en envejecimiento” (http://vmbacterio.cbm.uam.es/primpol/Primpol/Inicio.html)

Figura 1. Localizacion subcelular de la proteina PrimPol
en promastigotes de Leishmania major. La construccion
codificante para la proteina LMPP2::mCherry fue integra-
da en el genoma del parasito utilizando el vector pLEXSY.
k, kinetoplasto; n, nucleo.

LMPP2::mCherry

Figure 1. Subcellular location of PrimPol in L. major
promastigotes. The construct coding for LMPP2::mCherry
was integrated into the genome by using the vector
PLEXSY. k, kinetoplast; n, nucleus.

158



CBMSO 2013-2014

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-transcriptional 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.

The main interest of our laboratory is contributing to the knowledge of mechanisms by which gene expression in
Leishmania is controlled. We are working in the identification of both regulatory cis-elements, often found in the 3’
untranslated regions (UTRs) of mRNAs, and RNA-binding proteins (RBPs), as key players in the regulation of gene
expression. However, a constraint for these studies was the deficient annotation existing 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, headed by Dr. Begofia Aguado, we have reconstructed 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; hittp://www.ricet.es/es/), 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. Also, we are patrticipating in a project granted by the European Commission’s FP7
Cooperation Work Program for Health; this project entitled Clinical Studies on a Multivalent Vaccine for Human Visceral
Leishmaniasis (MuLeVaClin) is aimed to develop a vaccine against human visceral leishmaniasis (http.//www.mulevaclin.
eu). Finally, our group is also participating in a Madrid Community project entitled “PrimPol: una nueva DNA Primasa/
Polimerasa con un posible papel en envejecimiento” (http.//vmbacterio.cbm.uam.es/primpol/Primpol/Inicio.html).
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Resumen de investigacion

Hemos continuado con el estudio de la replicacién del DNA de @29 que se inicia mediante la proteina terminal (TP).
Hemos optimizado los origenes de replicacion del DNA de @29 para la replicacion iniciada con TP. La Lys529 de la
DNA polimerasa de @29 esta implicada en la estabilizacion del extremo del “primer” en el sitio activo de polimeriza-
cion. Dicha lisina y el Glu233 de la TP establecen contactos para la iniciacion de la replicacion del TP-DNA. El motivo
LEXE, conservado en DNA polimerasas de tipo eucariético, esta implicado en la interaccién con el nucleétido entrante.
Los residuos Tyr226 y Tyr390 en el sitio activo de la DNA polimerasa de @29 estan implicados en el mecanismo de
translocacion y en la unién del dNTP y del pirofosfato. En la TP de @29, existe una correlacién entre la capacidad de
union al DNA'y la localizacion en el nucleoide. Por otra parte, la localizacion nuclear y en el nucleoide de las TPs de
229 y otros bacteriéfagos son funciones conservadas independientemente. La proteina p1 de @29 se asocia con el
anillo FtsZ del divisoma de Bacillus subtilis produciendo un aumento en la longitud celular lo que da lugar a una mayor
acumulacion del DNA viral. En colaboracion con la Dra. Beatriz Gonzalez hemos obtenido la estructura tridimensional
de la uracil-DNA glicosilasa (UDG) de B. subtilis sola y en complejo con la proteina p56 de @29 y hemos determinado
aminoacidos criticos para la inhibicién de la UDG por p56.

La funcién de genes virales en la replicacion del virus de la peste porcina africana esta siendo investigada mediante la
generacion de virus recombinantes. Hemos construido un virus recombinante inducible en el gen R298L que codifica
por una proteina kinasa (PK) viral, demostrando que en condiciones de represion el virus no sale de la célula, aunque
se produce virus intracelular infectivo. El virus es capaz de salir de la factoria viral citoplasmatica pero queda retenido
en la membrana plasmatica.

YFP-p1 FtsZ-CFP merge

Figura 2. Colocalizacién de la proteina p1 de 929 y la FtsZ de B. subtilis.

Figure 2. Colocalization of 829 protein p1 and B. subtilis protein FtsZ.

Figura 1. Estructura tridimensional del complejo UDG-p56.

Figure 1. Three-dimensional structure of the UDG-p56 complex.
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Research summary

We have continued with the study of the mechanism of 329 DNA replication initiated by TP-priming. We have optimized the @29 replication
origins for TP-primed initiation of replication. @29 DNA polymerase Lys529 is involved in the stabilization of the primer-terminus in the
polymerization active site. This lysine and Glu233 of the TP establish contacts for the initiation of TP-DNA replication. The LEXE motif,
conserved in eukaryotic-type DNA polymerases, is involved in the interaction with the incoming nucleotide. Residues Tyr226 and Tyr390 in
the 829 DNA polymerase active site are involved in the mechanism of translocation and in dNTP and pyrophosphate binding. In the 29 TP
there is a correlation between the capacity of DNA binding and nucleoid localization. On the other hand, the nuclear and nucleoid localization
of the TPs of 829 and other bacteriophages are independently conserved functions. The @29 protein p1 associates with the FtsZ ring of the
Bacillus subtilis divisome producing an increase in he cellular length and in the accumulation of the viral DNA. In collaboration with Dr. Beatriz
Gonzalez we have obtained the three-dimensional structure of the B. subtilis uracil-DNA glycosylase (UDG) free and in complex with the 229
protein p56 and we have determined key amino acids for the UDG inhibition by p56.

The function of African swine fever virus genes in virus replication is being studied by the generation of virus recombinants. We
have constructed a virus recombinant inducible in gene R298L coding for a viral protein kinase (PK), showing that under repression
conditions the virus does not exit from the cell, although infectious intracellular virus is produced. The virus can exit the cytoplasmic
viral factory but remains retained at the plasma membrane.
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Nuestro grupo estudia los mecanismos que las células eucaridticas utilizan para prevenir la inestabilidad gendmica,
una causa importante del envejecimiento y de enfermedades como el cancer. Estudiamos principalmente cémo se
mantiene la integridad del genoma durante la replicacién cromosémica, especialmente bajo condiciones de dafio en
el DNA o estrés replicativo. Los aspectos fundamentales de estos procesos estan conservados evolutivamente, lo que
nos permite utilizar la levadura Saccharomyces cerevisiae como organismo modelo.

Durante este periodo hemos continuado el estudio de la funcién y regulacién de la ruta RAD6/RAD18 de tolerancia al
dafio en el DNA. Hemos encontrado que Rad5"-sHPRH  que media la rama libre de errores de esta ruta, tiene un papel
principal en la respuesta al dafio en el DNA durante la replicacién. Rad5 es necesaria para la progresion de las horquillas
de replicacion a través de un DNA dafiado por MMS, alcanza niveles maximos durante la fase S y forma focos en presen-
cia de dafo en el DNA. Rad5 asegura que la replicacion cromosomica se complete cuando existen lesiones en el DNA,
reduciendo el riesgo de mutagénesis y contribuyendo asi al mantenimiento de la integridad del genoma.

Hemos ampliado también el estudio de la endonucleasa Mus81-Mms4&YE" mostrando que es necesaria para finali-
zar la replicacion cromosomica y para la supervivencia celular cuando el DNA esta dafiado. Hemos encontrado que
Mus81-Mms4 se activa al final de la fase S y que ejecuta su funcion después de que la mayor parte de la replicacion
del genoma haya finalizado. Este modo de accion impide la accion de Mus81-Mms4 durante la fase S y por tanto la
potencial inestabilidad gendmica derivada de su funcion nucleolitica. Al mismo tiempo, constituye un mecanismo que
asegura el procesamiento de intermediarios de DNA que puedan permanecer después de la replicacion y necesiten
resolverse antes de la mitosis.
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Figura 1. Representacion esquematica de los procesos que desencadenan
la respuesta de tolerancia al dafio en el DNA.

Figure 1. Schematic illustration of the processes triggering the DNA damage
tolerance response.
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Research summary

Our group studies the mechanisms by which eukaryotic cells prevent genomic instability, an important cause of aging
and diseases such as cancer. We mainly study how genome integrity is maintained during chromosome replication,
especially under conditions of DNA damage or replicative stress. The basic aspects of these processes are evolutionarily
conserved, which allows us to use the budding yeast Saccharomyces cerevisiae as a model organism.

During this period we have continued the study of the function and regulation of the RAD6/RAD18 pathway of DNA
damage tolerance. We have found that Rad5"-""SHPRH which mediates the error-free branch of this pathway, has a
major role in the response to DNA damage during replication. Rad5 is required for the progression of replication
forks through MMS-damaged DNA, reaches maximum levels during S phase and forms foci in the presence of DNA
damage. Rad5 ensures the completion of chromosome replication under DNA-damaging conditions, reducing the risk
of mutagenesis and thereby contributing to genome integrity maintenance.

We have also expanded the study of the Mus81-Mms45V&" endonuclease, showing that it is required for the completion
of chromosome replication and for cell survival when the DNA is damaged. We have found that Mus81-Mms4 gets
activated at the end of S-phase and that it executes its function after the bulk of genome replication has finished. This
mode of action prevents Mus81-Mms4 action during S phase and therefore the potential genomic instability derived
from its nucleolytic function. At the same time, it is an efficient fail-safe mechanism for processing DNA intermediates
that can persist after replication and need to be resolved before mitosis.
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Fluorescence

Figura 2. La proteina Rad5 se acumula y forma focos nu-
cleares en respuesta a la presencia de dafio en el DNA.

Brightfield

Figure 2. The Radb protein accumulates and forms nuclear
foci in response to the presence of DNA damage.

Maria Angeles Ortiz Bazan (2014). Analisis del papel de los com-
ponentes de la ruta RAD6/RAD18 de Saccharomyces cerevisiae en
la tolerancia al dafio en el DNA durante la replicacién cromosémica.
Universidad Auténoma de Madrid. Director: José Antonio Tercero.
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Nuestro principal objetivo es el estudio a nivel molecular de las proteinas responsables de la estabilidad genética en
bacterias mediante el desarrollo de ensayos funcionales de proteinas de reparacion de la bacteria modelo Bacillus
subtilis, cuyas células vegetativas y esporas estan expuestas a condiciones medioambientales extremas, causantes
de multiples dafios en el DNA.

En estos dos afios hemos analizado in vitro las propiedades funcionales de la Ligasa D de B. subtilis (BsuLigD) y de
la proteina Ku (BsuKu) que constituyen el sistema de reparacién de roturas de DNA mediante la union de extremos
no homologos (NHEJ) en esta bacteria. Hemos mostrado que las caracteristicas bioquimicas esenciales de BsulLigD
estan de acuerdo con una funcién en NHEJ: 1) polimerizacién con insercion preferente de NTPs, 2) reconocimiento
especifico del grupo fosfato en el extremo 5" downstream, 3) actividad ligasa, 4) capacidad de promover realinea-
mientos de las cadenas iniciadora y molde durante la elongacién de extremos 3" desapareados, y 5) es reclutada a
los extremos de las roturas de DNA por BsuKu, que estimula las actividades de polimerizacion y ligasa del enzima.

Hemos mostrado que la proteina BsuKu, ademas de su papel clave en permitir la unién de dos extremos de DNA por
BsuLigD, esta provista de una actividad AP/deoxyribosa 5'-fosfato (5°-dRP)-lyasa que puede actuar sobre sitios aba-
sicos presentes en moléculas de ssDNA y de dsDNA. La coordinacién de esta actividad con las de polimerizacion y
ligasa de BsuLigD hace que BsuKu sea capaz de cooperar en el procesamiento de sitios abasicos durante la reaccion
de NHEJ. Nuestros resultados mostraron que esta actividad no esta restringida a B. subtilis sino que esta presente
en la proteina Ku de la bacteria filogenéticamente distante Pseudomonas aeruginosa, lo que nos permite extrapolar
nuestras observaciones al resto de miembros bacterianos que presenten el sistema de reparacion NHEJ.
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Research summary

Our main objective is to get insights on the molecular mechanisms responsible for maintaining genetic information in
bacteria, by functional analysis of purified repair proteins from the bacterium Bacillus subtilis whose vegetative cells
and spores have to deal with DNA damage induced by extreme environmental conditions.

During these two years we have analyzed in vitro the functional properties of B. subtilis Ligase D (BsuLigD) and Ku
(BsuKu) that constitute a minimal nonhomologous end joining (NHEJ) system in this bacterium. Our results have
shown that the essential biochemical signatures exhibited by BsuLigD agree with its proposed function in NHEJ:
1) inherent polymerization activity showing preferential insertion of NMPs, 2) specific recognition of the phosphate
group at the downstream 5° end, 3) intrinsic ligase activity, 4) ability to promote realignments of the template and
primer strands during elongation of mispaired 3" ends, and 5) it is recruited to DNA by BsuKu that stimulates the
inherent polymerization and ligase activities of the enzyme allowing it to deal with and to hold different and unstable
DNA realignments.

Additionally, we have shown that BsuKu, along with its pivotal role in allowing joining of two broken ends by BsuLigD,
is endowed with an AP/deoxyribose 5°-phosphate (5°-dRP)-lyase activity that can act on ssSDNA, nicked molecules and
DNA molecules without ends. Coordination with BsuLigD makes this protein able to cooperate in processing of AP sites
during the NHEJ pathway. Our results showed that this activity is not restricted to B. subtilis as is also present in the Ku
protein of the phylogenetically distant bacterium Pseudomonas aeruginosa, allowing us to expand our observations to
other bacterial members provided with an NHEJ system.

Publicaciones / Publications Premios / Awards
de Vega, M. (2013) The Minimal Bacillus subtilis Nonhomologous IX Premio Madrid+d a la mejor patente “Chimeras of phage 29 DNA
End Joining Repair Machinery. PLoS ONE 8(5): e64232. polymerase”.

del Prado, A., Lazaro, J.M., Villar, L., Salas, M. and de Vega, M. IX Award Madrid+d to the best patent “Chimeras of phage 229 DNA
(2013) Dual Role of 29 DNA Polymerase Lys529 in Stabilisation of polymerase”.

the DNA Priming-Terminus and the Terminal Protein-Priming Residue

at the Polymerisation Site. PLoS ONE 8(9): e72765.

Santos, E., Lazaro, J.M., Salas, M. and de Vega, M. (2014) Role of
the LEXE Motif of Protein-primed DNA Polymerases in the Interaction
with the Incoming Nucleotide. J. Biol. Chem. 289, 2888-2898.

de Ory, A, Zafra, O. and de Vega, M. (2014) Efficient processing of
abasic sites by bacterial nonhomologous end-joining Ku proteins.
Nucleic Acids Res. 42, 13082-13095.
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Afinales de 2012, el Dr. Antonio Morreale y su linea de investigacion sobre disefio de farmacos han dejado de pertene-
cer al CBMSO. Ha sido una gran perdida para el centro y para nuestro grupo en particular, aunque sus publicaciones
han seguido apareciendo. Nuestros intereses restantes se pueden dividir en cuatro lineas:

1) Estudio de dinamica de proteinas con modos normales del modelo de red elastica de angulos de torsion que
hemos desarrollado. Nuestro objetivo ultimo es predecir la dinamica funcional de las proteinas investigando los aco-
plamientos dinamicos entre residuos y caracterizando e intentando predecir cambios de conformacion funcionales, y
caracterizar cambios de estructura en la evolucion.

2) Relacion entre la estabilidad termodinamica de las proteinas y la evolucién: Hemos desarrollado métodos para
predecir la estabilidad de plegamiento y los efectos de las mutaciones, y los aplicamos al estudio de la evolucién de
proteinas, para detectar seleccion positiva (que estabiliza la estructura nativa) y negativa (que desestabiliza los plega-
mientos incorrectos), modelar matematicamente la evolucion con seleccion sobre estabilidad y aplicarla a inferencia
filogenética, estudiar la relacién entre estabilidad y procesos de mutacion (sesgo de G+C, sesgo de insercion y elimi-
nacion), y predecir acoplamientos estructurales y funcionales entre residuos.

3) Ecologia tedrica: queremos entender que propiedades favorecen la estabilidad estructural y la persistencia de los
ecosistemas. Con este objetivo, estudiamos el efecto combinado de competicion y mutualismo mediante modelos ma-
tematicos, y hemos desarrollado un procedimiento para predecir las interacciones ecoldgicas entre bacterias a partir
de sus patronos ambientales.

4) Epigendmica: Hemos desarrollado un nuevo método para caracterizar los estados de cromatina con un Hidden
Markov Model a partir de datos de Chip-Seq de marcas epigenéticas, que hemos aplicado a A,thaliana en colaboracion
con el grupo del Professor Crisanto Gutierrez, y estudiamos la relacion entre los estados de cromatina, la transcripcion,
y los origenes de replicacion.

Figura 2. Red que representa la contiglidad espacial
entre estados de cromatina de A.thaliana. Los estados
1,2,3,4,6 corresponden a estados génicos y promotores,
5,7 son estados reprimidos por Polycomb y 8,9 son esta-

Figura 1. Red que representa las relaciones sinergéticas y competitivas que prede- dos de heterocromatina.

cimos entre bacterias encontradas en la secuenciacion de muestras provenientes de

intestinos animales. Figure 2. Network representing proximity relationships
between Chromatin states of A.thaliana. States 1,2,3,,4,6

Figure 1. Network representing predicted synergetic and competitive relationships correspond to genic states and promoters, 5,7 are states

between bacteria found sequencing samples coming from animal guts. repressed by PolyComb, 8,9 are heterochromatin states.
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Research summary

At the end of 2012, Dr. Antonio Morreale and his research group on computational drug design had to leave the
CBMSO. This was an important loss for the Center, and for our group in particular. Nevertheless, several papers of
Antonio are still appearing in these years. Our remaining research interests can be grouped in four lines:

1) Study of protein dynamics through the normal modes of the elastic network model of torsion angles that we developed. Our
final objective consists in predicting the functional dynamics of proteins studying the dynamical couplings between residues and
characterizing and trying to predict functional conformation changes and changes of structures in protein evolution.

2) Relationship between thermodynamic stability of proteins and evolution: We developed methods to predict protein
stability and the thermodynamic effect of mutations, and we apply them to the study of protein evolution, to detect
positive selection (stabilizing the native state) and negative selection (destabilizing misfolded conformations), to model
protein evolution with structural constraints and apply those mathematical models to phylogenetic inference, to study
the relationship between stability and mutation processes (G+C bias, insertion and deletion bias), and to predict
functional and structural couplings between residues.

3) Theoretical ecology: We aim to understand which properties favour the structural stability and the persistence of
ecosystems. With this objective, we study the combined effect of competition and mutualism through mathematical models,
and we developed a procedure to predict ecological interactions between bacteria from their environmental patterns.

4) Epigenomics: We developed a new method to characterize chromatin states through a Hidden Markov Model from
Chip-Seq data of epigenetic data, which we applied to A,thaliana in collaboration with the group of Professor Crisanto
Gutierrez, and we study the relationship between chromatin states, gene transcription and replication origins.

Publicaciones / Publications

Pascual-Garcia, A., Tamames, J. and Bastolla U. (2014) Bacteria dialog with San-
ta Rosalia: Are aggregations of cosmopolitan bacteria mainly explained by habitat
filtering or by ecological interactions? BMC Microbiol. 14, 284.

Bastolla U. (2014) Computing protein dynamics from protein structure with
elastic network models. Wiley Interdisciplinary Reviews: Computational Mo-
lecular Science 4, 488-503.

Trevifio, M.A., Garcia-Mayoral, M.F., Jiménez M.A., Bastolla, U. and Bruix M.
(2014) Emergence of structure through protein-protein interactions and pH
changes in dually predicted coiled-coil and disordered regions of centrosomal
proteins. Biochim Biophys Acta 1844, 1808-19.

Bastolla, U. (2014). Detecting selection on protein stability through statistical me-
chanical models of folding and evolution. Biomolecules. 4, 291-314.
Sequeira-Mendes, J., Araglez, |., Peird, R., Mendez-Giraldez, R., Zhang, X.,
Jacobsen, S.E., Bastolla, U. and Gutierrez, C. (2014) The Functional Topogra-
phy of the Arabidopsis Genome Is Organized in a Reduced Number of Linear
Motifs of Chromatin States. Plant Cell 26, 2351-2366.

Arenas, M., Dos Santos, H.G., Posada, D. and Bastolla, U. (2013) Protein
evolution along phylogenetic histories under structurally constrained substi-
tution models. Bioinformatics 29, 3020-8.

Lombrafa, R., Aimeida, R., Revuelta, I., Madeira, S., Herranz, G., Saiz,
N., Bastolla, U. and Gémez, M. (2013) High-resolution analysis of DNA
synthesis start sites and nucleosome architecture at efficient mammalian
replication origins. EMBO J. 32:2631-44.

Dos Santos, H.G., Abia, D., Janowski, R., Mortuza, G., Bertero, M.G.,
Boutin M, Guarin N, Méndez-Giraldez R, Nufiez A, Pedrero JG, Redondo
P, Sanz M, Speroni S, Teichert F, Bruix M, Carazo JM, Gonzalez C, Reina
J, Valpuesta JM, Vernos |, Zabala JC, Montoya G, Coll M, Bastolla, U. and
Serrano, L. (2013) Structure and non-structure of centrosomal proteins.
PLoS One 8:62633.

Bastolla, U., Porto, M. and Roman, H,E. (2013) The emerging dynamic
view of proteins: protein plasticity in allostery, evolution and self-assembly.
Biochim Biophys Acta. 1834, 817-9.

Dos Santos, H.G., Klett, J., Méndez, R. and Bastolla, U. (2013) Characteri-
zing conformation changes in proteins through the torsional elastic respon-
se. Biochim Biophys Acta. 1834:836-46.

Minning, J., Porto, M. and Bastolla, U. (2013) Detecting selection for negative
design in proteins through an improved model of the misfolded state. Proteins
81, 1102-12.

Lopes, J.S., Arenas, M., Posada, D. and Beaumont, M.A. (2014) Coesti-
mation of Recombination, Substitution and Molecular Adaptation rates by
approximate Bayesian computation. Heredity 112, 255-264.

Arenas, M. and Posada, D. (2014) Simulation of Genome-wide Evolution
under Heterogeneous Substitution models and Complex Multispecies Coa-
lescent Histories. Mol. Biol. Evol. 31, 1295-1301.

Benguigui, M. and Arenas, M. (2014) Spatial and Temporal Simulation of
Human Evolution. Methods, Frameworks and Applications. Current Geno-
mics 15, 245-255.

Arenas, M. and Posada, D. (2014) The influence of recombination on the
estimation of selection from coding sequence alignments. In “Natural Se-
lection: Methods and Applications” . Ed., Fares, M.A. CRC Press/Taylor &
Francis. Pp. 112-125.

Arenas, M. (2013) Computer programs and methodologies for the simulation of
DNA sequence data with recombination. Frontiers in Genetics 4, 9.

Arenas, M. (2013) The Importance and Application of the Ancestral Recom-
bination Graph. Frontiers in Genetics 4, 206.

Willemen, H.L., Campos, P.M., Lucas, E., Morreale ,A., Gil-Redondo, R.,
Agut, J., Gonzalez, F.V., Ramos, P., Heijnen C, Mayor F Jr, Kavelaars A. and
Murga, C. (2014) A novel p38 MAPK docking-groove-targeted compound is
a potent inhibitor of inflammatory hyperalgesia. Biochem J. 459, 427-39.

Klett, J., Cortés-Cabrera, A., Gil-Redondo, R., Gago, F. and Morreale, A. (2014)
ALFA: automatic ligand flexibility assignment. J Chem Inf Model. 54, 314-23.

Fulde M, Bernardo-Garcia N, Rohde M, Nachtigall N, Frank R, Preissner
KT, Klett J, Morreale A, Chhatwal GS, Hermoso JA, and Bergmann S (2014)
Pneumococcal phosphoglycerate kinase interacts with plasminogen and its
tissue activator. Thromb Haemost. 111, 401-16.

Marcelo F, Huecas S, Ruiz-Avila LB, Cafiada FJ, Perona A, Poveda A, Martin-
Santamaria S, Morreale A, Jiménez-Barbero J and Andreu, J.M. (2013) In-
teractions of bacterial cell division protein FtsZ with C8-substituted guanine
nucleotide inhibitors. A combined NMR, biochemical and molecular modeling
perspective.J Am Chem Soc. 135, 16418-28.

Alvarez-Navarro, C., Cragnolini JJ, Dos Santos HG, Barnea E, Admon A,
Morreale A, and Lépez de Castro, J.A. (2013) Novel HLA-B27-restricted
epitopes from Chlamydia trachomatis generated upon endogenous proces-
sing of bacterial proteins suggest a role of molecular mimicry in reactive
arthritis. J Biol Chem. 288, 25810-25.

Cortés-Cabrera, A., Morris, G.M., Finn, PW., Morreale, A. and Gago, F.
(2013) Comparison of ultra-fast 2D and 3D ligand and target descriptors for
side effect prediction and network analysis in polypharmacology. Br J Phar-
macol. 170, 557-67.

Coderch, C., Tang Y, Klett J, Zhang SE, Ma YT, Shaorong W, Matesanz R,
Pera B, Canales A, Jiménez-Barbero, J., Morreale, A., Diaz JF, Fang WS and
Gago, F. (2013) A structure-based design of new C2- and C13-substituted
taxanes: tubulin binding affinities and extended quantitative structure-activity
relationships using comparative binding energy (COMBINE) analysis. Org
Biomol Chem. 11, 3046-56.

Otras actividades / Other activities

Organizacion de eventos:

Encuentro de grupos de biologia computacional de la UAM “Com-
putational Biology @ UAM”, CBMSO, 5 de junio de 2013.

Tesis doctorales / Doctoral theses

Javier Klett Arroyo (21 de Julio de 2013). Desarrollo y Aplicacion
de Herramientas para la Modelizacion y Simulacion de Interacciones
Moleculares. UAM. Dr. Antonio Morreale.

Helena Gomes Dos Santos (22 de Noviembre de 2013). Hacia una
visién mas dinamica de la bioinformatica estructural en el disefio de
farmacos y avances en la terapia personalizada: desarrollo y aplica-
ciones. UAM. Dr. Ugo Bastolla y Dr. Antonio Morreale

Alvaro Cortés Cabrera (29 de Noviembre de 2013). Desarrollo de
una plataforma informatica para la busqueda de nuevos farmacos.
UAM. Prof. Federico Gago y Dr. Antonio Morreale.
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Dentro del programa de Divulgacién y Fomento de la Ciencia, el Departamento de Cultura Cientifica del CBMSO (DCC-
CBMSO) ha participado en las siguientes actividades (2013-14): 1) XlII (2013) y XIV (2014) Semanas de la Ciencia de
Madrid. El CBMSO ha participado con varios proyectos financiados por FECYT 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) Colaboracion con el programa Ciencia y Sociedad de Madri+d con la coordinacion de un Blog cientifico-cul-
tural (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://
web4.cbm.uam.es/joomla-rl/index.php/es/servicios/cultura-cientifica?id=1175). 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) Participacion en diversos seminarios de divulgacion cientifica en Institutos y Centros de Educacion Secundaria.
6) Participacion en la Feria “Madrid Finde Cientifico Alcobendas 2014. 7) Organizacion (2013-2014) del curso de biotec-
nologia “Biotechnology Explorer” para profesores de secundaria. 8) Finalmente, como miembro del CBMSO, el director
del DCC colabora periédicamente en temas cientificos y biotecnoldgicos como el suplemento “El Cultural”, la revista de
cultura cientifica Journal of Feelsynapsis y Principia, con TVE (La 2), Radio Nacional de Espaia (Radio 5 —“Entre Probe-
tas” y “El Laboratorio de JAL"-, Radio 1 —“A Hombros de Gigantes”- y Radio Exterior —“Marca Espafa”-) y Radio Utopia.

Mas informacion: http://web4.cbm.uam.es/joomla-rl/index.php/es/servicios/cultura-cientifica

Por otra parte, en investigacion, el grupo de neurovirologia esta estudiando el papel de la infeccion por virus HSV-1 en neu-
rodegeneracion, desmielinizacion y transcitosis en células oligodendrociticas inmaduras o diferenciadas a células producto-
ras de Mielina. Junto a la susceptibilidad celular, también se ha estudiado el papel de los principales receptores virales. En
general, los resultados revelan que tanto la linea celular HOG como oligodendrocitos primarios se vuelven mas susceptibles
a la infeccion tras la diferenciacién. Por otra parte, la propia infeccion viral induce cambios morfolégicos compatibles con la
diferenciacion celular. Los receptores virales HVEM y nectina-1 son funcionales en células HOG. Finalmente, la electromi-
croscopia indica que HSV-1 podria entrar en los oligodendrocitos mediante macropinocitosis.

Figura 1. Participacién en la Feria “Madrid Finde
Cientifico Alcobendas 2014.

Figure 1. Participation in the Madrid Science Fair
“Alcobendas Weekend Science Fair 2014”.
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Research summary

Within the framework of the CBMSO Scientific Culture Program, The Department of Scientific Culture of the CBMSO
(DCC-CBMSO) has collaborated in the following activities (2013-14): 1) XlIl (2013) and X1V (2014) Scientific Weeks
in Madrid. In this regard, several projects were carried out in the CBMSO —some of them financially supported by
FECYT (Spanish Foundation for Science and Technology)-, complementing the 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://web4.cbm.uam.es/joomla-rl/index.php/es/servicios/cultura-cientifica?id=1175). 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) Participation in the Madrid
Science Fair “Alcobendas Weekend Science Fair 2014”. 7) Organization (2013-2014) and coordination of the
“Biotechnology Explorer” course for secondary school teachers. 8) Finally, as a CBMSO member, the DCC Director
periodically collaborates with the magazine “El Cultural”, The Journal of Feelsynapsis and Principia —aimed to items of
scientific culture -, the Spanish National TV (TVE; La 2), the Spanish National Radio (Radio 5 —“Entre Probetas” and
“El Laboratorio de JAL™-, Radio 1 —"A Hombros de Gigantes- and Radio Exterior —"Marca Espafia”™) and Radio Utopia.

Further information: http.//web4.cbm.uam.es/joomla-rl/index.php/es/servicios/cultura-cientifica

Moreover, the research group of NeuroVirology-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. In addition to cell
susceptibility, the role of the major cell receptors for viral entry was assessed. In general, the results revealed that OPC
(oligodendrocyte precursor cells) and HOG cells cultured under differentiation conditions became more susceptible to HSV-
1. On the other hand, viral infection induced morphological changes corresponding to differentiated cells, suggesting that
HSV-1 might be inducing cell differentiation. Colocalization of HVEM and nectin-1 with viral particles, suggesting that these
two major HSV-1 receptors are functional in HOG cells. Finally, electron microscopy assays indicated that HSV-1 may be
also entering OLs by macropinocytosis depending on their differentiation stage.

Publicaciones / Publications

Cientificas/Scientific: Loépez-Guerrero, J.A. El Cultural:

Bello-Morales R, Antonio Jesus Crespillo, Beatriz Garcia, Luis Angel - 11/01/2013 “Nuevos virus, viejas infecciones”

Dorado, Beatriz Martin, Enrique Tabarés, Claude Krummenacher, - 01/03/2013 “La familia SARS ataca de nuevo”

Fernando de Castro and Lopez-Guerrero JA. (2014). “The effect of - 16/05/2013 “Clonacion terapéutica versus clonacion humana”
cellular differentiation on HSV-1 infection of oligodendrocytic cells”. - 17/05/2013 “La gripe aviar no da respiro”

PLoS One. 9:e89141. - 05/07/2013 “La genética pone al cancer contra las cuerdas”

- 20/09/2013 “Si, es una cuestion de sexo”...

- 08/11/2013 “Virus, de patdégeno a herramienta”

- 27/12/2013 “Hitos del 2013”

- 28/02/2014 “De la Esclerosis Mltiple a la enfermedad de Crohn”
- 23/05/2014 “Ebola, MERS, Dengue... Guia viva de los virus”

- 12/08/2014 “Los puntos calientes del Ebola”

- 26/12/2014 “ Hitos del 2014”

Delgado-Garcia M, Matesanz F, Alcina A, Fedetz M, Garcia-Sanchez
MI, Ruiz-Pefa JL, Fernandez O, Pinto Medel MJ, Leyva L, Arnal C,
Delgado C, Lopez Guerrero JA, Gonzalez-Pérez A, Saez ME, Villar
LM, Alvarez-Cermefio JC, Picén C, Arroyo R, Varadé J, Urcelay E,
Izquierdo G1, Lucas M. (2014) “ A new risk variant for multiple scle-
rosis at the immunoglobulin heavy chain locus associates with intra-
thecal IgG, IgM index and oligoclonal bands”. Mult.Scler. Nov 12. pii:
1352458514556302.

Comunicacion social de la Ciencia/Social communication of science:

Campos, E., Lépez-Guerrero, J.A. (2013) “Células madre. Un futuro
cada vez mas cercano (Il)". Journal of Feelsynapsis 11:86-91
Lépez-Guerrero, J.A. (2013). “Ciencia Exprés”. Ed. Elam. ISBN: 978-
84-936585-3-3.

Campos, E., Lopez-Guerrero, J.A. (2013) “Células madre. Un futuro
cada vez mas cercano (lll)". Journal of Feelsynapsis 12:10-17
Campos, E., Lopez-Guerrero, J.A. (2013) “Células madre. Un futuro
cada vez mas cercano (lIl)". Journal of Feelsynapsis 13:11-13
Lépez-Guerrero, J.A. (2013). “El experimento mas importante se reali-
za sin controles”. Journal of Feelsynapsis, 13:39-48.

Lépez Guerrero, J.A. and Bernardo Herraddn (2013). “Breakthrough of
the Year”. An. Quim. 109(4), 355-362.

Lépez Guerrero, J.A. and Bernardo Herradén. (2014). “Hitos cientificos
de 2013". Journal of Feelsynapsis, 14: 60-72.

Lépez-Guerrero, J.A. (2014). “38th Annual International Herpesvirus
Workshop 2014”. Virologia, 17:26-27.

Figura 2. Infeccion de oligodendrocitos por HSV.

Figure 2. Infection of oligodendrocytes by HSV-1.
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ANIMAL FACILITY

Es una instalacion moderna, disefiada y equipada con los ul-
timos avances en este tipo de instalaciones. Su finalidad es
la produccion y mantenimiento de ratones, ratas y peces para
su utilizacion con fines cientificos. Para ello dispone de: Zona
SPF para la produccién de ratones modificados genéticamen-
te. Zona convencional o de experimentacion, para rata y ra-
tén. Zonas con Nivel 2 de Biocontencion (NBC 2), para ratén
y rata. Zona con Nivel 3 de Biocontenciéon (NBC 3), para ra-
tones. Zona para animales acuaticos, peces y ranas. Labora-
torios/ Quiréfanos/ Salas de comportamiento. Dependencias
para administracién y servicios. Zona de lavado/ procesado
del material: con tunel de lavado, lava-racks, sistema de as-
piracion de viruta, congeladores, equipo de higienizacion de
agua, lava-biberones, etc. Zona técnica, con la maquinaria
para mantener las condiciones ambientales.

Ademas disponemos de: racks ventilados, cabinas de segu-
ridad bilégica, cabinas de gases, autoclaves y SAS de gran
capacidad, generadores de peroxido, equipo de imagen IVIS
lumina, equipo generador de campos magnéticos, equipos
de anestesia gaseosa, linea de CO,, lupas, etc.

Rederivacion de lineas de ratones modificados para su in-
troduccion a la zona de barrera y para su limpieza sanitaria.

Criopreservacion de embriones y gametos de ratén.

Mantenimiento y produccion de ratones en condiciones SPF,
NBC2, NBC3y convencionales.

Mantenimiento de ratas en condiciones convencionales y
NBC2.

Mantenimiento y produccion de peces cebra y medakas.
Mantenimiento de ranas Xenopus.

Gestion de colonias de ratones transgénicos.

Apoyo y asesoramiento técnico a los investigadores

Controles sanitarios de los animales, realizados de forma
externa.

También se ofertan servicios a otros centros oficiales y a
empresas privadas del sector interesadas en trabajar en
nuestras instalaciones.

José Maria Sedano Torres
(Hasta junio de 2014)

Laura Lopez Martinez
Marta Gonzalez Mella
Macarena Quesada Lopez
Beatriz Garcia Martinez
Ma@ Eugenia Vera Meneses
(Vivotécnia)

Director Técnico /

Technical Director:

Javier Palacin Urquijo

(Hasta diciembre 2013)

Dra. Elena Hevia Hernandez
(Desde enero 2014)

Supervisor Cientifico /
Scientific Supervisor:

Dr. Antonio Alcami Pertejo
Dr. César Cobaleda

Apoyo Administrativo /
Administrative Support:

Fernando Garcia Mufoz
Asesor Veterinario en Salud Animal /

Animal Health Veterinary Advisor:

Dra. Elena Hevia Hernandez Cuidadores de Animales /

Animal Keepers:

Luis Zorrilla Del Campo
Alfonso Gutiérrez Garcia
Sonia Rubio Lago

(Hasta agosto 2014)
Personal de apoyo de la
empresa Vivotécnia /

Responsable de Bienestar /
Wellfare Supervisor:
Fernando Nufiez Martin
(Desde marzo 2014)

Personal Técnico /
Technical Support:
Miguel Angel Cobefia Chivato

(Hasta enero de 2014) Vivotecnia

It is a modern facility, designed and equipped with the
latest advances in this type of facility. Its purpose is
the production and maintenance of mice, rats and fish
for scientific purposes. You can select from: SPF area
for producing genetically-modified mice.Conventional
experimental or testing area for rat and mouse. Biosecurity
Level 2 area (BSL 2): for mouse and rat. Biosecurity
Level 3 area (BSL 3): for mice. Area for aquatic animals,
fish and frogs. Laboratories / Surgery rooms/ Behavior
rooms. Dependencies for administration and services.
Washing area/ material-processing: tunnel washer, cage
and rack washers, chip extraction system, freezers, water
sanitation equipment, bottle washers, etc. Technical
area, with machinery to maintain adequate environmental
conditions.

Also available: ventilated racks, safety cabinets, fume
cupboards, sterilizers and high-capacity SAS, peroxide-
generating equipment, VIS Lumina imaging system,
computers, magnetic field generator, gas anesthesia
equipment, CO, line, magnifiers, etc.

Rederivation of transgenic mice lines for introduction into
SPF area and sanitary cleaning.

cryopreservation of mouse embryo and gametes.

Maintenance and production of mice under SPF, BSL2,
BSL3 and conventional conditions.

Maintenance of rats under conventional and BSL2 condli-
tions.

Maintenance and production of zebra and medaka fishes.
Maintenance of Xenopus frogs.

Management of transgenic mouse strains.

Support and technical advice to researchers.

Health monitoring reports of rats and mice (by an external
service).

Also we offer service for other public institutions and firms
interested in using our facilities.

Miguel A. Bordallo Martin-Fontecha

Support staff of the Company
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BIOINFORMATICS FACILITY

Director Técnico /
Technical Director:
David Abia Holgado

Supervisor Cientifico /
Scientific Supervisor:
Dr. Ugo Bastolla Bufalini

Personal / Personnel:
Ramon Peir6 Pastor
Alfonso Nufiez Salgado

Pagina Web / Web page:

php?menu=long

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 investigacién, organizando cursos, y
administrando los recursos informaticos cientificos del
Servicio 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 60TB y un
servidor con 64GB de RAM dedicado principalmente a
realizar andlisis de secuenciacion masiva y ensamblaje
de genomas y que sirve como interfaz a las herramientas
integradas en el paquete Galaxy.

Cursos: El personal del servicio participa de forma habitual
en la imparticion de clases en masters relacionados con
bioinformatica.

a. Andlisis de estructura de proteinas:

Busqueda de proteinas similares en secuencia o estructura a la
proteina problema.

Modelado por homologia de estructura y complejos de proteinas.
Prediccion de la estabilidad estructural de proteinas.

Caracterizacién de los cambios conformacionales y estimaciéon de
las barreras energéticas mediante el analisis de modos normales.

Estudio de la evolucién molecular de familias de proteinas, usan-
do informacién de secuencia y estructura.

Modelado de las interacciones proteina-proteina y proteina-ligan-
do, mediante docking y simulaciones de dinamica molecular.

b. Secuenciaciéon masiva:

Determinacion de isoformas y cuantificacion de niveles de expre-
sion a partir de datos de RNA-seq

Ensamblaje de novo de plasmidos y genomas bacterianos

Prediccion de sitios de union de factores de transcripcion y de las
secuencias reconocidas por éstos a partir de datos de ChIP-seq

Identificacion y cuantificacion de taxones presentes en muestras
ambientales a partir de datos de metagenémica

Mantenimiento del servidor Galaxy actualizando los programas y
bases de datos subyacentes

c. Servicios computacionales y de asesoria:

Durante los afios 2013 y 2014 los usuarios de los grupos de inves-
tigacion del centro, excluyendo a los miembros del Servicio de Bio-
informatica y de la Unidad de Bioinformatica, han utilizado 1’1 mi-
llones de horas de calculo en el cluster gestionado por el servicio.

El personal del servicio asiste a los usuarios en la interpretacion
de datos obtenidos mediante diferentes técnicas, en el analisis
estadistico de los mismos y mediante el desarrollo de programas
especificos para su tratamiento.

http://ub.cbm.uam.es/services/services.

The Bioinformatics facility supports research groups at
the CBMSO by (a) performing bioinformatics analysis, (b)
providing advice on the computational aspects of research
projects, and (c) managing the hardware and software of
common usage, in particular that involved in temporarily
storing and analyzing data produced by the Next Generation
Sequencing (NGS) machines that the center shares with
other institutions.

Equipment: two PCs located in the facility, reserved for
users willing to analyze their data with the assistance of
the bioinformaticians, five high performance computation
servers (with dual quad core processor and 24GB of
RAM), one shared parallel file system with a capacity of 60
Terabytes for storing data from NGS experiments, one server
supporting the Galaxy suite (an easy-to-use interface that
facilitates the execution of a complete collection of programs
for the analysis of NGS data, such asRNAseq, ChipSeq,
resequencing and assembly of complete genomes, and
access to several genomic databases).

a. 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
structural information and sequence information, and reconstruc-
tion of phylogenetic trees.
Modelling the molecular interactions between a protein of known
structure and a small molecule (candidate drug) or another protein,
using docking techniques and molecular dynamics simulations,
and quantitatively predicting their affinity.

b. Next generation sequencing:
Determination of isoforms and quantification of expression levels
from RNA-seq data.
De novo assembly of plasmids and bacterial genomes.
Prediction of binding sites of transcription factors (TF) and sequen-
ces recognized by TF from data obtained by ChiIP-seq.
Identification and quantification of taxa present in environmental
samples from metagenomic data.
Maintenance and updating of Galaxy server software and un-
derlying databases.

c. Computing services:

During the years 2013 and 2014 users of research groups from the
center , excluding members of the Bioinformatics facility and of the
Bioinformatics Unit, have used 1’1 million hours of calculation time
in the cluster managed by the service.

The staff of the service assists users in the interpretation of data
obtained by different techniques, in its statistical analysis and by
developing specific programs for its treatment.
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CITOMETRIA DE FLUJO
FLOW CYTOMETRY FACILITY

Descripcion

El Servicio proporciona instrumentacion y asistencia téc-
nica a los investigadores del CBMSO para realizar andlisis
inmunofenotipicos y funcionales utilizando diversos para-
metros celulares mediante técnicas de citometria de flujo.
El servicio también realiza separaciones celulares (“cell
sorting”) utilizando parametros de fluorescencia. Para las
técnicas analiticas el Servicio cuenta con dos citémetros
analégicos de dos laseres y cuatro detectores de fluores-
cencia (FACScalibur) cada uno; y dos citometros digitales,
uno de tres laseres y ocho detectores de fluorescencia
(FACSCanto Il) y otro de dos laseres y seis detectores de
fluorescencia (FACSCanto A), todos ellos de la compafia
Becton Dickinson. Disponemos asimismo de un separa-
dor celular de tres laseres y seis detectores de fluorescen-
cia (FACSVantage SE) de la misma compaiiia. El anali-
sis de los datos obtenidos puede realizarse en el servicio
utilizando tres ordenadores de analisis: un PowerMac G5
y un PowerMac G4, ambos equipados con licencias de
los softwares “FlowJo” (version 6.4.1) y “CellQuestPro”, y
un PC equipado con una licencia de “FACSDiva” (versién
6.1.2) y dos de “FlowJo” (version 7.6.5 y 10).

PRESTACIONES DEL SERVICIO

Mantenimiento y calibracion de los equipos analiticos.

Cursos de formacion y manejo de los equipos de ci-
tometria analitica.

Gestién del uso de los equipos, contabilidad y factu-
racion.

Mantenimiento y distribucion de reactivos de citome-
tria de flujo.

Soporte en adquisicion de muestras en FACScalibur
y FACSCanto.

Soporte en analisis de los resultados con diferentes
softwares especializados.

Separacion de subpoblaciones celulares en FACS-
Vantage.

Director Técnico /
Technical Director:
Dra. Berta Raposo Ponce

Supervisor Cientifico /
Scientific Supervisor:
Dra. Maria Luisa Toribio

Personal / Personnel:
Silvia Andrade Calvo

Pagina Web / Web page:
http://www.cbm.uam.es/scf

Description

The flow cytometry facility provides instrumentation and
technical assistance to carry out immunophenotypic
and functional analysis based on cellular parameters
using flow cytometry techniques. We also perform cell-
sorting techniques based on fluorescence parameters.
The equipment available in our Facility includes two
analogical cytometers with two lasers and four detectors
(FACScalibur); two digitals cytometers, one equipped with
three lasers and eight fluorescence detectors (FACSCanto
Il) and the other with two lasers and six fluorescence
detectors (FACSCanto A); and an analogical cell sorter
with three lasers and six detectors (FACSVantage SE), all
from Becton Dickinson. Data analysis can be carried out
using PowerMac G5 and PowerMac G4 equipment running
“FlowJo” (version 6.4.1) and “CellQuestPro” software, and
a PC computer running “FACSDIivA” (version 6.1.2) and
“FlowJo” (version 7.6.5 and 10) software.

SERVICES

Maintenance and calibration of analytic equipment.

Training courses and supervision on analytical flow
cytometry.

Administrative duties.

Maintenance of stocks and distribution of reagents for
flow cytometry.

Training in sample acquisition in FACScalibur and
FACSCanto equipment.

Training in analysis of results using specialized soft-
ware.

Separation of cell populations by cell sorting (FACS-
Vantage).
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SERVICIO DE FERMENTACION
FERMENTACION FACILITY

Director Técnico /
Technical Director:
Dionisio Urefia Rodriguez

Supervisor Cientifico /
Scientific Supervisor:
Dr. José Berenguer Carlos

Personal / Personnel:
Maria Isabel Carrascal Blanco

Pagina Web / Web page:
http://www2.cbm.uam.es/mkfactory.esdomain/webs/CBMSO/
plt_Servicio_Pagina.aspx?ldServicio=10&ldObjeto=251

Descripcion

El Servicio de Fermentaciéon principalmente tiene dos
papeles en la actividad del CBMSO, uno centrado en el
crecimiento de microorganismos naturales y recombinantes,
y otro centrado en la produccion de consumibles bioldgicos.
A nivel de crecimiento de microorganismos, el Servicio
de Fermentacion proporciona asesoramiento sobre las
cepas bacterianas apropiadas, plasmidos, sistemas
de expresioén, y condiciona para la superproduccion de
proteinas recombinante y escalado del proceso de
produccién desde Erlenmeyer a grandes fermentadores
, permitiendo también el marcaje isotopico de la proteina
expresada cuando se requiere para analisis estructural.
Las instalaciones también permiten el cultivo de una
gran variedad de microorganismos no recombinantes en
grandes volumenes. En todos los casos, en el crecimiento
en fermentadores se supervisan los principales
parametros (temperatura, agitacién, concentracién de
oxigeno, espuma y biomasa) cumpliendo las normas
cGMP (current Good Manufacturing Practice).

Por otro lado, el Servicio de Fermentaciéon proporciona
preparaciones de diferentes cepas de Escherichia coli
listas para su uso en clonaje de genes o expresiéon de
proteina recombinante. También produce marcadores de
tamafo de DNA para el uso por la mayoria de los grupos
de investigacion del CBMSO

PRESTACIONES DEL SERVICIO

Cultivo de microorganismos en reactores de 4,10 y
30 litros.

Optimizacion y produccién de proteinas recombinan-
tes en cultivos de bacteria, hongos filamentosos o
levaduras.

Procesos de escalado para sobreproduccion en cultivos
desde Erlenmeyer a fermentador de alta capacidad.

Marcaje isotdpico para analisis estructural de protei-
nas expresadas en E.coli.

Células competentes E.coli preparadas para transfor-
macion.
Marcadores de tamarfio de DNA.

Rotura de cultivos celulares mediante Prensa de
French.

Description

The Fermentation facility plays two main roles on the
CBMSO scientific activities, one focused on the growth of
natural and recombinant microorganisms, and the other
centered on the production of biological consumables. At
the level of microorganism growth, the Fermentation Facility
provides advice on the appropriate bacterial strains, plasmid
expression systems, and conditions for the overproduction
of recombinant proteins and the scale up of the production
process from Erlenmeyer to larger fermenters, allowing also
the isotopic labeling of the expressed proteins when required
for structural analysis. The facility also allows for the cultivation
of a great variety of non-recombinant microorganisms in large
volumes. In all cases, the growth in fermenters is monitored
for the main parameters (temperature, stirring, pH, oxygen
concentration, foam and biomass, in compliance with cGMP
rules (current Good Manufacturing Practice).

On the other hand, the Fermentation Facility 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 size markers for the internal
use by most of the research groups in the CBMSO.

SERVICES

Cultures of microorganisms in 4, 10 or 30 liters reactors.

Improvement and production of recombinant proteins
in cultures of bacteria, yeast or filamentous fungi.

Scale up for overproduction in cultures from Erlenme-
yer to high capacity fermenter.

Isotope labeling of expressed proteins in Escherichia
coli for structural analysis.

Ready-to-use Escherichia coli competent cells.
DNA molecular weight markers.
Disruption of cell cultures by French Press.
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GENOMICS AND NEXT-GENERATION SEQUENCING FACILITY

El Servicio de Gendmica y Secuenciacion Masiva es res-
ponsable de la implementacion y desarrollo de tecnologias
de biologia molecular, gendomica y secuenciacion masiva
(NGS), y proporciona asesoramiento y supervision técnica
en estas tecnologias a los grupos de investigacion. En par-
ticular, 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, ofrece asesoria en el
disefio experimental de proyectos de NGS, media entre el
usuario y las plataformas de NGS en la entrega de mues-
tras y datos y es responsable del seguimiento de este tipo
de proyectos. Ademas proporciona soporte técnico y ana-
lisis computacional de datos experimentales procedentes
de experimentos de NGS y microarrays. Desde finales de
2014 coordina la participacion de varios investigadores en
el MinlON Access Program de Oxford Nanopore. 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, realizacién
de experimentos y andlisis de datos (robot de pipeteo Eppendorf
epMotion 5075, equipos ABI 7900HT y Bio-Rad CFX384, soft-
ware de analisis GenEXx).

2. Secuenciacion masiva (NGS): asesoria en solicitud de proyectos
y disefio experimental (de novo, resecuenciacion, RNA-seq, ChIP-
seq, metagendmica, amplicones,...etc.), mediacion en entrega de
muestras y datos, implicacién en seguimiento del proyecto.

3. Andlisis computacional NGS: alineamientos, ensamblajes, estudios
de expresion diferencial, diversidad bioldgica, ...etc., de datos pro-
cedentes de secuenciacion masiva mediante diferentes paquetes
de software (Bowtie, Velvet, SOAP, TopHat, Cufflinks, QIIME, ...
etc.) y mediante el uso de software disefiado por el servicio.

4. Anadlisis computacional (otras modalidades): analisis de datos
procedentes de experimentos de microarrays mediante paque-
tes especificos, andlisis estadisticos de datos experimentales,
desarrollo de software a peticion de usuarios, disefio de primers,
formacion en técnicas computacionales a usuarios internos y ex-
ternos al CBMSO.

5. Acceso a los espectofotometros “Nanodrop” (2 equipos).

6. Acceso a extractor automatico de acidos nucleicos “Maxwell16
(Promega)”.

7. Determinacion de integridad de RNA en el equipo “Agilent bio-
analyzer”.

8.  Acceso a termocicladores convencionales (3 equipos).

9.  Acceso a termocicladores de tiempo real “Lightcycler” (3 equipos).

10.  Acceso a termociclador de tiempo real “ABI 7900HT”.

Director Técnico /
Technical Director:

Fernando Carrasco Ramiro Pagina Web / Web page:

http://www.cbm.uam.es/genomica

Supervisor Cientifico /
Scientific Supervisor:
Dra. Begofia Aguado Orea

Personal / Personnel:

Dra. Laura Tabera Moreno

Sandra Gonzalo Flores

Manuel Belda Avila (Desde marzo de 2013)

Ramaon Peird Pastor (Desde septiembre de 2014)

Alberto Mudarra Rubio (Hasta abril de 2013)

Graciela Alonso Castro (Hasta enero de 2014)

Alberto Rastrojo (Desde octubre de 2013 hasta septiembre de 2014)

The Genomics and Next-Generation Sequencing Facility
is responsible for the implementation and development
of molecular biology, genomic and Next-Generation
Sequencing (NGS) 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, the facility offers
advice on the experimental design for NGS technologies,
mediates between the NGS platforms and the users with
samples and data and is responsible for monitorizing the
development of the projects. Currently it also provides
computational analysis of the data obtained from NGS and
microarrays experiments. From 2014 the facility coordinates
the participation of several CBMSO researchers in the
MinlON Access Program of Oxford Nanopore. 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 pi-
petting robot, ABI 7900HT and Bio-Rad CFX384 instruments,
GenEx analysis software).

2. Next-Generation Sequencing (NGS): advice on grant writing pro-
posals, experimental design (de novo, resequencing, RNA-seq,
ChlP-seq, metagenomics, amplicons,...), mediation in delivery of
samples and data and follow-up of projects.

3. NGS computational analysis: alignments, assemblies, differen-
tial expression studies, biological diversity, and other aspects
of NGS data using different software packages (Bowtie, Velvet,
SOAP, TopHat, Cufflinks, QIIME, ....) as well as “in house” de-
veloped software.

4.  Additional computational analysis: microarray data analysis
with specialized packages, statistical analysis of experimental
data, software development on demand, primer design and tra-
ining in computational techniques for both internal and external
researchers.

5. Access to the “Nanodrop” spectrophotometers (2 units).

6.  Access to the “Maxwell16 (Promega)” automated nucleic acid
extractor.

7.  Determination of RNA integrity in the “Agilent bioanalyzer”
equipment.

8.  Access to conventional thermocyclers (3 units).
9.  Access to “Lightcycler” real-time thermocyclers (3 units).

11.  Acceso a los softwares “Pathway Studio” y “MedScan” 10.  Access to “ABI 7900HT” real-time thermocycler.

e Ingenuity Pathway Analysis. 11.  Access to “Pathway Studio”, “MedScan Reader” and Ingenuity
Pathway Analysis softwares.
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ELECTRON MICROSCOPY FACILITY (EMF)

Director Técnico /
Technical Director:
Dra. Maria Teresa Rejas Marco

Supervisor Cientifico /
Scientific Supervisor:
Dr. German Andrés Hernandez

Personal / Personnel:
Milagros Guerra Rodriguez

Lara Maria Rodenstein Pagina Web / Web page:

http://www2.cbm.uam.es/mkfactory.
esdomain/webs/CBMSO/plt_Servicio.

aspx?ldServicio=32

El Servicio de Microscopia Electrénica (SME) proporciona
apoyo cientifico-técnico a los grupos de investigacion
interesados en realizar microscopia electrénica de
transmision de complejos macromoleculares, virus,
bacterias, células eucariotas y tejidos. Los métodos
disponibles incluyen técnicas convencionales y criotécnicas
de procesamiento de muestras bioldégicas 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 optica-electrénica. EI SME dispone
de un microscopio electréonico de transmision de 100 kV
equipado con una camara digital (4k), un microscopio
invertido de fluorescencia y equipos de criofijacion por
inmersioén, criosustitucion automatica, ultramicrotomia
convencional, crioultramicrotomia y criosecado. En el bienio
2013-2014, el SME ha realizado trabajos para mas de 35
grupos del CBMSO y de 30 grupos de otras instituciones.
Asi mismo, el SME ha contribuido con su aportacién a 25
publicaciones, participando como autores en las siguientes:

Alejo, A, Andrés G, del Rosal M, Salas, M. L. African swine fever virus processing peptidase.
Handbook of proteolytic enzymes. 2013. Rawlings & Salvesen eds. Elsevier Science Ltd. ISBN
:9780123822192. Academic Press.

Salas ML, Andrés G. African swine fever virus morphogenesis. Virus Res. 2013 Apr;173(1):29-41.

Almazan F, Dediego ML, Sola |, Zufiiga S, Nieto-Torres JL, Marquez-Jurado S, Andrés G,
Enjuanes L. Engineering a replication-competent, propagation-defective Middle East respiratory
syndrome coronavirus as a vaccine candidate. mBio. 2013 Sep 10;4(5): e00650 13.

Fiala GJ, Rejas MT, Schamel WW, van Santen HM. Visualization of T nar
|mmunogo|d labeling, freeze-etching, and surface replication. Methods CsIIB!oI 2013 117:391 410

Bischoff M, Gradilla AC, Seijo I, Andrés G, Rodriguez-Navas C, Gonzélez-Méndez L, Guerrero
|. Cytonemes are required for the establishment of a normal Hedgehog morphogen gradient in
Drosophila epithelia. Nat Cell Biol. 2013 Nov; 15(11):1269-81.

Gradilla AC, Gonzalez E, Seijo | , Andrés G, Bischoff M, Gonzalez-Mendez L, Sanchez V, Callejo
A, Ibafiez C, Guerra M, Ortigao-Farias JR, Sutherland JD, Gonzalez M, Barrio R, Falcén-Pérez
JM, Guerrero |. Exosomes as Hedgehog carriers in cytoneme-mediated transport and secretion.
Nat Commun. 2014 Dec 4: 5:5649.

1. Supervision cientifico-técnica en el disefio experimen-
tal, analisis e interpretacién de resultados.

Formacion y supervision de los usuarios en el manejo
del microscopio electrénico.

Tincion negativa de complejos macromoleculares, na-
noparticulas y virus.

Fijacion quimica e inclusion convencional en resina de
especimenes bioldgicos.

Criofijacién, criosustitucion e inclusion en resina a baja
temperatura.

Ultramicrotomia de muestras infiltradas en resina.
Crioultramicrotomia (técnica de Tokuyasu).

Inmunomicroscopia electrénica con conjugados a oro
coloidal.

Microscopia correlativa 6ptica-electrénica.

> 0N
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Criofractura, criosecado y obtencién de réplicas Pt/C.

- =
- O

Microscopia electrénica de acidos nucléicos.

The electron microscopy facility (EMF) 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. The EMF instrumentation includes
a 100 KV transmission electron microscope equipped with
a 4k digital camera, an inverted fluorescence microscope
devoted to CLEM techniques and the following instruments
for sample processing: a plunge-freezing unit, an automatic
freeze-substitution system, a conventional ultramicrotome,
a cryoultramicrotome and a freeze-etching unit. During the
2013-2014 period, the EMF has been used by more than
35 research groups from CBMSO and 30 groups from other
institutions. Also, the EMF has contributed to 25 publications,
participating as authors in the following ones:

1. Technical and scientific supervision on experimental
design and data analysis.

2. Training and supervision of EM facility users.

3. Negative staining of macromolecular complexes, nano-
particles and viruses.

4. Chemical fixation and resin-embedding of biological
specimens.

5.  Cryofixation, freeze-substitution and low temperature
embedding.

Ultramicrotomy of resin embedded samples.
Tokuyasu's cryosectioning.

Immunolectron microscopy with gold conjugates.
Correlative light-electron microscopy.

Freeze-fracture, freeze-etching and Pt-C replication.
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Electron microscopy of nucleic acids.
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OPTICAL AND CONFOCAL MICROSCOPY CORE FACILITY (SMOC)

il

El SMOC fue creado en el afio 1999. Actualmente tenemos
6 sistemas confocales, 3 de ellos con adquisicion espectral,
un sistema Multifotén, 6 microscopios de campo ancho, una
lupa y un vibratomo. En 2 de los confocales y en 3 de los mi-
croscopios de campo ancho se dispone de camaras de incu-
bacion y sistemas de perfusién para experimentos in vivo de
larga duracion. También distribuimos anticuerpos, marcado-
res fluorescentes, medios de montaje, soportes de plastico
y vidrio para montaje y cultivo de las muestras y otros acce-
sorios y reactivos con aplicaciones en la microscopia éptica.

- Estamos certificados con la norma ISO9001:2008 desde
el afio 2009.

1. Gestion y facturacion de los servicios.

2. Mantenimiento y supervision del sistema de reservas
de los equipos.

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).

Distribucion y mantenimiento del stock de reactivos.

Participacion en la organizacién y soporte de la Red
Espafiola de Microscopia Optica Avanzada (REMOA)
(http://remoa.net) desde su fundacion en el afio 2011.
Hemos organizado, junto al Centro Nacional de Inves-
tigaciones Oncoldgicas (CNIO), el 2° Congreso de RE-
MOA en Madrid, 13-15 de Octubre de 2014.

8. Soporte y organizacion de la Plataforma de Micros-
copia para Biociencias de la Comunidad de Madrid
desde 2013 (http://www.madrimasd.org/Laboratorios/
plataformas-red/ficha.asp?IdPreli=3), formando parte
de la Red de Laboratorios de la Comunidad Auténoma
de Madrid con el numero 216 desde el afio 2006.

Director Técnico /
Technical Director:
Dr. Carlos Sanchez Martin

Supervisor Cientifico /
Scientific Supervisor:
Dr. Javier Diez Guerra

Personal / Personnel:

Maria Angeles Mufioz Alcala
Teresa Villalba Villacorta
Veronica Labrador Cantarero
Ricardo Madrid Gonzélez
Carmen Sanchez Jiménez

Pagina Web / Web page:
http://www.cbm.uam.es/confocal

The SMOC facility was created in 1999. Nowadays, we have
six confocal systems, three of them with spectral acquisition,
one Multiphoton system, six widefield microscopes, one
stereomicroscope and one vibratome. Two of the confocal
systems and three of the widefield microscopes have
incubation chambers and perfusion systems for long-term in
vivo experiments. Additionally, we distribute some antibodies,
fluorescent markers, mounting media, glassware and dishes
typically used for microscopy applications.

We are 1ISO9001:2008 Quality Standard Norm certified from
2009.

Articles:

“Setting Up and Running an Advanced Light Microscopy and Imaging Facility”. C. Sanchez,
M.A. Munoz, M. Villalba, V. Labrador and F.J. Diez-Guerra, 2010. Current Protocols in
Cytometry. 57:12.22.1-12.22.21.

Advanced Optical Microscopy Techniques for the study of cellular physiopathology. F.J. Diez
Guerra y C. Sanchez. Chapter 5, Section Il (Papel de la Biologia Molecular y Celular en
el estudio de las Enfermedades Renales) (4th Edition. 2013). Nefrologia Clinica. Ed.: L.
Hernando Avendario. Ed. Médica Panamericana.

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. Support and organization of the Spanish Network of
Advanced Optical Microscopy (REMOA) (http://re-
moa.net) from its foundation, in 2011. We have just
organized, together with Centro Nacional de Investi-
gaciones Oncolégicas (CNIO), the 2nd Congress of
the Spanish Advanced Optical Microscopy Network
(REMOA) in Madrid, October 13-15th 2014.

8.  Support and organization of the Microscopy Platform
for Biosciences from 2013 (http://www.madrimasd.org/
Laboratorios/plataformas-red/ficha.asp?IdPreli=3), as
part of the Laboratory Network of Comunidad Auténo-
ma de Madrid with the number 216 from 2006.
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PROTEOMICS AND PROTEIN CHEMISTRY CORE FACILITY

Director Técnico /
Technical Director:
Dra. Ana Isabel Marina Ramirez

Supervisor Cientifico /
Scientific Supervisor:

Dr. Fernando Rodriguez

Dra. Maria Fernandez Lobato

Personal / Personnel:
Dr. Carlos Garcia Garcia
Dra. Esperanza Morato Lopez Pagina Web / Web page:

Dra. Mercedes del Valle Sanz www.cbm.uam.es/servicios/proteomica.htm

Laura Pelaez Aguado y www.proteored.org

Desde 1993 la trayectoria del Servicio de Proteémica del
CBMSO ha sido paralela a la evoluciéon de la comunidad
cientifica en el estudio de las proteinas y sus objetivos son
ofrecer apoyo y asesoramiento al investigador con métodos
apropiados para preparar la muestra y disefiando el flujo
de trabajo 6ptimo para cada objetivo. El laboratorio esta
equipado con sistemas de electroforesis 1D y 2D vy tres
espectrometros de masas, un MALDI-TOF (Bruker), un LTQ-
VELOS (2D-Trampa iénica en tandem-Thermo-Scientific)
y un LTQ-ORBITRAP-VELOS-PRO (2D-Trampa i6nica
en tandem acoplada a un analizador Orbitrap-Thermo-
Scientific). Nuestro Servicio ha sido usado por numerosos
proyectos de investigacién en toda Espafa.

Formacion:

* Cursos en Proteémica avanzada para el personal del
Servicio.

* Seminarios dirigidos a usuarios acerca de los avances
recientes en instrumentacion.

* Participacion en congresos de Protedmica nacionales e
internacionales.

Electroforesis SDS-PAGE
Tincion de geles

Andlisis de peso molecular de péptidos y proteinas mediante
MALDI-TOF

Preparacion de muestras (precipitacion, digestion, desalado)
Identificacion de proteinas mediante mapeo peptidico (PMF)

Identificacion de proteinas mediante LC-MS/MS (ESI-LTQ-
VELOS/ORBITRAP)

Caracterizacién de proteinas y proteomas (analisis de modi-
ficaciones postraduccionales)

Secuenciacion De novo

QO

R

In 1993 the Protein Chemistry Facility was created in
the CBMSO. The trajectory of the Proteomics Facility
has eversince paralleled 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 sample preparation and design of
the appropriate work-flow for each objective. The laboratory
is equipped with systems to run 1-D and 2-D electrophoresis
and three mass spectrometers: a MALDI-TOF from Bruker, a
LTQ-VELQOS (2D-lon Trap in tandem) from Thermo-Scientific
and a 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 meetings on
proteomics.

SDS-PAGE electrophoresis

Gel staining

Protein and peptide molecular weight analysis by MALDI-TOF
Sample preparation (precipitation, digestion, desalting)
Protein identification by peptide mass fingerprinting (PMF)

Protein Identification by LC-MS/MS (ESI-LTQ-VELOS/
ORBITRAP)

Protein and proteome characterization (analysis of post-tras-
lational modifications)

De novo sequencing
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TRANSGENESIS FACILITY

La unidad de transgénesis CNB-CBMSO, es un servicio
cientifico conjunto de los centros CBMSO y CNB creada
con el objetivo de dar apoyo a los grupos de investigacién
en la creacion, establecimiento e intercambio de modelos
murinos genéticamente modificados. La unidad asesora
sobre la mejor estrategia para obtener el modelo de ratén
en todos sus pasos: la creacion del modelo y el estable-
cimiento de la linea para obtener el genotipo deseado. La
unidad proporciona todos los recursos necesarios tanto
de animales como de tecnologia, incluyendo transgénesis
aditiva, mutagénesis dirigida (KO y KIl) o edicién génica
(ZFNs, TALENs o CRISPRs). La unidad cuenta con 3
plataformas de microinyeccion, dotadas con microinyec-
tores y piezo taladro, estereomicroscopios, microforja y
estirador de pipetas. Ademas cuenta con un laboratorio
estandar de biologia molecular y un laboratorio de cultivos
celulares especifico para células ES. El servicio tiene ac-
ceso pleno a los animalarios del CBMSO y CNB.

Asesoria en el disefio de vectores de mutacion dirigida y
transgenes.

Microinyeccion pronuclear de DNA plasmidico, BACs y YACs
Electroporacion de lineas celulares ES.

Ediciéon gendmica mediada por inyeccién de ZFNs, TALENs
y CRISPR/Cas.

Manipulacion e inyeccion de células ES procedentes de con-
sorcios internacionales para generacion de quimeras.

Genéracion de células ES de ratén.

Purificacion de DNA para microinyeccion e identificacion de
fundadores por PCR.

Rederivaciéon sanitaria de lineas de raton procedentes de
centros externos mediante FIV o transferencia de embriones.
Técnicas de reproduccion asistida para solucionar proble-
mas de la gestion de ratones modificados genéticamente.

Apoyo en el establecimiento y gestion de lineas genética-
mente modificadas.

Formacién especifica en la obtencion manejo y cultivo de
embriones de ratén en fases previas a la implantacion.

Supervisor cientifico y director técnico /
Scientific supervisor and Technical Director:

Dra. M? Belén Pintado Sanjuanbenito CNB

Personal / Personnel:

Veronica Dominguez Plaza (Tecnologia células ES) CBMSO
Alfredo Serrano Montalbo (Microinyeccién) CNB

Marta Garcia Flores (Biologia Molecular) CNB

The CNB-CBMSO Transgenesis Unit is a joint scientific
service shared between both centers, CBMSO and CNB
with the aim to provide support to researchers in the
creation, establishment and interchange of genetically
modified mouse models. The Unit offers technical and
scientific support on the best strategy to obtain the
desired mouse model in all the required steps: creation
of a genetically modified model, establishment and
management of lines in order to achieve the desired
genotype. We provide the necessary animal resources
and technology either by additive transgenesis, targeted
mutagenesis (KO, KI) or Genome editing (ZFNs,
TALENs and CRISPRs). The service counts with three
microinjection settings including microinjectors and piezo
drill, dissecting microscopes, microforge and pipette puller
plus a standard molecular biology laboratory and a fully
equipped laboratory for ES cells handling. The unit has
access to the animal facilities of CBMSO and CNB.

Aadvise in the design of target vectors or constructs for mi-
croinjection.

Pronuclear microinjection of plasmidic, BAC and YAC DNA.

Vector electroporation into ES cell lines Genome editing
through ZFN, TALENs and CRISPR/ Cas9 injections.

International consortia ES cells handling and injection to ge-
nerate chimeras.

Derivation of murine ES cell lines.

DNA purification and founder identification by PCR upon
request.

Embryo rederivation through IVF or embryo transfer from ex-
ternal animal facilities.

Reproductive biotechnology to solve breeding problems of
genetically modified mice.

Support in the establishment and management of genetically
altered mouse lines.

Specific training in collection, handling and culture of mouse
embryos in preimplantational stages.
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ADMINISTRACION
Administration

BIBLIOTECA
Library

COMPRAS Y ALMACEN
Purchase Department

CULTIVOS, LAVADO Y ESTERILIZACION
Cell Culture, Washing and Sterilization

DIRECCION
Management Board

DISENO GRAFICO
Graphic Design

Ir v \
FOTOGRAFIA | —

Photography

GESTION DE PERSONAL
Personnel Management

GERENCIA
Management

INFORMATICA
Computing

INSTRUMENTACION
Instruments and Equipment

MANTENIMIENTO
Maintenance

RECEPCION
Reception

RELACIONES INSTITUCIONALES
Institutional Relations

SEGURIDAD BIOLOGICA
Biological Security

PREVENCION Y SALUD LABORAL

Safety and Occupational Risk
Prevention

SERVICIOS GENERALES /GENERAL SERVICES



SERVIGIOS

GEMERALES

General Services




SERVICIOS GENERALES /GENERAL SERVICES
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ADMINISTRACION
ADMINISTRATION

Jaime Garcia Martin-Delgado
Carmen Arroyo Martin
Montserrat Barbero Maturana
Josefina Escribano Molina
Mercedes Herrador Morales
(Hasta 1/4/2013)

Jesus Alfonso Maiz Delgado
Jessica Martinez Santos
Pilar Nogal Paris

Miguel Pérez Pulido

Sonia Rubio Lago

Silvia Villalba Garcia

Belén Villar Pérez

BIBLIOTECA
LIBRARY

Rosario Gutiérrez Garcia
Ana Garcia Herranz
Dunia Mairena Escribano

COMPRAS Y ALMACEN
PURCHASE DEPARTMENT

M@ Carmen Rico Ruiz

José Miguel Celestén Martin
Margarita Corral Diaz

M? José Fernandez Martin
José Luis Garcia Mira

(Hasta 6/2014)

Jesus Miguel Hernandez Lago
Joaquin Parra Garcia
Teodoro Pedraza Caro

CULTIVOS, LAVADO Y
ESTERILIZACION

CELL CULTURE, WASHING

AND STERILIZATION
Mercedes Davila Cerrato
Pilar Alonso Hernandez

M2 Carmen Alonso Barba
M2 Angeles Blanco Ferreras
Irene Bustos Sanchez
Juana Bustos Sanchez
(Hasta 6/2014)

Maria Cazorla Plaza
Antonia Cerrato Gémez
Anunciacién Gaceo Esteban
Miriam Garcia Carrascal

M2 Nieves Martin Bermejo
F. Borja Mirasol Burgos
Gema Mondéjar Navas

Ana M? Pérez Colmenar
Juan Antonio Rebelles Vicente
Antonio Tirado Morén

DIRECCION
MANAGEMENT BOARD

Antonia Condes Cano

DISENO GRAFICO
GRAPHIC DESIGN

José Ignacio Belio Lopez

FOTOGRAFIA
PHOTOGRAPHY

José Antonio Pérez Gracia

GESTION DE PERSONAL
PERSONNEL MANAGEMENT

M2 Reyes Llaguno Pérez
Montserrat Cantarero Garcia
(Hasta 7/2014)

Remedios Madrid del Alamo
Isabel de la Rosa Santos
Pedro Alejandro Pérez Garcia

GERENCIA
MANAGEMENT

German Lerma Rodrigo
Gloria Escribano Sanchez

INFORMATICA
COMPUTING

Pedro Pemau Alonso

Luis Anton Pérez

Diego Diaz Rodilla

Angel J. Gonzalo Gonzalo
Jorge César Montoya Valero
(Hasta 12/2013)

Maria Pefia Pérez Garcia
Santiago Soto-Largo Dimitrieff
(Hasta 4/2013)

INSTRUMENTACION
INSTRUMENTS AND EQUIPMENT

Francisco Gutiérrez de la Cruz
Santiago Arenas Martinez
(Hasta 5/2013)

Juan A. Delgado Rodriguez
Jesus Gonzalez Galan

José Luis Mejias Pozuelo
Fernando Mufioz Maqueda
Jesus Pozuelo Torrijos

(Hasta 2/2014)

MANTENIMIENTO
MAINTENANCE

José Antonio Muinoz Diez
José Andrés Hernandez
Pedro Pablo Cordén Polanco
Juan Luis Garcia Alarcon
Dominic Lopez Irving

César Martos Valladares
Emilio Montero Minguez
Carlos Quifiones de la Guia
José Maria Sanz Mejias

RECEPCION
RECEPTION
Manuel Barajas Marin

(Hasta 11/2014)
M2 Jesus Gil Marinas

RELACIONES INSTITUCIONALES
INSTITUTIONAL RELATIONS
Mercedes Huete Pereda

Jessamyn Jackson
(Hasta 7/2014)

SEGURIDAD BIOLOGICA
BIOLOGICAL SECURITY
Angeles Sanchez Sanchez

Gema Caparrés de la Jara
M2 Cruz Valladares Bartolomé

PREVENCION Y SALUD
LABORAL

SAFETY AND OCCUPATIONAL
RISK PREVENTION

M2 Carmen Lopez Vara
Antonio Sanchez Moreno
(Hasta 6/2014)
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Lecciones Conmemorativas \

Memorial Lectures

Ciclo de Seminarios “Severo Ochoa”
Cicle “Severo Ochoa” Seminars

Seminarios AD-HOC
AD-HOC Seminars
Seminarios de Centro
Regular Seminars

Seminarios Special
Special Seminars

SEMINARIOS Y LECCIONES CONMEMORATIVAS
SEMINARS AND MEMORIAL LECTURES



SEMINARIOS

v LEGGIONES

AULR RAMAN RRECES

Seminars and Lectures




LECCIONES CONMEMORATIVAS / MEMORIAL LECTURES

Leccion

Conmemorativa

N HONOH DE

Evapio

VINUELA

Carlos
Lépez-Otin

Departaments de Boquimica y Biolngia Moecar
Lirreracand te Cvedts

Miércoles, 26 de marzo de 2014
{a las 1200 harasy
Aula Ramdn Areces

“Lipid Signafing in the Control
of Membrane Dynamics and
Interactions”

Pietro De Camilll

EN HONOR DE

DAVID
VAZQUEZ

“Linking Pathogen Virulence,
Host Immwunity, the Microbiota
| and Disease”

Gabriel Nifiez

P o K Prctestor of Acaceme: Paciogy
T Lispvurnsty of Mgt Mes) Sctot
e A, M UISA

CENTREO D BIOLOGIA MOLECULAR
SEVERD OCHOA

e :;'\cgn;
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XIV Leccion Conmemorativa Eladio Viiiuela 2013
XIV Eladio Vifiuela Memorial Lecture 2013
20/03/013
Eckard Wimmer

Stony Brook University School of Medicine
Stony Brook, NY, USA

“Recoding of Viral Genomes through Chemical Synthesis:
New Genetics and New Vaccine Candidates”

XV Leccion Conmemorativa Eladio Vifiuela 2014
XV Eladio Vifiuela Memorial Lecture 2014
26/03/014
Carlos Lopez-Otin
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular
Universidad de Oviedo

“Cancer y envejecimiento: paisajes genémicos
y andlisis funcionales”

XX Leccion Conmemorativa Severo Ochoa 2013
XX Severo Ochoa Memorial Lecture 2013
22/11/013
Elaine Fuchs

Howard Hughes Medical Institute, The Rockefeller Uni-
versity, New York, USA Stony Brook, NY, USA

“Stem Cells in Silence, Action and Cancer”

XXI Leccion Conmemorativa Severo Ochoa 2014
XXI Severo Ochoa Memorial Lecture 2014

3/11/014

Pietro de Camilli

Yale University School of Medicine. New Haven, CT, USA

“Lipid Signaling in the Control of Membrane Dynamics
and Interactions”

VIl Leccion Conmemorativa David Vazquez 2013
VIl David Vazquez Memorial Lecture 2013

3/10/013

José Antonio Salas

Departamento Biologia Funcional, Universidad de Oviedo

“Engineering natural product biosynthesis in actinomycetes for
the generation of novel bioactive derivatives”

IX Leccion Conmemorativa David Vazquez 2014
IX David Vazquez Memorial Lecture 2014
23/09/014
Gabriel Nufez

Paul de Kruif Professor of Academic Pathology, The University of
Michigan Med School, Ann Arbor, MI, USA

“Linking Pathogen Virulence, Host Immunity, the Microbiota
and Disease”



14° y 15° Ciclo Seminarios Severo Ochoa
“Avances en Biologia Molecular” 2013/2014

142 CICLO

152 CICLO

14° and 15° Severo Ochoa Cicle
“Advances in Molecular Biology” 2013/2014

FECHA / DATE

15/02/2013

22/02/013

15/03/2013

22/03/2013

05/04/2013

10/05/2013

17/05/2013

29/11/2013

13/12/2013

24/01/2014

07/02/2014

14/03/2014

04/04/2014

09/05/2014

20/05/2014

13/06/2014

26/09/2014

SEMINARISTA / SPEAKER

Marcos Gonzalez
Gaitan

James Sharpe

Javier Caceres

Erik Sahai

Yves Brun

Bart de Strooper

Ben Berkhout

Harvey McMahon

Marian Ros

Urs Greber

Philip Eaton

Freddy Radtke

Andrei N. Lupas

Luis Serrano

Giacomo Cavalli

Inbal Goshen

Steve Wilson

CENTRO/ CENTER

Department of Biochemistry University of
Geneva, Switzerland

Systems Biology Research Unit Centre for
Genomic Regulation (CRG), Barcelona, Spain

MRC Human Genetics Unit, Institute of Ge-
netics and Molecular Medicine, University of
Edinburgh, Scotland, UK

Cancer Research UK, London Research Insti-
tute, 44 Lincoln's Inn Fields. London, UK

Department of Biology, Indiana University,
Bloomingdon, Indiana, USA

Center for Human Genetics, Flanders
Institute for Biotechnology (VIB), KULeuven,
Belgium

Department of Medical Microbiology Academic
Medical Center, Amsterdam, Netherlands

Neurobiology Division. MRC Laboratory
Molecular Biology Cambridge, UK

IBBTEC- Facultad de Medicina,
Universidad Cantabria, Santander

Cell Biology - Greber Lab, Institute of
Molecular Life Science, University of Zurich,
Switzerland

The Rayne Institute, St. Thomas’ Hospital
London, UK

Swiss Institute for Experimental Cancer Re-
search (ISREC) Laussane, Switzerland

Max Planck Institute for Developmental
Biology, Tubingen, Alemania

Centro de Regulacion Genémica (CRG)

Barcelona

Institute of Human Genetics
Montpellier, France

Hebrew University of Jerusalem
Jerusalem, Israel

Department of Cell and Developmental
Biology UCL, London, UK

CBMSO 2013-2014

TITULO DEL SEMINARIO / TITLE OF SEMINAR

Dynamics of Dpp signaling and growth control

What about the horse part? Modelling pattern
formation during limb development

Regulation of microRNA biogenesis and
function

Cancer Cell Invasion in Complex environ-
ments”

Evolution and regulation of bacterial growth,
morphology, and development

The biology and pathology of intramembrane
cleaving gamma-secretases and opportunities
for drug development in Alzheimer Disease

Recent advances in fundamental and applied
HIV-1 research

A Fast clathrin-independent endocytic me-
chanism

Papel de los factores de transcripcion Sp6 y
Sp8 en el desarrollo de las extremidades

How Viruses Navigate in Cells - from Entry to
Egress

Thiol redox sensors in the cardiovascular
system

Notch Signaling in Self-renewing Tissues and
Cancer

The origin of folded proteins

Protein competition could be involved in de-
termining cell signaling specificity: The Erb-
MAPK as an example

Epigenetics of chromosome folding and
evolution

lluminating memory: an optogenetic appro-
ach to study the role of neurons and glia in
memory acquisition and recall

Breaking symmetry in the brain: from genes
to circuits
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Seminarios AD-HOC 2013

AD-HOC Seminars 2013

FECHA / DATE = SEMINARISTA / SPEAKER

08/02/2013

26/02/2013

14/03/2013

15/03/2013

13/05/2013

20/05/2013

30/05/013

07/06/2013

Seminarios de Centro 2013-2014

CENTRO / CENTER

Centro Nacional de Biotecnologia, Madrid

Institut de Biologia Molecular de Barcelona
(IBMB), CSIC

Heinrich Pette Institute - Leibniz Institute for
Experimental Virology, Hamburgo, Germany

Instituto de Neurociencias CSIC-UMH
Universidad Miguel Hernandez-Campus de
San Juan (Alicante)

(ibidi, Germany)

University of California Berkeley

School of Life Sciences, Tsinghua
University, Pekin

WPI Immunology Frontier Research Centre
(IFReC), Osaka University, Japan

194

Regular Seminars 2013-2014

08/07/2013

23/09/2013

09/12/2013

28/02/2014

25/04/2014

08/05/2014

12/09/2014

11/10/2014

Jaime Castelli-Gair

Dominique Muller

Angel Raya

Yohannes Bellaiche

Michael Heneka

Stefano Piccolo

Benedicte Sanson

Paul Lehner

Centro Andaluz de Biologia del Desarrollo
(CSIC/JA/UPOQ), Sevilla

Neuroscience Center, University of Geneva,
Switzerland

ICREA Barcelona

Institut Curie, France

Bonn University, Germany

Institute of Histology and Embriology,
Padova University

Universidad de Cambridge
Cambridge Institute for Medical Research

University of Cambridge School of Clinical
Medicine, UK

TITULO DEL SEMINARIO / TITLE OF SEMINAR

Bacterial Transfer to T Cells through the
Immunological Synapse

A new role of Gq protein in mitochondrial fission
and fusion

Mechanisms of peripheral immunity to emer-
ging viruses

MNB/Dyrk1A: from Drosophila Optic Lobe
Development to Down Syndrome

New insights in cell based assays

Tear Down this Wall! Peptidoglycan Dyna-
mics of Intracellular Pathogens

Tissue biology and basement membranes

A systems biology approach to dissect and
manipulate the anti-inflammatory response

An extreme case of divergent evolution at the
origin of insect respiratory and endocrine organs

Structural plasticity of hippocampal excitatory
and inhibitory networks

Biomedical applications of induced pluripotent
stem (iPS) cells

Epithelial cell dynamics during tissue mor-
phogenesis

Does innate immunity contribute to
Alzheimer’s disease?
The Hippo pathway: organ size control and tu-

morigenesis

In vivo mechanisms of collective cell movement
and compartmental cell sorting

Novel genetic and proteomic approaches to
viral evasion



Seminarios Special 2013-2014

Special Seminars 2013-2014

Special CB

Seminar

A

Nonia Pariente

Senior Edfior | EMBO reports.

Viernes
20 de septiembre de 2013
12:00h

Aula Ramén Areces

C/ Nicolis Cabrora, 1

[T

Toldfonc: 91 196 4615

¥ 1 Punacitn Ramon Aseces.
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FECHA / DATE SEMINARISTA / SPEAKER CENTRO/ CENTER TITULO DEL SEMINARIO / TITLE OF SEMINAR

13/06/2013 Kenneth Stedman Center for Life in Extreme Environments, Viruses from Hell
Portland State University, Oregon, USA,
and Virus Focus Group, NASA Astrobiology
Institute

13/06/2013 Tung-Tien Sun Department of Cell Biology, New York Uni- Membrane specialization during bladder oro-
versity Medical School, New York, USA thelial differentiation

18/06/2013 Philipppe Sansonetti Institut Pasteur and Collége de France, Commensal and pathogenic bacteria: War and
Paris, France Peace at mucosal surfaces

02/07/2013 James B. Hurley Department of Biochemistry, University of Pools, circuits and metabolic networks in the
Washington, Seattle, WA, USA retina

12/09/2013 Lorenzo Lamattina Universidad Nacional de Mar del Plata/CO-  Ahora si, por fin, se ha encontrado una 6xido
NICET, Mar del Plata, Argentina nitrico sintasa (NOS) en el reino de las plantas

20/09/2013 Nonia Pariente Senior Editor, EMBO Reports EMBO publications: a look behind the scenes

24/09/2013 Erika Pastrana Senior Editor, Nature Methods Tips for successful publishing in the Nature titles

01/10/2013 H. Uri Saragovi Lady Davis Institute, Jewish General Hos- Cancer vaccines targeting glycolipid tumor
pital - McGill University, Montreal, Quebec, markers elicit therapeutic humoral and cellu-
Canada lar immunity

02/10/2013 Julian G. Cambronero Department of Biochemistry and Molecular Cell migration and tumorigenesis mediated
Biology, Wright State University School of by phospholipase D
Medicine, Ohio, USA

04/10/2013 Andrés Barria Department of Physiology and Biophysics, Trafficking, function and regulation of NMDA-
University of Washington, Seattle, WA, USA  type glutamate receptors

04/10/2013 Frangois Noél Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universi- Pharmacological evaluation of N-phenylpi-
dade Federal do Rio de Janeiro, Brasil perazine derivatives designed as atypical

antipsychotic drug candidates
07/11/2013 Robert Balaban Laboratory of Cardiac Energetics, National The systems biology of the mitochondrion

Heart, Lung, and Blood Institute, Bethes-
da, MD, USA
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Special Seminars 2013-2014

FECHA / DATE SEMINARISTA / SPEAKER CENTRO / CENTER TiTULO DEL SEMINARIO / TITLE OF SEMINAR
08/11/2013 Tomas Aragén Amo- Centro Investigacion Médica Aplicada, Univer- The non-conventional recruitment of XBP1
narriz sidad de Navarra, Pamplona, Espafia mRNA to endoplasmic reticulum signaling
centers
12/11/2013 José Maria Mato CIC-bioGUNE, Parque Tecnoldgico de Bizkaia  El higado graso: como se inicia y a que puede
dar lugar
19/11/2013 Elisa Marti Instituto de Biologia Molecular de Barcelona- Neural Stem cells, understanding the in vivo
-CSIC regulation of cell fate determination
27/11/2013 Lieven De Veylder VIB Department of Plant Systems Biology, = Quiescent stem cells: not so quiescent after all
Ghent University, Belgium
05/02/2014 Manuel Perucho Sanford-Burnham Medical Research Institu-  Genetics and epigenetics of colon cancer
te, La Jolla, California, USA
28/02/2014 Yohanns Bellaiche Institut Curie, Paris, France Epithelial cell dynamics during tissue morpho-
genesis
17/03/2014 Ana Rojas Computational Biology and Bioinformatics Emergence of the DNA Damage Response:
Group (CbBIO), Instituto de Biomedicina de  implications for downstream analyses
Sevilla (IBIS-HUVR))
19/03/2014 Margarida Correia Life and Health Sciences Research Institute  How the thymus copes with mycobacte-
Neves (ICVS), School of Health Sciences, Universi-  rium infection
ty of Minho, Braga, Portugal
28/03/2014 Antonio Gémez External Collaborations, Janssen Research Open Innovation de Johnson & Johnson: Po-
and Development sibilidades de Colaboracién
11/04/2014 Luis Maria Escudero Centro Andaluz de Biologia del Desarrollo Tissue Packing Explained by Simple Mathe-
(CABD), Sevilla matical Principles
16/09/2014 Sergio Lavandero Centro de Estudios Avanzados de Enferme-  Mecanismos transduccionales de insulina e
dades Cronicas. Universidad de Chile IGF-1 en corazén
19/09/2014 Keith Mostov University of California School of Medicine A molecular switch for forming an epithelial tissue
Genentech Hall San Francisco, CA, USA
06/10/2014 Jeroen Hoozemans Department of Pathology, VU University Me-  Activation of the Unfolded Protein Response
dical Center, Neuroscience Campus Amster-  in Alzheimer’s disease and related disorders
dam, The Netherlands
10/10/2014 Hal Dietz Dep. Pediatrics, Medicine, and Molecular Found in Translation: New Insights into the
Biology & Genetics Johns Hopkins University Pathogenesis and Treatment of Marfan Syn-
School of Medicine, Baltimore, USA drome and Related Disorders
27/10/2014 Rodrigo Bermejor Instituto de Biologia Funcional y Genomica Mechanisms of replication fork monitoring and
de Salamanca protection
18/11/2014 Florentino Borondo Instituto de Ciencias Matematicas (ICMAT) Redes complejas: una herramienta matema-
tica para la ciencia del siglo XXI
20/11/2014 Natalia Sanchez- Cellular and Molecular Physiology, Institute of Tau and Spectraplakins cooperate in synap-
Soriano Translational Medicine, University of Liverpool, UK se formation and neuronal longevity
25/11/2014 Dann Westenbrink University Medical Center de Groeningen Mitochondrial reprogramming in heart failure
26/11/2014 Javier Morante Instituto de Neurociencias de Alicante. Univer- ~ From neural stem cells to neural circuits
sidad Miguel Hernandez — CSIC. Alicante
27/11/2014 Juan Pié Juste Departamento de Farmacologia. Facultad  Sindrome Cornelia de Lange: Una enferme-
de Medicina. Universidad de Zaragoza dad comp
16/12/2014 Giles Hardingham The University of Edinburgh Transcriptional control protective and degene-

rative pathways in neurons
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