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Presentacion

Vicente Rambla Momplet.
Conseller de Sanidad

Un afio mas la Fundacion Valenciana de Investigaciones Biomédicas (FVIB) hace publicos los resultados de su gestion al
presentar la memoria de actividad correspondiente al afio 2004.

El balance de resultados que podemos extraer del mencionado ejercicio no puede ser mas satisfactorio. La puesta en marcha
del Centro de Investigacién “Principe Felipe”, unido a éxitos como el alcanzado tras la derivacién de las primeras lineas celulares,
por parte del equipo del doctor don Carlos Simén, dejan traslucir la seriedad de un proyecto, asi como la conviccién con que
la Generalitat Valenciana viene trabajando en favor de la investigacion biomédica, el desarrollo tecnoldgico y la innovacién.

En este sentido, dos han sido las lineas de trabajo impulsadas por la Conselleria de Sanidad. Por una parte, hemos potenciado
los recursos publicos, mejorando la dotacién financiera, asi como los recursos humanos y materiales destinados a este fin.
Por otra parte, hemos promovido una mayor coordinacién entre aquellas instituciones, pablicas y privadas, de nuestra
Comunidad que tienen un reconocido prestigio en este ambito.

Pues bien, los primeros resultados de esta estrategia han visto, por fin, la luz en 2004. Dichos resultados, tras su anélisis y
valoracion, han sido recogidos en la presente publicacion.

La FVIB ha querido que esta memoria esté planteada desde la perspectiva de la llamada “gestion del conocimiento” v, por
tanto, desde la 6ptica de una organizacion que se esfuerza por compartir, de forma estructurada, selectiva y permanente, todo
el conocimiento de sus miembros, es decir, todo su capital intelectual.

Cada dia parece mas evidente que el valor de una organizacién depende del uso y de la distribucién que se haga de ese
conocimiento. Desde esta perspectiva, la FVIB ha realizado un importante esfuerzo divulgativo al editar esta monografia.

Gracias a un analisis riguroso y exhaustivo de sus lineas de investigacion, el lector no sélo va a obtener una vision real y critica
de esta organizacion, sino que también va a poder evaluar el grado de cumplimiento de los objetivos que, afio tras afo, la FVIB
se marca con el fin de mantener una posicién de vanguardia en el marco de la investigacién médica y farmacolégica mundial.

Como Conseller de Sanidad y a la vista de los resultados obtenidos, no puedo sino mostrar mi enorme optimismo y esperanza
hacia el futuro que se abre no sélo para la FVIB o para el Centro de Investigacion Principe Felipe, sino sobretodo para la
investigacion biomédica en la Comunidad Valenciana.

Desde estas lineas quiero expresar mi apoyo y mi confianza hacia el equipo de profesionales que trabajan en sus instalaciones
y que consiguen, con su esfuerzo y dedicacidn, hacer cada dia un poco mas real ese futuro libre de enfermedades que todos
ambicionamos.
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Introduccion

Rubén Moreno Palanques.
Director General

El afo 2004 ha pasado a la historia de nuestra fundacién como el afio en que se finalizaron las obras de nuestro nuevo centro,
el Centro de Investigaci6n Principe Felipe (CIPF).

Desde la colocacion de la primera piedra en julio de 2002 por el Molt Honorable President de la Generalitat Valenciana don
José Luis Olivas, hasta su culminacién, han pasado dos afios intensos, en los que adelantarse a los acontecimientos, importante
en toda actividad humana, ha sido especialmente critico para que el inicio de la actividad en el nuevo centro se realizara al
menor coste a todos los niveles, especialmente en el cientifico. Eso ha sido posible gracias al esfuerzo de todo el personal
del centro, el existente en el momento de su concepcién y el que se ha incorporado posteriormente, asi como de quienes en
el ejercicio de sus responsabilidades de gobierno, tomaron las decisiones necesarias para que este proyecto cientifico pudiera
materializarse. El esfuerzo se vio premiado con la puesta en funcionamiento del centro, y con la decisién de Su Alteza Real
el Principe de Asturias de conceder la denominacién “CENTRO DE INVESTIGACION PRINCIPE FELIPE”, nombre con el que se
conocera a partir de ahora al Centro Superior en Alta Tecnologia Cientifica para la Investigacién en Biomedicina y en Trasplantes
de Tejidos y Organos de la Comunidad Valenciana.

Durante 2004, con la modificacion de la Ley de Reproduccion Humana Asistida, el CIPF decidi incorporar una unidad de
derivacion de células troncales embrionarias, en colaboracién con la Fundacién del Instituto Valenciano de Infertilidad, dirigida
por el doctor don Carlos Simén, que servira de base a los laboratorios de investigacion en medicina regenerativa y terapia
celular. Su investigacién condujo a la derivacion de las dos primeras lineas obtenidas en Espafa -y unas de las primeras en
el mundo- de células troncales de origen embrionario (hESC) a partir de embriones crioconservados de larga duracién (mas
de 5 afios), a las que se ha denominado VAL-1y VAL-2, en condiciones libres de componentes animales. Para ello, se utilizd
un soporte celular de origen humano, a diferencia de los soportes utilizados previamente por otros grupos de investigacion
que son de origen animal, permitiendo de esta forma, su posterior utilizacion en aplicaciones terapéuticas. Han sido sin duda,
los resultados de mayor relevancia publica durante el afio 2004.

Ademas de la puesta en funcionamiento de forma progresiva del nuevo CIPF, se han incorporado nuevas infraestructuras de
Resonancia Nuclear Magnética de macromoléculas; espectrometros de masas MALDI TOF TOF, estacion de protedmica robotizada;
zonas de animalario SPF; y animalario de peces y anfibios para estudios relacionados con biologia del desarrollo, entre otras.

Se han creado dieciséis nuevos grupos de investigacion intra o interdisciplinares, que se unen a los diez existentes, y que
incluyen los siguientes: el Banco de Lineas Celulares Troncales Embrionarias (Dr. Carlos Simédn Vallés); el laboratorio de
Neuroendocrinologia Molecular (Dra. Deborah J. Burks); Laboratorio de Diferenciacion de Células Troncales (Dr. José Luis Mullor);



Laboratorio de Biologia de Células Epiteliales (Dr. Marcel Vergés); Laboratorio de Biologia Sensorial (Dra. Rosa Maria Planells
Cases); Laboratorio de Transporte de ARN (Dra. Susana Rodriguez-Navarro); Laboratorio de Modelos Animales (Dra. Paloma Pérez
Sanchez); Unidad de Gendmica del Cancer (Dr. Javier Garcia-Conde Br(); Departamento de Farmacologia Molecular (Dr. José Maria
Sanchez-Puelles); Laboratorio de Biologia Estructural (Dr. Antonio Pineda); Laboratorio de Estructura y Simulacién Molecular (Dr.
José Gallego Sala); Departamento de Bioinformatica (Dr. Joaquin Dopazo); Laboratorio de Biologia Celulary Molecular (Dr. Jaime
Font de Mora Sainz); Laboratorio de Catabolismo y Regulacion de Neurotransmisores (Dr. Juan Arturo Garcia Horsman); Servicio
de Animalario (Dr. Vicente Torrent) y Servicio Tecnolégico de Proteémica (Dr. Manuel Sanchez del Pino y Dra. Luz Valero).

El CIPF ha establecido acuerdos marcos y convenios de colaboracién con distintos centros e Instituciones, tanto nacionales
como extranjeros, como el Karolinska Institutet (Estocolmo, Suecia); Vanderbilt University (Nashville, Tennessee, EE.UU);
Universitat de Valéncia; Fundacién Universidad Empresa (Universitat de Valencia); Fundaci6n para la Investigacion Biomédica
del Hospital Clinico Universitario de Valencia; Fundacion para la Investigacion del Hospital Universitario La Fe de Valencia;
Instituto de Biomedicina de Valencia (CSIC); Consejeria de Sanidad de la Junta de Castilla y Ledn; Fundacion para la Investigacion
del Instituto Valenciano de Infertilidad (FIVI), y Merck Farma y Quimica, S.A. Ademas, durante 2004 el CIPF ha colaborado y
participado en intercambios y redes de cooperacién cientificos que han incluido a mas de 130 centros de investigacion,
asistencia hospitalaria y de formacion, de 16 paises.

Dentro de la labor docente que el CIPF también tiene encomendada, sus investigadores han seguido organizando cursos en
Biologia Moleculary Celular, algunos de los cuales se celebran desde hace varias décadas. En ellos han participado numerosos
investigadores y profesionales que hoy desarrollan su labor en numerosos centros de investigacion y sanitarios de nuestro
pais. Asimismo, han participado en cursos de doctorado en distintas universidades, y en el programa de seminarios cientificos
del CIPF, que con caracter semanal estan especialmente dirigidos tanto a los grupos de investigacion internos como a los
centros de investigacién biomédica y hospitales de Valencia.

El CIPF, a través de sus programas cientificos, ha ofrecido la oportunidad de desarrollar tesis doctorales de excelencia a estudiantes
universitarios cualificados que han comenzado su carrera cientifica en investigacion biomédica, medicina regenerativa o
descubrimiento de nuevos farmacos. Durante 2004 han participado en el programa predoctoral del CIPF, un 44 % mas de licenciados
que el ano pasado, mientras que el programa de formacién posdoctoral ha crecido con respecto al afio 2003 en un 109%.

Los Programas de Formacion de Personal Técnico, de Préacticas de Laboratorio para Estudiantes de Segundo Ciclo, y de
Estudiantes de Formacién Profesional, han ofrecido a un importante colectivo adquirir experiencia en las técnicas de Biologia
Moleculary Celular, que les permita en el futuro formar parte de grupos de investigacion y servicios tecnoldgicos.
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Mencién especial merece la integracion de 11 investigadores financiados por el programa Ramén y Cajal, la mayoria de los
cuales ha iniciado su trabajo como jefes de grupo independientes.

La financiaci6n del CIPF se realiza fundamentalmente mediante la aportacién realizada por la Generalitat Valenciana, a través
de la Conselleria de Sanidad, pero una parte significativa de su presupuesto procede de la participacién de los grupos de
investigacion del Centro en las convocatorias publicas para la adjudicacién de proyectos en régimen de concurrencia competitiva.
En el afo 2004 los proyectos adjudicados y en ejecucién financiados por entidades publicas y privadas han crecido un 111%.

Como resultado de todo ello, la produccidn cientifica del personal vinculado al Centro ha aumentado en un 116%, un resultado
excepcional que habra que mantener a pesar del esfuerzo extraordinario que supone el traslado a un nuevo centro y su puesta
en funcionamiento.

Finalmente, es una satisfaccion para el CIPF que dos de los investigadores vinculados al mismo, hayan sido distinguidos en
2004 con los Premios Rey Jaime I. El doctor Carlos L6pez Otin, miembro del Consejo Cientifico Asesor del CIPF, ha recibido el
Premio Rey Jaime | en Investigacion 2004, por el descubrimiento de una serie de nuevas proteasas, incluyendo metaloproteinasas,
que son sobreexpresadas en tumores malignos. El catedratico de Obstetricia y Ginecologia Antonio Pellicer Martinez, miembro
del Patronato de la Fundacion Valenciana de Investigaciones Biomédicas, ha recibido el Premio Rey Jaime | en Medicina Clinica
2004, por sus aportaciones en el campo del tratamiento de la infertilidad humana, que ha abierto una puerta para que Espafia
se convierta en un pais avanzado en el campo de la medicina regenerativa.

Indudablemente, una de las caracteristicas principales de este nuevo milenio es la expectativa ilimitada con la que comienza
respecto a los avances cientificos y tecnolégicos. En los dltimos veinticinco afos del siglo XX se han sentado las bases para
un desarrollo cientifico sin precedentes, cuyas consecuencias modificaran enormemente la vida de los seres humanos. Ademas,
la investigacion cientifica, se convertira, si no lo ha hecho ya, en el motor de la economia y del avance social. Es indudable
que hemos iniciado un viaje hacia un nuevo horizonte. Un viaje en el que nuestro Centro tiene el apoyo del Gobierno Valenciano
y de su Presidente, el Molt Honorable Sr. D. Francisco Camps; de la Conselleria de Sanitat y de su Conseller, el Honorable Sr.
D. Vicente Rambla, Presidente de nuestro Patronato. Un viaje en el que todos nosotros nos sentimos especialmente acompafiados
por Sus Altezas Reales los Principes de Asturias. No podemos comenzar mejor: a la satisfaccién de dedicar nuestras vidas a
la investigacion cientifica, unimos el orgullo de hacerlo en un centro que lleva el nombre de Su Alteza Real.

Esa es nuestra satisfaccion y nuestra mayor responsabilidad. Una responsabilidad que no se vera defraudada gracias un afio
mas a la generosidad y esfuerzo diario que todo el personal del centro hace y seguira haciendo.
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Proyectos [+D+l

La financiacién del CIPF procede fundamentalmente de la aportacion realizada por la Generalitat Valenciana,
a través de la Conselleria de Sanidad, pero una parte significativa de su presupuesto se obtiene la participacion
de los grupos de investigacion del Centro en las convocatorias pUblicas para la adjudicacién de proyectos
en régimen de concurrencia competitiva. En la relacion adjunta se especifican los proyectos adjudicados y
en ejecucion en 2004 financiados por entidades piblicas y privadas.

PROYECTOS INSTITUCIONALES

Programa de Medicina Regenerativa de la Comunidad Valenciana
Coordinador: Rubén Moreno Palanques

Organismo financiador: Conselleria de Sanidad,Generalitat Valenciana
e Instituto de Salud Carlos Ill, Ministerio de Sanidad y Consumo
Vigencia: 2005-2008

Derivacién de lineas de células madre embrionarias

Coordinador: Rubén Moreno Palanques

Investigador principal: Carlos Simén Vallés

Organismo financiador: Conselleria de Sanidad, Generalitat Valenciana
Vigencia: 2004

Infraestructura para proteémica del Centro Superior en Alta
Tecnologia

Coordinador: Vicente Felipo

Organismo financiador: Conselleria de Cultura, Educacion y
Deporte,Generalitat Valenciana

Vigencia: 2004

Cofinanciacién de nuevos contratos del Centro Superior en Alta
Tecnologia

Coordinador: Rubén Moreno Palanques

Organismo financiador: Conselleria de Empresa, Universidad y Ciencia,
Generalitat Valenciana

Vigencia: 2004

Contrato FSE para el Centro Superior en Alta Tecnologia
Investigador principal: David Serquera

Organismo financiador: FIS, Instituto de Salud Carlos II1, Ministerio
de Sanidad y Consumo

Vigencia: 2003-2006

Contrato Ramén y Cajal para el Centro Superior en Alta Tecnologia
Investigador principal: Manuel Sanchez del Pino

Organismo financiador: Ministerio de Educacién y Ciencia

Vigencia: 2001-2006

Contrato Ramon y Cajal para el Centro Superior en Alta Tecnologia
Investigador principal: Jaime Font de Mora Sainz

Organismo financiador: Ministerio de Educacién y Ciencia

Vigencia: 2001-2006
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Contrato Ramén y Cajal para el Centro Superior en Alta Tecnologia
Investigador principal: Deborah J. Burks

Organismo financiador: Ministerio de Educacién y Ciencia

Vigencia: 2001-2006

Contrato Ramén y Cajal para el Centro Superior en Alta Tecnologia
Investigador principal: Paloma Pérez

Organismo financiador: Ministerio de Educacién y Ciencia

Vigencia: 2001-2006

Contrato Ramoén y Cajal para el Centro Superior en Alta Tecnologia
Investigador principal: Rodrigo ). Carbajo Martinez

Organismo financiador: Ministerio de Educacion y Ciencia

Vigencia: 2004-2009

Contrato Ramén y Cajal para el Centro Superior en Alta Tecnologia
Investigador principal: José Gallego Sala

Organismo financiador: Ministerio de Educacion y Ciencia

Vigencia: 2004-2009

Contrato Ramén y Cajal para el Centro Superior en Alta Tecnologia
Investigador principal: Rosa Maria Planells Cases

Organismo financiador: Ministerio de Educacion y Ciencia

Vigencia: 2004-2009

Contrato Ramoén y Cajal para el Centro Superior en Alta Tecnologia
Investigador principal: Juan Arturo Garcia Horsman

Organismo financiador: Ministerio de Educacion y Ciencia

Vigencia: 2004-2009

Contrato Ramén y Cajal para el Centro Superior en Alta Tecnologia
Investigador principal: Marcel Vergés

Organismo financiador: Ministerio de Educacion y Ciencia

Vigencia: 2004-2009

Contrato Ramén y Cajal para el Centro Superior en Alta Tecnologia
Investigador principal: Oscar Fernandez Capetillo

Organismo financiador: Ministerio de Educacién y Ciencia

Vigencia: 2004-2009

Contrato Ramén y Cajal para el Centro Superior en Alta Tecnologia
Investigador principal: Matilde Murga Costa

Organismo financiador: Ministerio de Educacion y Ciencia

Vigencia: 2004-2009

Contrato Ramén y Cajal para el Centro Superior en Alta Tecnologia
Investigador principal: Susana Rodriguez-Navarro

Organismo financiador: Ministerio de Educacién y Ciencia

Vigencia: 2004-2009

Contrato Ramén y Cajal para el Centro Superior en Alta Tecnologia
Investigador principal: José Luis Mullor

Organismo financiador: Ministerio de Educacién y Ciencia

Vigencia: 2004-2009

Contrato FIS para el Centro Superior en Alta Tecnologia
Investigador principal: Rosa Guasch Aguilar

Organismo financiador: FIS, Instituto de Salud Carlos Ill, Ministerio
de Sanidad y Consumo

Vigencia: 2004-2007

Contrato FIS para el Centro Superior en Alta Tecnologia
Investigador principal: Rosa Maria Farras Rivera

Organismo financiador: FIS, Instituto de Salud Carlos IlI, Ministerio
de Sanidad y Consumo

Vigencia: 2004-2007

Contrato FIS para el Centro Superior en Alta Tecnologia
Investigador principal: Marta Llansola

Organismo financiador: FIS, Instituto de Salud Carlos IlI, Ministerio
de Sanidad y Consumo

Vigencia: 2004-2007

Contrato Investigador posdoctoral en Biologia Estructural
Coordinador: Rubén Moreno Palanques

Organismo financiador: Bruker

Vigencia: 2005-2008

PROGRAMA DE MEDICINA REGENERATIVAY TRASPLANTE

Analisis de la Funcién de IRS-2 en Neurogénesis y Neurodegeneracién
Investigador principal: Deborah Burks

Organismo financiador: Ministerio de Ciencia y Tecnologia
Vigencia: 2002-2005

Las moléculas IRS en el desarrollo de las células beta pancredticas
Investigador principal: Deborah Burks

Organismo financiador: Instituto de Salud Carlos Il

Vigencia: 2003—2006



PROGRAMA DE GENOMICA Y FARMACOPROTEOMICA

Caracterizacion de dianas moleculares para la regulacién de la
apoptosis celular. Desarrollo de ensayos de alto rendimiento para
la identificacién de moduladores con fines terapéuticos en cancer
y neurodegeneracion.

Investigador principal: Enrique Pérez Paya

Organismo financiador: Ministerio de Ciencia y Tecnologia
Vigencia: 2002—2004

Caracterizacién de dianas moleculares para la regulacion de la
apoptosis celular. Desarrollo de ensayos de alto rendimiento.
Investigador principal: Enrique Pérez Paya

Organismo financiador: Ministerio de Educacién y Ciencia
Vigencia: —2007

Quimiotecas conformacionalmente restringidas
Investigador principal: Enrique Pérez Paya
Organismo financiador: Fundacién Ramén Areces
Vigencia: 2002—2005

Disseny i sintesi de péptids i peptidomimétics com a agents
terapéutics amb capacitat antiinflamatoria

Investigador principal: Enrique Pérez Paya

Organismo financiador: Fundacién La Marat6 TV3

Vigencia: —2006

Ajuda per al grup de Quimica Médica y Patologia Molecular
Investigador principal: Enrique Pérez Paya

Organismo financiador: Generalitat Valenciana

Vigencia: 2004—2004

Prueba del concepto de biisqueda de compuestos con actividad
biolégica en un modelo en Drosophila para enfermedades provocadas
por expansion del trinucledtido CTG

Investigador principal: Enrique Pérez Paya en la FVIB y Rubén Artero
en la UVEG

Organismo financiador: Generalitat Valenciana, acciones de
articulacion SVCTE

Vigencia: 2004—-2004

Transporte Intracelular del Receptor TRPV1 en la etiologia del dolor
Investigador principal: Rosa Maria Planells Cases

Organismo financiador: SAF2004-05684

Vigencia: 2004-2007

Estudio funcional mediante modelos animales del receptor de
glucocorticoides (GR), su relacién con el complejo quinasa lkB (IKK)
en inflamacion y tumorigénesis de epidermis. Implicacion de estos
factores en el sindrome de displasia ectodérmica (ED)
Investigador principal: Paloma Pérez Sanchez

Organismo financiador: DGICYT (SAF2002-04368-C02-01)

Vigencia: 2003-2005

Patologia y Genética Molecular Humana

Investigador principal: Francesc Palau Martinez

Organismo financiador: Ayuda para grupos de I+D+I radicados en la
Comunidad Valenciana. Generalitat Valenciana

Vigencia: 2003-2005

Assembly, maturation and export of mRNPs

Investigador principal: Ed Hurt and Susana Rodriguez-Navarro
Biochemie-Zentrum Heidelberg (BZH), Universitdt Heidelberg
(Germany)

Organismo financiador: SFB (638) German Research Foundation
(DFG)

Vigencia: 2003-2007

Transportadores y Metalochaperonas de cobre de Arabidopsis y
regulacion de su expresion

Investigador principal: Lola Pefiarrubia Blasco, Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecual. Facultad de Biologia. Universitat de
Valéncia

Organismo financiador: CICYT

Vigencia: Plan 2000-2003

Regulation of Transcytosis of Polymeric Inmunoglobulins.
Investigador principal: Keith E. Mostov

Organismo financiador: National Institutes of Health - NIAID / ref.
Ro1 Al

Vigencia: 30/9/1995-31/5/2005

Novel Method for Mucosal Delivery of Protein Drugs.
Investigador principal: Keith E. Mostov

Organismo financiador: National Institutes of Health - NIAID / ref.
Ro1 DK58061

Vigencia: 1/6/2002-31/5/2005
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Mucosal Immune Barrier in Infection and Inflammation.
Investigador principal: Keith E. Mostov

Organismo financiador: National Institutes of Health - NIAID / ref.
Po1 Al53194

Vigencia: 30/9/2002-31/3/2007

Estructura e interacciones de motivos funcionales de ARN en HIV-1
y Tripanosoma cruzi.

Investigador principal: José Gallego

Organismo financiador: MCYT (BFU2004-07274/BMC)

Vigencia: 2004-2007

Estudio de apoptosis en leucemia linfatica cronica: Implicacion del
sistema NF-k B. Efecto regulador del microentorno celular
Investigador principal: Javier Garcia-Conde

Organismo financiador: Conselleria de Cultura y Educacion
GV2004-B-339

Vigencia: 09/2004-12/2004

Caracterizacion genémica de los sindromes linfoproliferativos
Investigador principal: Javier Garcia-Conde

Organismo financiador: FIS: Red de Grupos Go3/179

Vigencia: 2003-2006

Induccion de apoptosis por anticuerpo anti-CD2o (Rituximab) en
células de leucemia linfatica crénica segin el estado de mutaciones
del gen IgVH y la expresion de CD38 y CD20

Investigador principal: Javier Garcia-Conde

Organismo financiador: FIS. Pl 020889

Vigencia: 2003-2006

Anilisis genético y funcional de los genes codificantes, de los
receptores de TRAIL como candidatos genes supresores de tumores
en 8p21.3

Investigador principal: Jose Angel Martinez-Climent

Organismo financiador: SAF Ministerio Ciencia y Tecnologia 2002-
03173

Vigencia: 2003-2006

Localizacion e identificacion de un nuevo gen supresor de tumores
en 8p21-p23 en linfomas B mediante microchips

Investigador principal: Jose Angel Martinez-Climent y José E. Pérez
Organismo financiador: FIS. 01/0015

Vigencia: 2001-2004

Nuevos estudios inmuno-genotipicos en la clasiicacion y tratamiento
de la leucemia mieloide aguda (LMA) y Sindromes Mielodisplasicos
Investigador principal: Mar Tormo

Organismo financiador: FIS. Go3/008

Vigencia: 2003-2005

Estudio De la asociacion del cancer de mama con polimorfismos de
BRCA1, BRCA2y genes que pueden modular la funcion transcripcional
de BRCA1y BRCA2

Investigador principal: Andrés Cervantes Ruiperez

Organismo financiador: FIS. 01/0024-05

Vigencia: 2001-2004

Caracterizacion Genémica del cancer de mama de alto riesgo
Investigador principal: Ana Lluch Hernandez

Organismo financiador: SEOM

Vigencia: 2003-2006

Estudio funcional del Linfoma MALT Con un nuevo reordenamiento
del Oncogen Malti: implicaciones como siana terapéutica potencial
Investigador principal: José Angel Martinez-Climent

Organismo financiador: Fundacié La Caixa

Vigencia: 2003-2006

Posibilidades del uso de la dopaminay sus derivados como terapia
para el tratamie proceso de inhibicion angiogénica

Investigador principal: Pilar Eroles Asensio

Organismo financiador: FIS Po3/00090

Vigencia: 2004-2007

PROGRAMA DE BIOMEDICINA

Anadlisis mutacional y funcional del supresor tumoral PTEN en
sindromes tumorales hereditarios

Investigador principal: Rafael Pulido

Organismo financiador: Fundacién Mutua Madrilefia Automovilista
Vigencia: 2004-2007

Analisis estructural y funcional de los complejos moleculares MAP
quinasas/fosfatasas de MAP quinasas en la sefializacion intracelular
Investigador principal: Rafael Pulido

Organismo financiador: Ministerio de Ciencia y Tecnologia
Vigencia: 2003-2006



Regulacion de la expresion, la localizacion subcelular y la funcion
del supresor tumoral PTEN

Investigador principal: Rafael Pulido

Organismo financiador: Ministerio de Ciencia y Tecnologia
Vigencia: 2002-2005

Structure-function of the MAP kinase tyrosine phosphatase PTP-SL
and STEP

Investigador principal: Lydia Tabernero

Organismo financiador: The Wellcome Trust (UK)

Vigencia: 2003-2005

The role of protein tyrosine phosphatases in the development and
repair of the vertebrate nervous system. Union Europea
Investigador principal: Proyecto Europeo Coordinado. (Rafael Pulido,
miembro)

Organismo financiador: Unién Europea

Vigencia: 2000-2005

Ayuda para grupos de 1+D+l

Investigador principal: Vicente Felipo

Organismo financiador: Conselleria de Empresa, Universidad y Ciencia
de la Generalitat Valenciana. Ayuda para grupos de I+D+l, GRUPO
So3/001

Vigencia: 2004

Validacion terapéutica y desarrollo de neuroprotectores de nueva
generacion basados en trialquilglinas

Investigador principal: Vicente Felipo

Organismo financiador: Ministerio de Ciencia y Tecnologia, programa
PETRI PTR1995-0541-OP

Vigencia: -2004

Policy Interpretation Network on Children’s Health and Environment
(PINCHE) A Thematic Network

Investigador principal: Vicente Felipo

Organismo financiador: Unién Europea, programa: Quality of life and
Management of living Resources. QLRT-2001-02395

Vigencia: 2003-2005

Alteraciones de vias de transduccion de sefiales asociadas a
receptores de glutamato en hiperamonemia y fallo hepatico. Papel
en las alteraciones neurolégicas de la encefalopatia hepatica.
Investigador principal: Vicente Felipo

Organismo financiador: Ministerio de Ciencia y Tecnologia.

SAF 2002-00851

Vigencia: -2005

Bases Moleculares, neuroanatomicas y neurofisiolégicas de la
encefalopatia hepatica clinica y subclinica. Implicaciones terapéuticas
diagnésticas.

Investigador principal: Vicente Felipo

Organismo financiador: Instituto de Salud Carlos I, (FIS), Ministerio
de Sanidad y Consumo. Red Tematica de Investigacion Cooperativa,
Go3/155

Vigencia: 2003-2005

Toxic treats to the developing nervous system: in vivo and in vitro
studies on the effects of mixture of neurotoxic substances potientially
contaminating food.

Investigador principal: Vicente Felipo

Organismo financiador: Comisién Europea, programa Food Quality
and Safety. FOOD-CT-2003-506143

Vigencia: 2003-2006

Encefalopatia Hepatica: alteraciones neuroquimicas y motoras
relacionadas con la activacion de los receptores metabotrépicos
del glutamato

Investigador principal: Vicente Felipo

Organismo financiador: Agencia Espaiiola de Cooperacién
Internacional. Ministerio de Asuntos Exteriores, programa de
colaboracién con Marruecos

Vigencia: 2003-2004

Bases moleculares de las alteraciones en la capacidad intelectual
y la coordinacién motora en encefalopatia hepatica, implicaiones
terapéuticas.

Investigador principal: Vicente Felipo

Organismo financiador: Conselleria de Cultura, Educacién y Deportes
de la Generalitat Valenciana, GVo4B/55

Vigencia: 2004-2005

Estudio de la alteracion de la capacidad de conduccion de vehiculos
en enfermos con cirrosis hepatica.

Investigador principal: Vicente Felipo

Organismo financiador: Conselleria de Empresa, Universidad y Ciencia
de la Generalitat Valenciana, Acciones Especiales, AE0o432B
Vigencia: 2004

Estudio de la alteracion de la capacidad de conduccién de vehiculos
en enfermos con cirrosis hepatica.

Investigador principal: Vicente Felipo

Organismo financiador: Conselleria de Empresa, Universidad y Ciencia
de la Generalitat Valenciana, Acciones de Articulacién del Sistema
Valenciano de Ciencia y Tecnologia, IIARCO/2004/379

Vigencia: 2004
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Estudio de las proteinas MnmE y YidC de Escherichia coli, dos
proteinas conservadas evolutivamente e implicadas en la biogénesis
de proteinas

Investigador principal: Maria Eugenia Armengod Gonzalez
Organismo financiador: Ministerio de Ciencia y Tecnologia
Vigencia: 2001 - 2004

GTPasa conservadas evolutivamente: Caracterizacion bioquimicay
funcional de YjdA, una proteina de Escherichia coli perteneciente a
la familia de las dinaminas

Investigador principal: Maria Eugenia Armengod Gonzalez
Organismo financiador: Ministerio de Ciencia y Tecnologia
Vigencia: 28/12/2001 - 27/12/2004

GTPasas conservadas evolutivamente: MnmE e YjdA, implicaciones
en Biomedicina y Biotecnologia

Investigador principal: Maria Eugenia Armengod Gonzalez
Organismo financiador: Ministerio de Educaci6n y Ciencia

Vigencia: 2004-2007

Bases moleculares de los trastornos de la audicién (Red tematica,
coordinador: Dr. Felipe Moreno, Hospital Ramén y Cajal, Madrid)
Investigador principal: Maria Eugenia Armengod Gonzalez
Organismo financiador: Ministerio de Sanidad y Consumo
Vigencia:: 2003-2005

Analisis protedmico de linfocitos irradiados como factor predictivo
en el diagnéstico del cancer de mama

Investigador principal: Maria Eugenia Armengod Gonzalez
Organismo financiador: Generalitat Valenciana

Vigencia: 2004-2005

Proteinas modificadoras de tRNAs

Investigador principal: Maria Eugenia Armengod Gonzalez, Erwin
Knecht

Organismo financiador: Generalitat Valenciana (modalidad de la
ayuda: grupos de I+D+1)

Vigencia: 2004-2005

Analisis de AlB1 como regulador clave en el cancer de mama
Investigador principal: Jaime Font de Mora Sainz.

Organismo financiador: Ministerio de Ciencia y Tecnologia.
Vigencia: 2002—-2005

Animales transgénicos de AlB1: un modelo para evaluar tratamientos
terapéuticos en el cancer de mama

Investigador principal: Maria del Carmen Garcia Macias, Jaime Font
de Mora Sainz.

Organismo financiador: Instituto de Salud Carlos Il

Vigencia: —2005

Identificacion mediante quimica combinatoria de compuestos
moduladores de la actividad de GPBP y utilizacion de los mismos
con finalidad terapéutica en modelos animales con lupus renal
Investigador principal: Juan Saus

Organismo financiador: Comisi6n Interministerial de Ciencia y
Tecnologia (SAF 2001/0453)

Vigencia: 2001-2004

GPBP en la patogénesis de la fibrosis tisular asociada a procesos
autoinmunes: Ensayos terapéuticos en modelos murinos
Investigador principal: Juan Saus

Organismo financiador: Comisi6n Interministerial de Ciencia y
Tecnologia (SAF 2003-09772-C03-01)

Vigencia: 2004-2007

Interaccion entre GPBP y PrPCy su papel en la patogenia de la
encefalopatia espongiforme

Investigador principal: Juan Saus

Organismo financiador: Conselleria de Empresa, Universidad y Ciencia,
Generalitat Valenciana (GVog4B-285)

Vigencia: 2004-2005

Diagnéstico y bases moleculares de enfermedades mitocondriales
debidas a disfunciones en el transporte de proteinas a mitocondrias
Investigador principal: José Hernandez Yago

Organismo financiador: Fondo de Investigacion Sanitaria

Vigencia: 2002-2005

Transport diseases in mitochondria. Full screening of DNA alterations
in human genes encoding Tomm & Timm complexes in patients with
mitochondrial diseases

Investigador principal: José Hernandez Yago

Organismo financiador: United Mitochondrial Disease Foundation
(Pittsburgh, PA / USA)

Vigencia: 2003-2005

Estudio genético-molecular de las enfermedades mitocondriales
Investigador principal: José Hernandez Yago (Red tematica,
Coordinador Nodo 3 : Dr. Julio Montoya, Universidad de Zaragoza)
Organismo financiador: FIS: Red de Grupos Go3/011

Vigencia: 2003-2005



Mecanismos y regulacion de la degradacion selectiva de proteinas
intracelulares

Investigador principal: Erwin Knecht

Organismo financiador: Ministerio de Ciencia y Tecnologia
Vigencia: 2002-2004

Defectos en proteinas de la membrana lisosomal relacionados con
proteopatias hereditarias humanas

Investigador principal: Erwin Knecht

Organismo financiador: Ministerio de Ciencia y Tecnologia
Vigencia: 2003-2005

Red de Grupos sobre diabetes mellitus

Investigador principal: Erwin Knecht (grupo 11)

Organismo financiador: Ministerio de Sanidad y Consumo. Instituto
de Salud Carlos Il

Vigencia: 2003-2005

Anilisis del proteoma de los compartimentos endocitico y exocitico
Investigador principal: Erwin Knecht (grupo 4)

Organismo financiador: Ministerio de Ciencia y Tecnologia. Accion
Estratégica sobre Genémica y Protéomica.

Vigencia: 2004-2007

El dominio regulador de las carbamil fosfato sintetasas:
caracterizacion funcional del sitio de oligomerizacion y del sitio de
los efectores alostéricos y analisis del control por fosforilacion
Investigador principal: Javier Cervera Miralles

Organismo financiador: Ministerio de Ciencia y Tecnologia
Vigencia: 2001-2004

Aproximacion a la estructura y funcién, regulacion y patologia de
gamma glutamil quinasa y carbamil fosfato sintetasa 1
Investigador principal: Javier Cervera Miralles

Organismo financiador: Ministerio de Ciencia y Tecnologia
Vigencia: 2004-2007

Estudio inmunoquimico y funcional del supresor tumoral PTEN:
Implicaciones clinicas

Investigador principal: Javier Cervera Miralles

Organismo financiador: Generalitat Valenciana

Vigencia: 20042005

Efecto de la exposicion prenatal al etanol sobre los procesos de
transporte y sefializacion intracelular de esfingolipidos y su posible
implicacion en la apoptosis en astrocitos

Investigador principal: Consuelo Guerri

Organismo financiador: Ministerio Ciencia y Tecnologia, Plan Nacional
1+D (Ref: BFI2001-0123-C02-01)

Vigencia: 2002-2004

El etanol induce alteraciones en el citoesqueleto de actina que
pueden conducir a muerte por anoikis: Implicacion de las proteinas
Rho

Investigador principal: Consuelo Guerri

Organismo financiador: Ministerio Ciencia y Tecnologia, Plan Nacional
1+D (Ref: SAF2003-06217)

Vigencia: 2003—2005

Red de Transtornos Adictivos: Investigacion Basica, Clinicay
Epidemiolégica

Investigador principal: Consuelo Guerri

Organismo financiador: Instituto de Salud Carlos Ill. Red Tematica
de Investigacion Cooperativa. Go3/005.

Vigencia: 2003-2005

Alteraciones cerebrales y comportamentales causadas por un
consumo intermitente de altas cantidades de alcohol durante la
adolescencia: Estudio experimental.

Investigador principal: Consuelo Guerri

Organismo financiador: Conselleria de Sanidad de la Generalitat
Valenciana

Vigencia: 2004-2005

Keliakian hoito POP-entsyymilld/Terapia de Enfermedad Celiaca
por Actividad de POP

Investigador principal: Risto Juovinen/Juan Arturo Garcia Horsman
Organismo financiador: TEKES (Agencia Tecnoldgica de Finlandia),
Avenly LTD, Raisio Benecol; Moilas Group, Panimolaboratorio.
Vigencia: 2004-2005

Prolyloligopeptidase (POP) as a target of drug development:
molecular, biochemical and pharmacological studies

Investigador principal: Pekka Manisto/Juan Arturo Garcia Horsman
Organismo financiador: Suomen Akatemia/ Academia Finlandesa
de Ciencias

Vigencia: 2004-2009
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PROYECTOS DE I+D

Distribucion por Programas

INCREMENTO DE LOS PROYECTOS DE I+D

Incremento de los proyectos de I+D en un 111%

o
w
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Junto a la investigacion cientifica, el CIPF cuenta entre sus objetivos el de mejorar e
incrementar la preparacion de los investigadores mediante un programa docente que
incluye formacién predoctoral, formacion posdoctoral, formacién en investigacion de
médicos que han finalizado su periodo de residencia y practicas para estudiantes de
formacién profesional y futuros técnicos.

2_Programas Docentes




Programa de Doctorado

El CIPF, a través de sus programas cientificos, ofrece una gran oportunidad de desarrollar tesis doctorales de
excelencia a estudiantes universitarios cualificados que quieran comenzar su carrera cientifica en la investigacion
biomédica, medicina regenerativa y descubrimiento de nuevos farmacos. Durante 2004 han participado 52
licenciados (un 44 % mas que el afo pasado), de los cuales, 8 han leido su tesis doctoral. La becas del 75%
de estos investigadores predoctorales han sido financiadas por organismos publicos y privados, convenios de
patrocinio y proyectos de 1+D+l y las del 25% restante con cargo a fondos propios del CIPF.

En el afio 2004 se defendieron las siguientes tesis doctorales dirigidas por investigadores del CIPF:

Nombre Fecha Universidad Titulo

Chirivella Gonzalez, Isabel 28-sep-04 Valencia Estudio de la prevalencia de mutaciones de los genes BRCA1 y BRCA2
en mujeres con cancer de mama menores de 41 afios. Relacion con los
antecedentes oncoldgicos familiares y caracteristicas clinico- patolégicas

Erceg, Slaven 22-dic-04 Valencia Papel de la via glutamato-6xido nitrico-GMP ciclico en la modulacién
del aprendizaje de una tarea de discriminacién condicional

Fuertes Seder, Graciela 13-feb-04 Valencia Funcién de los proteasomas en la degradacién intracelular de proteinas
en células de mamifero

Granero Molto, Froilan 27-may-04 Valencia Caracterizaci6n del promotor de COL4A3BP humano y su activacién
en respuesta al factor de necrosis tumoral.

Hernandez Viadel, Mariluz 13-may-04 Valencia Mecanismo molecular de la neurotoxicidad de la 2,5-hexanodiona,
metabolito neurotéxico del hexano

Martinez Vicente, Marta 04-jun-o04 Valencia Caracterizacion bioquimica y funcional de la proteina MnmE de
Escherichia coli, una proteina esencial implicada en la modificacién
de los tRNAs

Revert Ros, Francisco José 17-5ep-04 Valencia GPBP-interacting proteins (GIPs): una nueva familia de factores de
transcripcién con relevancia en autoinmunidad y cancer

Salvador Montoliu, Natalia 16-jul-04 Valencia Mecanismos lisosomales de degradacion selectiva de proteinas

TESIS DOCTORALES

[ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

2001 3

2002 4

2003 9

2004 8
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A continuacion se detalla la fuente de financiacion y la universidad a la que estan adscritos los investigadores
que aln se encuentran desarrollando su Programa de Doctorado del CIPF:

Nombre

Andrés Pons, Amparo
Avivar Valderas, Alvaro
Blanco Alvarez, Mario

Camprubi Robles, Maria

Cauli, Omar
Donet Diaz, Eva

Garreta Rufas, Antonio
Jiménez Almazan, Jorge
Lacalle Garcés, Mari Luz

Lainez Vicente, Sergio
Leis Martinez, Hugo
Lorenzana, Leciana
Macias Campos, Jesis
Malet Engra, Gema

Mora Mufioz, M. Puig

Pekkala, Satu
Pérez Martinez, David

Prado Martin, Silvia
Prieto Ruiz, Jesiis Angel
Rascarachi, Gabriela
Rios Muiioz, Pablo
Roma Mateo, Carlos
Rubert Raga, Gemma

Sarsotti, Maria Elena
Serquera Peyré, David

Beca Laboratorio/Unidad Universidad
Alcantara Baena, Cristina FPI-MEC Reconocimiento Molecular Valencia
MEC Biologia Molecular del Cancer Valencia
FIS Biologia Celular y Molecular-CIC Salamanca
FPI-MEC Patologia Autoinmune Valencia
Blanco Sanchez, Ana Maria Generalitat Valenciana Patologia Celular Valencia
GV Biologia Sensorial Miguel Hernandez
Carmona Alvarez, Francisco CIPF-FVIB Reconocimiento Molecular Valencia
Cascallana Alvarez, José Luis Modelos Animales Santiago de Compostela
CIPF-FVIB Neurobiologia Valencia
FPI-MEC Modelos Animales Valencia
Escudero Gémez, Juan C. CIPF-FVIB Toxicologia Genética
Esteban Ortiz, Inmaculada Generalitat Valenciana Biologia Celular Valencia
CIPF-FVIB Banco de Lineas Celulares Troncales Valencia
Hernandez Cano, Alberto FPI-FVIB Microscopia Confocal Valencia
MEC Biologia Celular Valencia
Jodar Ferrer, Francisco José CIPF-FVIB Biologia Celular Valencia
CIPF-FVIB Organizacion Celular Valencia
Lafuente Villareal, Eva Maria FPI-FVIB Microscopia Confocal Valencia
CIPF-FVIB Biologia Sensorial Valencia
FPU Modelos Animales Santiago de Compostela
MEC Neuroendocrinologia Molecular - INCC Salamanca
FPI-MEC Patologia Autoinmune Valencia
Merck FyQ Péptidos y Proteinas Valencia
Marin Marchante, Miguel Angel FIS Gendmica del Cancer Valencia
Mestre Escorihuela, Cinta MEC Gendmica del Cancer Valencia
Mifiambres Herraiz, Rebeca CIPF-FVIB Patologia Celular Valencia
Ramén Areces Péptidos y Proteinas Valencia
Mufioz Salvador, Juan José MEC Biologia Molecular del Cancer Valencia
CIPF-FVIB Reconocimiento Molecular Valencia
CIPF-FVIB Genética Molecular Valencia
Piedrafita Baudin, Blanca Proyecto UE Neurobiologia Valencia
CIPF-FVIB Genética Molecular Valencia
CIPF-FVIB Organizacién Celular Valencia
MEC Biologia Celular y Molecular-CIC Salamanca
Generalitat Valenciana Biologia Molecular del Cancer Valencia
MEC Biologia Molecular del Cancer Valencia
CIPF-FVIB Patologia Celular Valencia
Sanchez Huertas, Carlos CIPF-FVIB Patologia Autoinmune Valencia
Sénchez Izquierdo, M2 Dolores Fund. Esp. Hematol Hemoter Gendmica del Cancer Valencia
FIS Gendmica del Cancer Valencia
FIS Péptidos y Proteinas Valencia
Soriano Terol, Miguel Angel Generalitat Valenciana Biologia Celular Valencia
Tarrega Moularde, Celine UE Biologia Molecular del Cancer Valencia
Ventura Gonzalez, Ignacio TSA-Generalitat Valenciana Patologia Autoinmune Valencia
PREDOCTORALES DE CRECIMIENTO 44%
o 10 20 30 40 50 60
36

2003

2004

52



Programa de Formacion Posdoctoral

El programa de formacion posdoctoral ha contado a lo largo de 2004 con 23 doctores, habiendo crecido con
respecto al afio 2003 en un 109%. El 56% son financiados con cargo a fondos propios del CIPF, y el 48% restante

esté financiado externamente.

Nombre

Cejudo Marin, Rocio

Garcia Ayllon, Maria Salud

Gil Tébar, Ana Isabel

Galan Albifiana, Maria Amparo
Guillem Primo, Vicente
Hernandez Andreu, José Miguel
Llansola Gil, Marta

Mifana Muros, Rosa

Monfort Eroles, Pilar
Moukadiri, Ismail

Orzaez Calatayud, Mar
Pérez-Arellano, Isabel
Rochera Mechd, Lourdes
Rodrigo Nicolas, Regina
Saadeddin, Anas

Séanchez Pérez, Ana Maria
Sanchez Piris, Maria Isabel
Urios Lluch, Amparo
Valbuena Perilla, Diana Maria
Valiente Bautista, Miguel
Vicent Docdn, Maria Jesis
Villarroya Grau, Magda

Yim Leone, Lucia

Beca/Contrato

Bancaixa-FVIB
CIPF-FVIB
CIPF-FVIB
CIPF-FVIB

FIS
Bancaixa-FVIB
MSyC
CIPF-FVIB
CIPF-FVIB
Bancaixa-FVIB
CIPF-FVIB
BANCAIXA-FVIB
CIPF-FVIB
CIPF-FVIB
Bancaixa-FVIB
PETRI
Bancaixa-FVIB
CIPF-FVIB
CIPF-FVIB
CIPF-FVIB
FVIB-Marie Curie Reincorp
CIPF-FVIB
CIPF-FVIB

POSDOCTORALES DE CRECIMIENTO 109%

5

Laboratorio/Unidad

Biologia Molecular del Cancer
Neurobiologia

Biologia Molecular del Cancer
Banco Lineas Celulares
Gendmica del Cancer
Organizacion Celular
Neurobiologia

Patologia Celular
Neurobiologia

Genética Molecular

Péptidos y Proteinas
Reconocimiento Molecular
Reconocimiento Molecular
Neurobiologia

Patologia Autoinmune
Neurobiologia

Biologia Celular

Toxicologia Genética

Banco Lineas Celulares
Biologia Molecular del Cancer
Péptidos y Proteinas
Genética Molecular

Genética Molecular

15

Universidad

Valencia
Valencia
Valencia
Valencia
Valencia
Valencia
Valencia
Valencia
Valencia
Valencia
Valencia
Valencia
Valencia
Valencia
Valencia
Valencia
Barcelona
Valencia
Valencia
Valencia
Valencia
Valencia
Valencia

20

2003

2004
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Programa de Formacion de Personal Técnico

TECNICOS SUPERIORES

Los técnicos son un importante grupo profesional que forman parte de los laboratorios de investigacion y de
los Servicios Tecnolégicos. Durante el afio 2004 se han formado en el CIPF los siguientes Técnicos Superiores
con financiacién procedente fundamentalmente de la Generalitat Valenciana

Nombre

Berna Erro, Alejandro R
Gomar Suarez, Beatriz
Pérez Aragé, Maria Amparo
Rejas Villalba, Virginia
Soriano Terol, Miguel Angel
Ventura Gonzalez, Ignacio

Beca

CIPF-FVIB

Generalitat Valenciana
Generalitat Valenciana
Generalitat Valenciana
Generalitat Valenciana
Generalitat Valenciana

TECNICOS DE APOYO A LA INVESTIGACION

Laboratorio/Unidad

Banco de Lineas Celulares
Biologia Molecular del Cancer
Patologia Celular
Neurobiologia

Biologia Celular

Patologia Autoinmune

A continuacion se describe la participacion de este afio en el Programa de Formacién de Personal Técnico de
Apoyo a la Investigacion, financiada en un 36% por CIPF-FVIB, y el resto por la Generalitat Valenciana o con

cargo a proyectos:

Nombre

Blasco Yepes, Rail

Borreda Gasco, Irene Mar
Castro Quero, Maria Carmen
Catalan Serralle, Maria Dolores
Fernandez Pons, Elena

Garcia Martinez, Santiago
Garcia-Minguillan Castillo, M2 Carmen
Garreta Rufas, Antonio

Garzon Lloria, Zahara

Gomez Sanchez, Eva Maria
Jordan Satularia, Andreu

Juan Sempere, Eva

Lis Collado, Sara

Martinez Bernet, lvan

Martinez Garcia, Maria del Mar
Mellado Lépez, Maravillas

Ruiz Nieto, Verdnica

Selles Sorli, Francisca

Sirvent Segura, Elia-Ana

Beca

CIPF-FVIB

Proyecto IP
Generalitat Valenciana
Generalitat Valenciana
Generalitat Valenciana
Generalitat Valenciana
Proyecto IP

CIPF-FVIB

FP Téc. apoyo Subv.
CIPF-FVIB

CIPF-FVIB

Proyecto IP

CIPF-FVIB

Generalitat Valenciana
FP Téc. apoyo Subv.
Generalitat Valenciana
CIPF-FVIB

Proyecto IP

CIPF-FVIB

Laboratorio/Unidad

Péptidos y Proteinas
Patologia Autoinmune
Neurobiologia

Biologia Celular

Biologia Molecular del Cancer
Microscopia Confocal
Patologia Celular

Banco de Lineas Celulares
Patologia Autoinmune
Banco de Lineas Celulares
Patologia Autoinmune
Patologia Autoinmune

Microscopia Confocal
Neurobiologia
Genética Molecular
Toxicologia Genética
Neurobiologia
Péptidos y Proteinas



Programa de Practicas de Laboratorio
para Estudiantes de Segundo Ciclo

Las mdltiples colaboraciones e intercambio de informacién de nuestro predecesor, el Instituto de Investigaciones
Citoldgicas, con otros centros europeos y estadounidenses fructificé en 1979 con un convenio suscrito con la
Universidad de Kansas, estableciéndose una Escuela de Formacion de Investigadores (International Center for
Cell Biology), cuya ensefianza esta reconocida tanto en Espafia como en Estados Unidos.

Este programa no sélo ha servido para el intercambio de investigadores entre las dos instituciones, sino que
ha ofrecido a los estudiantes de la Universidad de Kansas la oportunidad de adquirir experiencia en un laboratorio
competitivo de un pais distinto al suyo.

Este afo el programa internacional de practicas de estudiantes universitarios ha contado con dos estudiantes:

Nombre Estudios Laboratorio Universidad
Anson, Neal B. Medicina Biologia Celular Kansas University Medical Center
Hedge, Sheila Maya Medicina Organizacion Celular Kansas University Medical Center

Practicas de Estudiantes de Formaciéon Profesional

En el 2004 han realizado la Formacién en Centro de Trabajo (FCT), tres estudiantes del Ciclo Superior de
Formacion Profesional, de tres Institutos de Ensefianza Secundaria. Estas practicas les han proporcionado la
oportunidad de adquirir experiencia en las técnicas de Biologia Molecular y Celular.

Nombre Laboratorio/Unidad Instituto de Enseiianza Secundaria
Forner Lapiedra, Emilio Péptidos y Proteinas Garrigossa, Meliana (Valencia)
GOmez Saez, Beatriz Genética Molecular Vicente Blasco Ibanez, Valencia

Edo, Rubén Organizacion Celular Enrique Tierno Galvan, Moncada (Valencia)
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Cursos

Los investigadores del CIPF han organizado cursos en Biologia Molecular y Celular desde hace varias décadas.
En ellos han participado numerosos investigadores y profesionales que hoy desarrollan su labor en centros
de investigacion y sanitarios de nuestro pais. Este afo se han realizado los siguientes:

Técnica para el estudio de la expresion génica en eucariotas,
curso de 40 horas lectivas dirigido por José Rafael Blesa Blesa
y José Miguel Hernandez Andreu (CIPF-FVIB), y desarrollado
en la FVIB del 12 a 16 de julio 2004. Este curso de posgrado,
eminentemente practico, que se imparte con periodicidad
anual, aborda las técnicas clave para llevar a cabo el analisis
funcional de la region promotora de un gen: elaboracién de
truncados, mutagénesis dirigida, movilidad electroforética de
sondas (EMSA), transfeccion de cultivos celulares,
cuantificacién de la actividad promotora factores de
transcripcion con genes reporter.

Participaron como ponentes los siguientes investigadores:

Carmen Garcia Vallejo,

Inst. de Investigaciones Biomédicas “Alberto-Sols” (CSIC-UAM), Madrid
Eloisa Barber Cano,

Centro Superior de Alta Tecnologia (FVIB)
Jesiis Angel Prieto,

Centro Superior de Alta Tecnologia (FVIB)
José Hernandez Yago,

Centro Superior de Alta Tecnologia (FVIB)
José Miguel Hernandez Andreu,

Centro Superior de Alta Tecnologia (FVIB)
José Rafael Blesa Blesa,

Centro Superior de Alta Tecnologia (FVIB)
M2 Luz Lacalle Garcés,

Centro Superior de Alta Tecnologia (FVIB)

XXX Curso de Cultivo de Células Animales, curso de 45 horas
lectivas, dirigido por Javier Cervera Miralles, y desarrollado en
la FVIB del 19 a 23 de julio 2004. El Curso, de iniciacion a las
técnicas basicas de cultivo celular, se destina a investigadores
y técnicos que deseen adquirir los conocimientos tedrico-
practicos necesarios para introducir el cultivo celular en su
trabajo.

Participaron como ponentes los siguientes investigadores:

Cristina Alcantara,

Centro Superior de Alta Tecnologia (FVIB)
Enrique O’Connor,

Facultad de Medicina, Universitat de Valéncia
Esperanza Martin de Aguilera y Arenales,
Facultad de Farmacia, Universitat de Valéncia
Juan Luis Lequerica,

Instituto de Biomedicina Valencia (CSIC)
Maria Dolores Minaiia,

Fundacién Hospital General Universitario, Valencia
Maria José Gémez-Lechén,

Hospital La Fe, Valencia

Soraya Vallés,

Centro Superior de Alta Tecnologia(FVIB)




Técnicas de investigacion basica en medicina reproductiva,
curso de 4o horas lectivas, dirigido por Carlos Simén Vallés
y Francisco Dominguez Hernandez, organizado por la
Fundacién VI, y celebrado en sus instalaciones del 22 a 26
de noviembre de 2004. El objetivo de este curso es informar
sobre las lineas de investigacion basica de los alumnos
interesados en esta especialidad, técnicas de cultivo celular
y su aplicacién en medicina reproductiva. Conocer qué son
las células madre embrionarias y adultas, su impacto en la
medicina actual y el debate legislativo y ético que existe a su
alrededor.

Participaron como ponentes los siguientes investigadores:

Carlos Simén Vallés, CIPF-FVIB, Instituto Valenciano de Infertilidad,
Facultad de Medicina, Universitat de Valéncia, Valencia

Jose Manuel Garcia Verdugo, Instituto Cabanilles de Bilogia Evolutiva,
Valencia.

Carmen Escobedo Lucea, Universitat de Valéncia. Valencia

Diana Valbuena Perilla, CIPF-Fundacion Valenciana de Investigaciones
Biomédicas, Valencia

Julio Martin Rodriguez, Instituto Valenciano de Infertilidad, Valencia
Francisco Dominguez Hernandez, Fundacién Instituto Valenciano de
Infertilidad, Valencia

José Antonio Horcajadas Almansa, Fundacion Instituto Valenciano
de Infertilidad, Valencia

José Antonio Martinez Conejero, Universitat de Valéncia, Valencia
Ana Cristina Cervero Sanz, Universitat de Valéncia, Valencia

Raul Gémez Gallego, Universitat de Valéncia, Valencia

Eva Sanchez Chiva, Fundacion Instituto Valenciano de Infertilidad,
Valencia

CURSOS DE DOCTORADO

Los investigadores del centro participan en cursos de
doctorado en distintas universidades.

Este afio se ha incluido el Curso de Doctorado del Programa
de Neurociencias de la Universitat de Valéncia, con el titulo:
Neurotoxicidad: Mecanismos moleculares, curso de 30 horas
lectivas dirigido por el investigador del CIPF Vicente Felipo,
celebrado de febrero a abril de 2004.

Participaron como ponentes los siguientes investigadores:

Carlos Hermenegildo, Hospital Clinico Universitario de Valencia
Carmina Montoliu, Hospital Clinico Universitario de Valencia
Marta Llansola, CIPF-Fundacion Valenciana de Investigaciones
Biomédicas

Slaven Erceg, CIPF-Fundacién Valenciana de Investigaciones
Biomédicas

Vicente Felipo, CIPF-Fundacion Valenciana de Investigaciones
Biomédicas
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Biblioteca

La biblioteca del CIPF tiene como objetivo satisfacer las necesidades de los investigadores de la comunidad cientifica en
areas muy especializadas de la investigacion biomédica. Para ello, facilita el acceso a la informacion cientifica mas relevante
contenida en las publicaciones y documentos de los fondos propios o de otras bibliotecas nacionales e internacionales por
medio del préstamo interbibliotecario. En la actualidad, la biblioteca posee un catalogo automatizado de consulta online,
que consta de mas de 100 titulos de revistas de gran impacto cientifico, tanto en soporte electrénico como en papel. También
tiene acceso a dos plataformas de revistas electrénicas (Science Direct y Springer-Kluwer) que superan en conjunto las 1800
revistas cientificas. La coleccion de revistas esta integrada en el Catalogo Colectivo de Publicaciones Periddicas en Ciencias
de la Salud (C17).
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11 Simposio Avances y Nuevas Perspectivas en Linfomas,
dirigido por Javier Garcia-Conde, Carlos Montalban y Miguel
Angel Piris, tuvo lugar el 11y 12 de marzo de 2004. El Simposio
desarroll6 distintos aspectos sobre los linfomas, entre los que
se incluyeron:

- Linfoma folicular

- Nuevos desarrollos en la inmunoterapia del trasplante alogénico

- Controversias en el diagnéstico de linfomas

- ¢Existe un tratamiento estandar para cada linfoma?

- El beneficio de la relacién patélogo-hematélogo

- Nuevos avances en el tratamiento de leucemias

- Mieloma

- Leucemia linfatica crénica

- Situacion actual del trasplante aut6logo en linfomas

- Aplicacion del estudio de biologia molecular en los linfomas a las

decisiones pronésticas y terapéuticas
- Linfomas T

Participaron como ponentes los siguientes investigadores:

G. Forteza (Santiago de Compostela), J. F. Garcia (Madrid), A.
L6pez-Guillermo (Barcelona), ). Garcia-Conde (Valencia), M.
Mothy (Marsella), ). L. Carreras (Madrid), M. A. Moya (Valencia),
J. Palmero (Valencia), J.D. Carreras (Madrid), F. Reyes (Creteil),
C. Montalban (Madrid), G. Garcia-Manero (Houston), R. Bateille
(Nantes), J. San Miguel (Salamanca), J. Blade (Barcelona), MA
Piris (Valencia), E. Montserrat (Barcelona), J. C. Martinez-
Climent (Valencia), C. Haioun (Creteil), MJ Terol (Valencia), C.
Bellas (Madrid), Ph. Gaulard (Creteil), M. Vaquero (San
Sebastian), L. Iglesias (Madrid)

Reunion Constituyente de la Red de Genémica Bacteriana.
El12 de febrero de 2004 se celebr6 la Reunion Constituyente
de la Red de Gendmica Bacteriana, coordinada por Maria
Eugenia Armengod (CIPF-FVIB) y Alex Mira. En la reunién, a la
que asistieron mas de 30 grupos de investigacion, se definieron
los objetivos de la Red y se especificaron los intereses
cientificos por parte de los grupos asistentes.
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International Symposium on Hyperamonemia Hepatic
Encephalopathy, de la Catedra Santiago Grisolia, celebrado
en el Auditorio del Museu de les Ciéncies Principe Felipe de
Valencia del 14 al 16 de noviembre de 2004, y dirigido por el
doctor Vicente Felipo.

En el simposio se presentaron y discutieron los avances mas
recientes acerca de los mecanismos moleculares y el
tratamiento clinico de la hiperamonemia, fallo hepatico y
encefalopatia hepatica.

El simposio conté con la participacién de 35 ponentes
procedentes de Alemania (5), Austria (1), Canada (8),
Dinamarca (2), Espana (7), Estados Unidos (3), Finlandia (1),
Holanda (1), India (1), Italia (3), México (1), Polonia (1) y Reino
Unido(1):

- Jan Albrecht, Department of Neurotoxicology, Medical Research
Center, Polish Academy of Sciences (Varsovia, Polonia).

- Pilar Monfort, CIPF-Fundaci6n Valenciana de Investigaciones
Biomédicas (Valencia, Espafia).

- Dieter Haussinger, Abteilung Gastroenterologie und Infektiologie
der Heinrich-Heine-Universitat (Disseldorf, Alemania).

- Roger F. Butterworth, Neuroscience Research Unit, Centre
Hospitalier de I’'Université de Montré, Campus Saint-Luc (Montreal,
Canada).

- Claudia Zwingmann, Unité de recherche en sciences neurologiques
Hopital Saint-Luc C.H.U.M. (Montreal, Canada).

- Sebastian Cerdan, Laboratorio de Resonancia Magnética, Instituto
de Investigaciones Biomédicas CSIC (Madrid, Espafa).

- Michael D. Norenberg, Department of Pathology (D-33), University
of Miami School of Medicine (Miami, Estados Unidos).

- Andres T. Blei, Department of Gastroenterology and Hepatology,
Lakeside VA Medical Center and Northwestern University (Chicago,
Estados Unidos).

- Fin Stolze Larsen, Department Hepatology A-2121, Rigshopitalet
University of Copenhagen (Copenhagen, Dinamarca).

- Rajiv Jalan, Liver Failure Group, Institute of Hepatology, Royal Free
and University College Medical School (Londres, Reino Unido).
-Alan S. Hazell, Départment de médecine Hopital Saint-Luc (CHUM),

Université de Montréal (Montreal, Canada).

- Camilo Rios, Departamento de Neuroquimica del Instituto Nacional
de Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Suarez (Mexico DF,
México).

- Peter Ferenci, Department of Internal Medicine IV, Division of
Gastroenterology and Hepatology Vienna General Hospital (AKH),
University of Vienna (Viena, Austria).

-Kai O. Lindros, Liver Pathobiology Group, Alcohol Research Center,
National Public Health Institute (Helsinki, Finlandia).

- Rodrigo Jover, Hospital General de Alicante (Alicante, Espafia).

- Juan Cérdoba, Hepatic Hemodynamic Laboratory, Liver Unit, Hospital

General Vall d’Hebron (Barcelona, Espafia).

- Alfons Schnitzler, Department of Neurology, MEG Laboratory,

Heinrich-Heine-University (Diisseldorf, Alemania).

- Omar Cauli, CIPF-Fundaci6n Valenciana de Investigaciones

Biomédicas (Valencia, Espaiia).

- Karin Weissenborn, Neurologische Klinik, Medizinische Hochschule

Hannover. Hannover, Alemania.

- Piero Amodio, Clinical and Experimental Medicine, University of

Padova. Padua, Italia.

- Vicente Felipo, CIPF-Fundacion Valenciana de Investigaciones

Biomédicas. Valencia, Espaiia.

- Manuel Romero-Gémez, Unidad de Hepatologia, Hospital

Universitario de Valme. Sevilla, Espafa.

- Nicolas Chatauret, Neuroscience Research Unit Centre, Hospitalier

de I'Université de Montré, Campus Saint-Luc (Montreal, Canada).

- Christopher Rose, Neuroscience Research Unit Centre, Hospitalier

de I'Université de Montré, Campus Saint-Luc (Montreal, Canada).

- Violina Lozeva-Thomas, Canada.
- Vikram Bhatia, Dept. of Gastroenterology, All Indian Institute of

Medical Sciences (India).

- Gerald Kircheis, Abteilung Gastroenterologie und Infektiologie der

Heinrich-Heine-Universitat (Diisseldorf, Alemania).

- Jan Loock, Clinic for Internal Medicine, University of Rostock

(Alemania).

- Anna Biancardi, Clinical and Experimental Medicine, University of

Padova (Padua, Italia).

- Sami Schiff, Department of Neurological and Vision Sciences,

University of Verona (Verona, Italia).

- Hendrik Vilstrup, Department of Medicine V Aarhus, University

Hospital (Dinamarca).

- Jayakumar Arumugam, Pathology, University of Miami, School of

Medicine. (Estados Unidos).

- Javier Vaquero, Neuroscience Research Unit, Hospital St. Luc-Chum

- Univ. (Montreal, Canada)

Se puso especial interés en facilitar la participacién de jovenes
investigadores con contribuciones relevantes recientes en el
campo. La ayuda recibida de la International Society for
Neurochemistry contribuyé a este fin, financiando la
participacion de 14 jovenes investigadores de Alemania (1),
Canada (2), Dinamarca (1), Estados Unidos (2), Italia (4),
Polonia (1) y Reino Unido (3).

Durante el simposio también se present6 la Red Espafiola de
Investigacion sobre Encefalopatia Hepatica.

Asistieron un total de 108 participantes de 15 paises: Alemania
(5), Austria (5), Canada (9), Dinamarca (), Espania (48), Estados
Unidos (7), Finlandia (3), Francia (3), Holanda (1), India (1),
Italia (7), México (2), Polonia (2) y Reino Unido (11).



Seminarios

El programa de seminarios cientificos incluye una conferencia
semanal en la que participan cientificos tanto nacionales
como extranjeros. Las convocatorias de los seminarios se
anuncian en nuestra pagina web (www.ochoa.fib.es), y estan
especialmente dirigidos tanto a los grupos de investigacion
internos como a los centros de investigacion biomédica y
hospitales de Valencia.

Durante 2004 se celebraron los siguientes seminarios:

Fernando Revert Ros

Laboratorio de Patologia Molecular, CIPF-Fundacién Valenciana de
Investigaciones Biomédicas.

El prién es sustrato de GPBP:ées GPBP la proteina X?

17/12/ 2004

Juan Carlos Rodriguez Aguilera

Centro Andaluz de Biologia del Desarrollo (CABD). Campus Universidad
Pablo de Olavide.

Papel del coenzima Q en el envejecimiento de C. elegans.

10/12/ 2004

Slaven Erceg

Laboratorio de Neurobiologia, CIPF-Fundacion Valenciana de
Investigaciones Biomédicas. Sevilla

Recuperacién de la capacidad de aprendizaje en ratas con
hiperamonemia o fallo hepético crénicos mediante la manipulacién
farmacolégica de la via glutamato-6xido nitrico-GMP ciclico.

03/12/ 2004

Anabel Gil

Laboratorio de Biologia Molecular del Cancer, CIPF-Fundacién
Valenciana de Investigaciones Biomédicas.

Estudio de la localizacién subcelular del supresor tumoral PTEN.
26/11/2004

Francisco Revert Ros

Laboratorio de Patologia Molecular, CIPF-Fundacién Valenciana de
Investigaciones Biomédicas.

GPBP-interacting proteins GIPs una nueva familia de proteinas con
relevancia en autoinmunidad y cancer.

19/11/2004

Alfonso Fairén

Instituto de Neurociencias. Alicante

Las poblaciones neuronales tempranas de la corteza cerebral en
desarrollo: un nuevo modelo dindmico de la preplaca cortical.
05/11/2004

Ana Blanco

Laboratorio de Patologia Celular, CIPF-Fundacién Valenciana de
Investigaciones Biomédicas.

El etanol induce mediadores inflamatorios en cerebro: papel de la via
IL-1R/TLR4 en astrocitos.

29/10/2004

Maria Luisa Campo

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular y Genética, Facultad
de Veterinaria. Universidad de Extremadura, Caceres.
“Patch-clamp” en mitocondrias: diseccion molecular y funcional de
las translocasas de proteinas.

22/10/2004

Isabel Pérez Arellano

Laboratorio de Reconocimiento Molecular, CIPF-Fundacion Valenciana
de Investigaciones Biomédicas.

Aproximacion a la estructura y funcién, patologia y regulacién de g-
glutamilquinasa.

15/10/2004

Asuncién Contreras

Division de Genética, Universidad de Alicante.

Interacciones proteina-proteina en transduccién de sefiales de
nitrégeno.

1/10/2004

Carmen G. Vallejo

Instituto de Investigaciones Biomédicas, CSIC.

Regulacion de NRFs y control de la biogénesis mitocondrial.
16/7/2004

Vitalia Consulting

Bio-Emprenda.

Impulso a la creacion de empresas biotecnoldgicas.
29/6/2004

Mari Luz Lacalle Garcés

Laboratorio Organizacién Celular, CIPF-Fundacién Valenciana de
Investigaciones Biomédicas.

Regulacién de la expresion génica de subunidades implicadas en el
transporte de proteinas a mitocondria: papel de los factores Nrf’s.
25/6/2004

Mark Hamann

Associate Professor, The University of Mississippi.

The Manzamine Alkaloids a Group of Antiparasitic Antibiotics First
Isolated from a Sponge and Now Produced through Fermentation of
a Sponge-Associate Microbe.

22/6/2004
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Marti Aldea

Departament Ciéncies Médiques Basiques, Universitat de Lleida.
Mecanismos de regulacién espacial en la entrada del ciclo celular.
18/6/2004

Andrés Alonso

Instituto de Biologia y Genética Molecular, Facultad de Medicina.
Universidad de Valladolid

La Fosfatasa de Tirosinas VHR regula las MAP-Kinasas ERK y JNK en
linfocitos T.

11/6/2004

Belén Calles

Laboratorio de Biologia Celular, CIPF-Fundacién Valenciana de
Investigaciones Biomédicas

Clonaje y caracterizacién de una GTPasa de tipo dinamina de
eschirichia coli

28/5/2004

). Arturo Garcia-Hosman

Department of Pharmacology and Toxicology, University of Kuopio.
Fisiologia y bioquimica de prolil oligopeptidasas, nueva familia de
dianas moleculares

21/5/2004

Bernat Soria Escoms

Instituto de Bioingenieria, Universidad Miguel Hernandez.
Usos terapéuticos de las células madre

14/5/2004

Miguel Vicente

Centro Nacional de Biotecnologia, CSIC, Madrid.

Atrapados en la red: gendmica funcional de la divisién bacteriana
7/5/2004

Gennaro Giordano

Laboratorio de Neurobiologia, FVIB y Universitd “La Sapienza”.
Activacion del receptor NMDA, efectos sobre la translocacion de
isoformas de proteina quinasa C y sobre matrin 3.

30/4/2004

Rafael Pérez Mellado

Centro Nacional de Biotecnologia, CSIC.

Rizobacterias Gram positivas: bacterias de multiples aplicaciones,
desde factorias celulares a la estimulacién del crecimiento de plantas.
23/4/2004

Maximo Ibo Galindo

School of Life Sciences, University of Sussex

Organogénesis en Drosophila: Desarrollo de las extremidades.
21/4/2004

Juan Antonio Hueso

Centro de Investigacidn Glaxo-SmithKline, Madrid
Hitzlead2candidate: cdmo hacer el proceso mas efectivo
16/4/2004

José Hernandez-Yago

Laboratorio de Organizacion Celular, CIPF-Fundacién Valenciana de
Investigaciones Biomédicas

Grupo Organizacién Celular: lineas actuales de investigacion.
2/4/2004

Piero Crespo

Instituto de Investigaciones Biomédicas, CSIC, Madrid y Unidad de
Biomedicina, Universidad de Cantabria, CSIC. Departamento de
Biologia Molecular, Facultad de Medicina, Santander.
Diseccionando las sefiales de ras en funcién de su localizacién en
distintos sistemas de membranas.

26/3/2004

Manuel M. Sanchez del Pino

Laboratorio de Péptidos y Proteinas, CIPF-Fundacién Valenciana de
Investigaciones Biomédicas

Del analisis funcional de proteinas a la proteémica funcional.
12/3/2004

Santiago Rodriguez de Cérdoba

CIB, CSIC, Madrid

Bases moleculares de la epilepsia de Lafora. Analisis de la funcién
bioldgica de los genes responsables mediante la caracterizacién de
interacciones proteicas.

5/3/2004

José E. Pérez-Ortin

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de
Biologias. Universitat de Valéncia.

Genomic Run-On: un nuevo método para evaluar las tasas de
transcripcién y las estabilidades de todos los mRNAs de levadura.
27/2/2004

José Antonio Enriquez

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular y Celular,
Universidad de Zaragoza.

Genética funcional del sistema de fosforilacién oxidativa.
20/2/2004

Agustin Vioque

Instituto de Bioquimica Vegetal y Fotosintesis, Universidad de Sevilla-
CsIC.

Biosintesis de tRNA en cianobacterias y cloroplastos.

13/2/2004

Susana Rodriguez-Navarro

Biochemie-Zentrum Heidelberg.

Sus1, a functional component of the SAGA histone acetylase complex
and the nuclear pore-associated mRNA export machinery.

6/2/2004

Manuel Blanco

Laboratorio de Toxicologia Genética, CIPF-Fundacion Valenciana de
Investigaciones Biomédicas.

Influencia de las defensas antioxidantes sobre los efectos toxicos de
compuestos fenélicos: potenciacién por éxido nitrico de la
citotoxicidad.

30/1/2004

Marta Martinez

Laboratorio de Genética Molecular, CIPF-Fundacién Valenciana de
Investigaciones Biomédicas.

Caracterizacion bioquimica y funcional de la proteina MnmE de
escherichia coli, una proteina esencial implicada en la modificacién
de los tRNAs.

9/1/2004
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LINEAS DE INVESTIGACION:

- Derivacion de lineas de células madre de origen embrionario.

- Estudio de soportes celulares (feeder) de origen humano.

- Estudio de condiciones de crecimiento y derivacién en ausencia de soportes celulares.

- Caracterizacién molecular y bioquimica de las lineas celulares derivadas. Blisqueda de vias de sefalizacion implicadas
en el mantenimiento de las lineas celulares pluripotentes e indiferenciadas.

DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD INVESTIGADORA

El principal objetivo del banco de lineas celulares consiste en la derivacion de lineas de células troncales de origen
embrionario (hESC) como soporte fundamental para su posterior aplicacion en medicina regenerativa. Desde dicho banco
se suministraran las lineas celulares perfectamente caracterizadas para su posterior uso por parte de todos los
investigadores cualificados que lo soliciten y cuyos campos de aplicacion incluyen ensayos clinicos y farmacolégicos de
enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares y diabetes; la generacion de células donantes universales; la
clonacion terapéutica y la ingenieria tisular.

Las células troncales embrionarias humanas se caracterizan por ser derivadas a partir de células totipotenciales de
blastocistos y mérulas, por ser capaces de autoperpetuarse indiferenciadas in vitro de forma ilimitada y por presentar
potencial para diferenciarse en cualquier tipo celular de las tres capas germinales embrionarias: endodermo, mesodermo
y ectodermo. Estas células indiferenciadas y pluripotenciales tienen capacidad ilimitada de proliferacion y pueden
diferenciarse, bajo condiciones adecuadas, en cualquier tipo celular adulto del organismo, y regenerar potencialmente
aquellos tejidos dafiados de forma crénica o aguda.

En la actualidad, existen 72 lineas celulares aprobadas por los Institutos Nacionales de la Salud (NIH) de Estados Unidos,
y una gran cantidad de grupos continda trabajando en la diferenciacion de estas lineas existentes, pero no en la derivacion,
que es el paso inicial y necesario para obtener nuevas lineas celulares que puedan ser diferenciadas. De estas 72 lineas
de células madre de origen embrionario, s6lo 9 han demostrado ser funcionales, ninguna de ellas ha sido derivada sobre
un soporte celular humano sino murino, con el riesgo implicito de posible zoonosis, haciendo necesaria la blisqueda de
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EL prINCIPAL OBJETIVO DEL BANCO DE LINEAS CELULARES CONSISTE EN LA

DERIVACION DE LINEAS DE CELULAS TRONCALES DE ORIGEN EMBRIONARIO

(HESC) coMO SOPORTE FUNDAMENTAL PARA SU POSTERIOR APLICACION

nuevos soportes celulares de origen humano y de medios
alternativos que permitan la derivacién en ausencia de
soporte celular.

En el afio 2004, se obtuvo la derivacién en nuestro laboratorio
de las dos primeras lineas de células madre de origen
embrionario (hESC) a partir de embriones crioconservados de
larga duracion (mas de cinco afos), a las que hemos
denominado VAL-1 y VAL-2 en condiciones libres de
componentes animales. Para ello, se utilizé un soporte celular
(feeder) de origen humano, fibroblastos de placenta, a
diferencia de los soportes utilizados previamente por otros
grupos de investigacion que son de origen animal (raton),
permitiendo de esta forma, su posterior utilizacion en
aplicaciones terapéuticas.

Las hESC obtenidas han superado por el momento los pases 57
y 36 (VAL-1y VAL-2, respectivamente), presentan cariotipo normal
y estable y se caracterizan por tener una morfologia tipicamente
aplanada, una elevada proporcién del tamafio del niicleo con
respecto al citoplasma y nucleolos prominentes (Fig.1).

EN MEDICINA REGENERATIVA.

Otra de las caracteristicas de estas células es la expresion de
altos niveles de telomerasa (Fig.2), de antigenos de superficie
celular regulados durante la fase temprana de la
embriogénesis, como SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81y
la fosfatasa alcalina (Fig.3), y de marcadores moleculares que
caracterizan su estado de indiferenciacion y que incluyen
hasta el momento, Oct3/4, Rex-1, Cr-1, Thy-1, y Nanog, aunque
todavia se desconoce la mayoria de las vias de sefializacion
implicadas en el mantenimiento de las células indiferenciadas.

Fig.1 Morfologia de una colonia de VAL-1

Fig.2 Inmunocitoquimica de una colonia de VAL-1 para la deteccion de Tra1-60,
tincién doble con Hoescht

Fig.3 Deteccion de la actividad Telomerasa mediante PCR de las lineas celulares
VAL-1y VAL-2.
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Durante el afio 2005 estan previstos los primeros ensayos
clinicos en Estados Unidos para el tratamiento de patologias
humanas incurables hasta el momento, como enfermedades
neurodegenerativas (secciones medulares, infartos cerebrales
y enfermedad de Parkinson) e infarto de miocardio. Esto hace
prever un aumento de la demanda de lineas celulares de calidad
terapéutica, asi como un mejor conocimiento y caracterizacion
de las mismas, para su posterior empleo en el campo de
investigacion basica y aplicada en medicina regenerativa. En

este sentido, nuestro grupo de investigacion esta trabajando
principalmente, en la derivacién de nuevas lineas celulares de
grado terapéutico genéticamente normales y alteradas, en el
estudio de soporte celulares (feeder) de origen humano, en el
estudio de condiciones feeder-free, y en la caracterizacion
molecular de las lineas derivadas, asi como de las vias de
sefializacién implicadas en el mantenimiento de las células
pluripotenciales e indiferenciadas.
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LINEAS DE INVESTIGACION:

- Funcién de IRS-2 en la diferenciacion, proliferacion y supervivencia de las células beta y su aplicacion a trasplantes o
terapias moleculares para diabetes.

- Estudio de IRS-2 en neurogénesis y su papel en la conexién entre la diabetes y el desarrollo de patologias
neurodegenerativas como Alzheimer.

DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD INVESTIGADORA

La Red de Sefiales del Sustrato del Receptor de Insulina (IRS)

Insulina e IGF-1 regulan una amplia variedad de efectos metabélicos y efectos relacionados con el crecimiento en los
tejidos. Las dos se unen a sus respectivos receptores de membrana, lo que estimula la autofosforilacion de la region
reguladora localizada en la cadena f del receptor y potenciando su actividad intrinseca tirosinkinasa. El receptor activado
es capaz de fosforilar diversas proteinas celulares, principalmente a miembros de la familia de proteinas IRS (insulin
receptor substrates) (Fig. 1). Las proteinas IRS contienen de 8 a 18 sitios potenciales de fosforilacion en diversos motivos
de secuencias de aminoacidos, los cuales, tras su fosforilacion se unen a los dominios SH2 de proteinas efectoras. Entre
ellas destacan la subunidad reguladora de la kinasa lipidica fosfatidilinositol 3 kinasa (PI3K), Grb2, Nck y la fosfatasa
SHP2 (Fig. 1). Los productos de PI3K activan a su vez una red de kinasas como AKT implicadas en la accion de la insulina
sobre la proliferacion y supervivencia. Asf, el entramado de sefializaciones mediadas por las proteinas IRS regulan los
efectos pleiotropicos de insulina e IGF-I en las distintas funciones celulares.

El Papel de IRS-2 en las Células 8 y el desarrollo de la Diabetes

La insuficiencia de insulina es un sello caracteristico en todas las formas de diabetes humana sin tener en cuenta el
origen molecular de la pérdida de células 8. La pérdida de las células B pancreaticas de tipo 1 (juvenil o dependiente
de insulina) esta asociada a la destruccion inmune ya que las células productoras de insulina son atacadas y destruidas
por el propio sistema inmune del cuerpo. La diabetes de tipo 2 (edad madura o diabetes no dependiente de insulina)
es generalmente el resultado de la resistencia a la accién de la insulina en los tejidos periféricos y anomalias en la
secrecion de insulina. El aumento en la masa de células 3 se consigue por dos vias distintas: la replicacion de las células
B preexistentes y por cambios en la supervivencia de las células 3. Un estudio reciente ha demostrado de forma bastante
clara, que las células 3 nuevas en ratones adultos proceden fundamentalmente de la proliferacion de células B3 preexistentes,
mas que de la diferenciacion a partir de células madre.
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LA INSUFICIENCIA DE INSULINA ES UN SELLO CARACTERISTICO

EN TODAS LAS FORMAS DE DIABETES HUMANA
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La proliferacion celular esta controlada por una maquinaria
que rige su salida del estado quiescente y la progresion
desde la fase G1 hasta la S. La deleccion de IRS-2 en ratones
produce diabetes por una reduccién de masa de células B
junto con la incapacidad para expandirse en respuesta a
la resistencia periférica a insulina. Inversamente, la
sobreexpresion de IRS-2 salva la diabetes a varios modelos

de ratones al incrementar la masa de células betay a su
proteccion frente a la apoptosis. Ademas, el rescate de la
diabetes por transplantes requiere muchos menos islotes
(50 vs. 300) si los islotes sobreexpresan IRS-2. Lo
fundamental es que apenas se tiene conocimiento de cémo
las sefiales de IRS-2 promueven la proliferacion y
supervivencia de células beta. Recientemente hemos
observado que la expresion de p27KIP, inhibidor del ciclo
celular, esta incrementada en los islotes IRS-2 de KOs.
Ademas, los KO dobles de IRS-2 y p27KIP no desarrollan
diabetes durante el periodo de estudio porque su masa de
células B fue restaurada. Esto sugiere que la replicacién
posnatal de las células beta requiere de la sefalizacion de
IRS-2 para regular la funcién de p27KIP y, finalmente, para
la progresion del ciclo celular. Asi, un objetivo fundamental
de nuestro trabajo es definir como las sefales de IRS-2
regulan la proliferacién y supervivencia de las células B.
Estos estudios nos pemitiran explorar nuevas estrategias
moleculares y genéticas para incrementar la disponibilidad
y calidad de las células productoras de insulina para terapias
tales como el trasplante de islotes o la diferenciacion de
las células troncales.

Wt IRS-2 deficient islets produce diabetes

Overexpression of IRS-2 rescues f3-cell proliferation
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Las Seiiales de IRS2: Una Base Molecular para Patologias
Neuronales

Los ratones carentes de IRS-2 presentan una reduccién del
40% en el tamafio del cerebro. El fenotipo de la reduccién
cerebral es independiente del fenotipo de la diabetes; la
reduccién en el tamafo del cerebro se ha observado a partir
del dia 16 del desarrollo embrionario, mucho antes de que
comience el metabolismo anormal de glucosa. En base a
estudios morfoldgicos, la delecion de IRS-2 altera el tamafio
cerebral de una forma global, ya que todas las regiones se
reducen de una manera proporcional. La reduccion del
cerebro es debido a un fallo en la proliferacién neuronal,
no por un aumento en la apoptosis.
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El Tau hiperfosforilado es un componente presente en los
nudos neurofribrilares, caracteristicos de los cerebros con
Alzheimer. Consistentemente con la reduccion en la expresion
de PP2A, Tau esté constitutivamente hiperfosforilado en los
cerebros adultos de ratones IRS-2-/-, lo que sugiere que la
ruta de IRS-2 es necesaria para mantener un balance entre
las actividades de la kinasa de Tau y la fosfatasa en neuronas.
Estas observaciones implican una novedosa y especifica
funcién de IRS-2 tanto en la coordinacién de la neurogénesis
como en la modulacién de la defosforilacién de Tau en los
cerebros adultos. La enfermedad Alzheimer esta caracterizada
por la pérdida de memoria, defectos en el lenguaje y en el
comportamiento. Estudios epidemiolégicos indican que la
resistencia a insulina y diabetes tipo 2 aumentan el riesgo de
la pérdida de la capacidad cognitiva por la edad. Esto sugiere
que defectos en la ruta de senalizacion de insulina contribuyen
a la demencia. De esta manera, cambios en el modo de vida
o farmacos que estimulan la sefal de IRS2, pueden ser una
estrategia para el tratamiento de diversas patologias
relacionadas con la neurodegeneracion.
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LINEAS DE INVESTIGACION:

- Analisis de la funcién de las vias de sefializacion Shh y Wnt en la diferenciacion del sistema nervioso: Biologia de células
madre neuronales.
- Estudio funcional de genes implicados en degeneraciones retinianas murinas: Modelo de retinitis pigmentosa humana.
- Desarrollo de plataformas de screening de moléculas en vertebrados.

DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD INVESTIGADORA

Desde los primeros estadios del desarrollo del embridn, los blastocitos (células troncales embrionarias) reciben distintas
sefiales que dirigiran su proliferacion, diferenciacion y morfogénesis. El nimero de proteinas que actian como sefales
es limitado y se utilizan distintos mecanismos para inducir la variedad necesaria de fenotipos. Dado que una célula
embrionaria esta expuesta a varias sefales simultaneas en un momento dado, debe existir una integracion de estas
sefiales dentro de la célula para producir una respuesta adecuada y distinta a la de la accién de cada una de las sefales
por separado. En nuestro laboratorio, estudiamos cual es la funcién de estas sefiales durante el desarrollo del sistema
nervioso central y los mecanismos moleculares que se utilizan para integrar dos sefales, en concreto Shh y Wnt. La
mayoria de los componentes de las vias de sefializacién de estas moléculas estan implicados en distintos procesos
oncogénicos o de enfermedades humanas, asi como en funciones de mantenimiento y diferenciacion de células troncales
adultas. Por ello, nuestros ensayos los utilizamos también para establecer modelos de enfermedades humanas y como
plataformas de ensayos de farmacos. Como sistemas modelos, utilizamos las ranas xenopus y los peces medaka, ambos
tienen las ventajas de tener un desarrollo ex dGtero, la obtencién de altos nimeros de embriones en cada puesta, la
posibilidad de realizar experimentos genéticos (cruces de mutantes, transgénicos, sistemas de expresion ectdpica,
etcétera), manipulaciones embriolégicas, genomas secuenciados y mantenimiento econémico.

El objetivo concreto de nuestra investigacion es entender los mecanismos moleculares de integracion de sefales, tales
como Shh, BMP y WNT, durante el desarrollo de la placa neural. Este es un problema complejo que requiere un abordaje
escalonado. En primer lugar, hemos implementado las técnicas de transgénesis en peces medaka para, al igual que con
las ranas xenopus, generar animales transgénicos portadores de las construcciones necesarias para la expresion regulada
de genes. Para la expresion condicional de genes, utilizamos 3 sistemas: el sistema FLP/FRT (induccioén continua tras
el choque térmico), el sistema GAL4/UAS, donde la actividad de la proteina GAL4 se regula por la adicion de un derivado
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EL OBJETIVO CONCRETO DE NUESTRA INVESTIGACION ES ENTENDER LOS
MECANISMOS MOLECULARES DE INTEGRACION DE SENALES, TALES COMO

SuH, BMP vy WN'T, DURANTE EL DESARROLLO DE LA PLACA NEURAL.

de la hormona estrégeno (induccin en pulsos) y el sistema
Heat Shock (induccién temporal por choque térmico). Cada
uno de estos sistemas tiene sus ventajas e inconvenientes
y se usan para distintos objetivos. Durante este afio hemos
generado distintas construcciones para la expresion
condicional de la proteina sefial Shh y Wnt y los factores
de transcripcion Gli. Se han generado las lineas transgénicas
necesarias para estos experimentos y estamos realizando
los primeros experimentos de expresion condicional. El
desarrollo de estas tecnologias nos permitira estudiar las
funciones de estas moléculas sefializadoras durante
estadios mas avanzados del desarrollo.

Embriones de peces medaka
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Programas Cientificos

Programa de Gendmica y Farmacoprotedmica



LINEAS DE INVESTIGACION:

- Investigacion sobre mecanismos gendmicos en Sindrome Linfoproliferativo y Leucemia.
- Investigacion genémica en cancer de mama.

DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD INVESTIGADORA

Investigacion sobre mecanismos genomicos en Sindrome Linfoproliferativo y Leucemia

Esta linea de investigacion se centra en el estudio de la Leucemia Linfatica Cronica mediante:

- Induccion de la apoptosis por anticuerpo anti-CD2o (Rituximab) en células de leucemia linfatica cronica segtn el estado
mutacional del gen IGVH y la expresion de CD38 y CD2o0.

- Estudio de apoptosis en leucemia linfatica cronica: implicacion del sistema NF-kB. Efecto regulador del microentorno celular.

- Posibilidades de uso de dopamina y sus derivados como terapia para el tratamiento de la leucemia linfatica crénica: analisis
y caracterizacion del proceso de inhibicion angiogénica.

- Caracterizacion del perfil proteémico de la leucemia linfatica crénica: Analisis de diversos grupos clinicos.

Asimismo, se investiga la Gendémica funcional de los linfomas B mediante:

- Identificacion y caracterizacion molecular y funcional del gen codificante del receptor de membrana trail (TNF-Related apoptois
inducing ligand) DR5 en la deleccion cromosomica de 8p21.2 en linfomas B.

- Genémica funcional del gen MALT1: Demostracion de su capacidad oncogénica dominante en el origen de los linfomas MALT
mediante estudios celulares in vitro y generacion de un ratén knoch-in para MALT1.

- Identificacion de nuevos genes supresores en linfoma del manto y en otros linfomas no Hodgkin B.

- Estudio de la relacion entre GPBP/GIPy el desarrollo de linfomas en pacientes autoinmunes.
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Adicionalmente se aborda el estudio de las leucemias
mediante nuevos estudios inmuno-genotipicos en la
clasificacion y tratamiento de la leucemia mieloide aguda

(LMA) y sindromes mielodisplasicos (SMD).

La investigacion gendmica en cancer de mama se centra en el
analisis gendmico del cancer de mama mediante microarrays
de ADN y estudio de las implicaciones clinicas, y en la asociacién
del cancer de mama con polimorfismo de BCRA1 a BCRA2.

o
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LINEAS DE INVESTIGACION:

- Mecanismo de regulacién de la transcitosis por el retrémero.
DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD INVESTIGADORA

En proyectos recientes, nos hemos concentrado en estudiar mecanismos moleculares que controlan la clasificacion de
receptores y ligandos internalizados por endocitosis, lo que representa un problema central en biologia celular y
biomedicina. En particular, nos hemos centrado en trafico intracelular en células epiteliales polarizadas, que presentan
el tipo mas fundamental de polaridad celular, ya que tienen dominios de superficie de membrana apical y basolateral
con una composicion distinta que es el resultado de dos procesos de transporte bien diferenciados. Primeramente, las
proteinas de membrana plasmatica de nueva sintesis se clasifican en el trans-Golgi network (TGN) para ser enviadas a
la superficie apical o basolateral. Seguidamente, estas proteinas pueden ser internalizadas desde uno de los dominios
de membrana, recicladas luego hacia el mismo dominio, degradadas en los lisosomas o enviadas por transcitosis a través
de compartimentos endociticos hacia el dominio opuesto. Una adecuada clasificacién en la via de transcitosis es por
tanto esencial para mantener la polaridad celular, ya que la mayoria de proteinas de membrana plasmatica son
internalizadas muchas veces antes de ser degradadas. Dicha clasificacion es por otro lado vital para mantener el equilibrio
celular, ya que de tejidos epiteliales derivan mas del 9o % de canceres.

Como sistema modelo, hemos analizado el trafico del receptor de las inmunoglobulinas poliméricas (plgR), que transporta
IgA e IgM mediante transcitosis desde la membrana plasmatica basolateral a la membrana apical en células polarizadas.
Estudios llevados a cabo durante los Gltimos 20 afos de mutaciones en el dominio citoplasmatico de plgR demostraron la
importancia de residuos y dominios determinantes del itinerario seguido por el receptor en células polarizadas Madin-Darby
Canine Kidney (MDCK). En éstas, plgR transfectado de manera estable se localiza y funciona como in vivo, transportando
IgA por transcitosis a través de la monocapa de células (Fig. 1).
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NOS HEMOS CENTRADO EN TRAFICO INTRACELULAR EN CELULAS

EPITELIALES POLARIZADAS, QUE PRESENTAN EL TIPO MAS

Se halla bien establecido que la clasificacién de receptores
en compartimentos intracelulares viene mediada por la
interaccion del dominio citoplasmatico del receptor con
proteinas periféricas de membrana o complejos proteicos. Un
ejemplo remarcable de estos procesos lo lleva a cabo un
complejo multimérico de proteinas, llamado retrémero y
originalmente descrito en levadura, que media la clasificacion
de receptores que transportan enzimas lisosomales, reciclando
estos receptores desde un compartimento endosomal y
devolviéndolos al TGN (Fig. 2). Las subunidades que constituyen
el retromero se hallan muy bien conservadas a lo largo de la
evolucion, y en mamiferos se ensamblan en un complejo
multimérico similar al descrito en levadura desempefiando
una funcién analoga en control de trafico de proteinas.

Para entender cémo viene regulada la transcitosis de plgR-
IgA, iniciamos una blsqueda de proteinas asociadas al
dominio citoplasmatico del receptor. Mediante co-
inmunoprecipitaciones y espectrometria de masa,
demostramos la asociacién in vivo del retrémero con plgR
en células polarizadas. Para entender esta asociacion,
llevamos a cabo antisense para reducir los niveles
enddgenos del retromero, asi como sobreexpresion génica
para aumentar los niveles de complejos funcionales. La
aplicacion de estas técnicas en células MDCK expresando
mutantes de plgR con defectos muy bien diferenciados en
transcitosis, nos permitié entender el papel del retrémero

Fig.1 Transcitosis de pIgR en células MDCK. El receptor une IgA dimérica o polimérica
en la superficie basolateral de la célula y el complejo receptor-ligando es internalizado
y transportado por transcitosis hasta el dominio apical a través de compartimentos
endociticos. Estos incluyen endosomas basolaterales early (BEE), endosomas
comunes (CE) y endosomas apicales de reciclaje (ARE). Sin embargo, el complejo
plgR-IgA no es llevado a endosomas late (LE) ni degradado en lisosomas (Lys). T),
uniones estrechas.

FUNDAMENTAL DE POLARIDAD CELULAR

Fig.2 Elretromero recicla receptores transportadores de enzimas lisosomales
solubles, tales como el receptor de las manosa 6-P, desde un compartimento
endosomal hasta el TGN. Ello evita la degradacion del receptor y permite que éste
sea reutilizado para subsiguientes rondas de envio de enzimas de nueva sintesis
hacia los lisosomas (Lys).



en el proceso (Fig. 3). Nuestros resultados demostraron
una nueva funcién para el retrémero en evitar la degradacion
del pIgR, estimulando de manera especifica la transcitosis
de plgR-IgA a través de una interaccién que requiere los
Gltimos 30 aminoacidos del dominio citoplasmatico del
receptor (Vergés et al., 2004). En este proyecto también
adquirimos una nueva percepcion de la localizacion
intracelular del retrémero mediante microscopia de
immunofluorescencia por confocal. Nuestros datos son
consistentes con la hipdtesis de que el retrémero funciona
en endosomas comunes y/o endosomas apicales de
reciclaje en células epiteliales (Vergés et al., 2004).
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Fig.3 La sobreexpresion del retromero restaura la transcitosis de IgA en células
MDCK expresando un mutante de pIgR (A607-707) que presenta el defecto de dirigir
IgA a los lisosomas, siendo ambos, receptor y ligando rapidamente degradados.
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Trabajos previos realizados en diferentes laboratorios han
demostrado el papel clave de subunidades del retrémero en
el control de procesos de sefalizacién durante proliferacion
celular y desarrollo en eucariotas superiores. Nuestros
resultados en células polarizadas de mamifero sugieren que
el mecanismo de “rescate” de receptores llevado a cabo por
el retrémero podria ser un sistema general por el cual muchos
receptores internalizados evitan ser direccionados hacia los
lisosomas y degradados. El retromero podria por lo tanto
representar una cubierta proteica que bloquease la
downregulation vy, asi, la degradacion de receptores de
senalizacion, induciendo indirectamente a la célula a
mantenerse en un estado activo de proliferacién.

Basandonos en ello, nos planteamos ahora identificar
moléculas efectoras del retrémero que actlden como
mediadores de la funci6n del retrdmero en control de tréafico
intracelular de receptores. Dada la posibilidad de que dichos
efectores contribuyan a evitar la downregulation de receptores
de sefalizacién y, por tanto, a evitar que se “apaguen” las
sefales que inducen proliferacién celular, proponemos la
posibilidad de que estos efectores pueden convertirse en
dianas terapéuticas contra las cuales se pueda dirigir farmacos
para tratar enfermedades proliferativas, tales como el cancer.

Este mutante presenta en consecuencia unos niveles de transcitosis de IgA muy
bajos (< 10 % del ligando inicialmente unido al receptor en la membrana plasmatica
es transportado por transcitosis), los cuales son dramaticamente incrementados
hasta niveles practicamente normales en células sobre-expresando el retrémero.
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LINEAS DE INVESTIGACION:

- Estudio de las rutas de transporte nicleo-citoplasma de mRNA en S. cerevisiae.

- Identificacion de nuevas proteinas implicadas en la exportacién.

- Puesta a punto de rastreos en levadura para identificar moduladores quimicos que afecten el transporte nicleo-
citoplasma como método para el desarrollo de nuevas terapias.

DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD INVESTIGADORA

El fin de nuestro grupo de investigacion es entender como los RNAs mensajeros son exportados del nicleo al citoplasma.
Tradicionalmente se habia considerado que los distintos procesos de expresién génica eran independientes. Sin embargo,
cada vez mas datos apuntan hacia un claro acoplamiento entre las maquinarias moleculares responsables de los distintos
procesos.

Los puntos fundamentales de la actividad investigadora a realizar son los siguientes:

Caracterizacion de SUS1

Basados en mis datos mas recientes (Rodriguez-Navarro et al., 2004) hemos encontrado una conexion entre exportacion de
mRNAs y activacion de la transcripcion a través del complejo SAGA y un nuevo gen denominado SUS1. SUS1 ha sido identificado
a través de un rastreo genético en busca de genes que interaccionan con YRA1. El primer objetivo sera caracterizar este nuevo
gen completamente desconocido y altamente conservado en la evolucién con ortélogos en humanos y otros eucariotas
superiores. SUS1 juega un claro papel en transporte de mRNAs y en transcripcion, pero no esta clara su funcién molecular
para acoplar ambos procesos. Estudiaremos SUS1 a través del anélisis de diferentes mutantes y también como SUS1p esta
organizada en dominios. Se analizara el papel de SUS1 en transcripcion en el contexto del complejo SAGA y también su
interaccion fisica con otras proteinas. Dentro de la caracterizacion funcional de SUS1 llevaremos a cabo experimentos
relacionados con rasgos peculiares del gen. Por un lado, SUS1 es un gen de pequerio tamafio formado por 3 exonesy 2 intrones,
fenémeno bastante inusual en levadura. Dentro de este objetivo estudiaremos la relevancia de la presencia de estos intrones
cuyas posiciones se encuentran conservadas en otras especies de hongos. Sera muy interesante analizar posibles fenémenos
de splicing alternativo como mecanismo de regulacién funcional.
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EL FIN DE NUESTRO GRUPO DE
INVESTIGACION ES ENTENDER COMO LOS

RINAS MENSAJEROS SON EXPORTADOS DEL

NUCLEO AL CITOPLASMA.

Identificacion de genes relacionados con SUS1

Con el objeto de encontrar nuevos genes relacionados con
SUS1implicados en la exportacion de mRNAs y transcripcion,
se llevaran a cabo diferentes rastreos genéticos con mutantes
de SUS1. Uno de los rastreos mas exitosamente utilizados
en el laboratorio del doctor Hurt consiste en la clonacién de
genes cuya mutacion sintética es letal con la mutacién en el
gen de interés. Para ello utilizaré los mutantes obtenidos de
SUS1 que muestran defectos en exporte de mRNAs. Los genes
clonados en este rastreo seran analizados con el fin de
establecer relaciones con factores de exportacién. Se
estudiara si estos nuevos genes estan implicados en
transporte de mRNAs, en transcripcién y mecanismos de
procesamiento de mensajeros.

Formacion de Mrnp (mRNa Particle) e identificacion de rutas
alternativas de exportacion de mRNAs

EIlRNA es exportado asociado a diferentes complejos proteicos.
Estos complejos estan formados por factores de exporte como
Mex67/Mtr2 o Sac3. Ademas, existen muchas proteinas que
se unen al RNA desde los sitios de transcripcion y que también
estan implicadas en exportacién. Cémo se ensamblan estos
complejos sobre el RNA'y elucidar si esos RNAs son distintos
en cada mRNP serd el objetivo principal de esta parte del
proyecto. Para ello estudiaremos interacciones proteina-
proteina y proteina-RNA en condiciones que estabilicen
diferentes estadios de la formacién de las mRNPs. En este
objetivo vamos a intentar definir cémo se forman las mRNPs
y describir su composicion, tanto a nivel de proteinas como
de mRNAs asociados.

Los resultados de este objetivo tienen, por tanto, una finalidad
mdltiple: describir la maduracién de las mRNPs a lo largo de
la biogénesis del mRNA, identificar diferencias a nivel de
mRNAs exportados y, por ultimo, la identificacién de rutas
alternativas de exportacién para grupos especificos de mRNAs.
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LINEAS DE INVESTIGACION:

- Analisis in vivo de la inflamacion y carcinogénesis epiteliales: interferencia bioldgica entre el receptor de glucocorticoides
y NF-yB.

- Mecanismos moleculares que median la accion de las hormonas glucocorticoides: identificacion de dianas terapéuticas.

- Modelos animales transgénicos para el estudio de malformaciones epiteliales. Bases moleculares del sindrome humano
de Displasia Ectodérmica.

DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD INVESTIGADORA

El cancer de piel constituye una de las formas mas prevalentes de neoplasia humana, con una incidencia que se aproxima al
conjunto de todas las demas neoplasias combinadas. Esta estadistica subraya la importancia biomédica del estudio de los
mecanismos moleculares que subyacen la carcinogénesis en el contexto de modelos animales que permitan evaluar y/o
disefiar nuevas modalidades para su tratamiento. Las hormonas glucocorticoides (GCs) actlian como potentes agentes
antiproliferativos y antiinflamatorios en piel, por lo cual constituyen el principal tratamiento de eleccién en numerosas
enfermedades cutaneas que cursan con hiperplasia e inflamacion. Ademas, los GCs impiden la progresion tumoral cuando
se administran en etapas tempranas del protocolo de carcinogénesis quimica en piel de raton. La accion de los GCs se ejerce
a través del receptor de glucocorticoides (GR), que actda como un factor de transcripcion dependiente de ligando, regulando
la transcripcién génica mediante mecanismos dependientes e independientes de unién a DNA, estos Gltimos ejemplificados
por la interferencia con los factores de transcripcion NF-yB y AP-1. Recientemente, se ha demostrado que algunos efectos
antiinflamatorios, rapidos de los corticoisteroides se ejercen mediante la interferencia de GR con la via de sefalizacion de la
PI3K/Akt. El factor de transcripcion NF-y B es crucial en la regulacion de la proliferacion, diferenciacion y apoptosis en numerosos
tipos celulares y juega un papel central en la inflamacién y tumorigénesis. Ademas, NF-y B juega un papel determinante en
el desarrollo de la epidermis y otros epitelios.

En los dltimos afos, hemos abordado el estudio de la interferencia entre GR y NF-y B en epidermis, con objeto de evaluar las
consecuencias de este antagonismo bioldgico in vivo. La generacion de ratones transgénicos que sobreexpresan GR en células
basales de la epidermis, apéndices cutaneos y otros epitelios estratificados (ratones K5-GR), nos ha permitido demostrar los
efectos antiproliferativos, antiinflamatorios y antitumorales de este receptor hormonal. Nuestros datos muestran que la accion
antitumoral de los GCs se ejerce en parte, a través de la interferencia entre GR y NF-y B, asi como mediante la interaccion entre
GRy la via PI3K/Akt. La elucidacion de los mecanismos moleculares precisos que subyacen la accion de los GCs abre nuevas
posibilidades para la investigacion basica y clinica. En este sentido, el modelo animal K5-GR constituye una herramienta
poderosa para estudiar los mecanismos de accion de GR responsables de sus efectos terapéuticos en piel. Uno de nuestros
objetivos inmediatos consiste en generar y caracterizar modelos animales complementarios que posibiliten la identificacion
de dianas génicas reguladas selectivamente por GCs durante la carcinogénesis de piel, los cuales seran potencialmente
candidatos para el disefio de farmacos que podran utilizarse con fines terapéuticos.
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EL CANCER DE PIEL CONSTITUYE UNA DE LAS FORMAS MAS PREVALENTES
DE NEOPLASIA HUMANA, CON UNA INCIDENCIA QUE SE APROXIMA AL

CONJUNTO DE TODAS LAS DEMAS NEOPLASIAS COMBINADAS.
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Fig.1 Mecanismos de interferencia entre el receptor de glucocorticoides y NF-y B
Fig.2 Modelo transgénico K5-GR: el receptor de glucocorticoides (GR)actda como supresor tumoral durante la carcinogénesis de piel.

Fig.3 Bases moleculares de la dismorfogénesis epitelial: papel de GRy NF-yB.
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Por otro lado, la sefializacién mediada por glucocorticoides
es crucial para numerosos procesos morfogenéticos en
mamiferos, como demuestran las numerosas malformaciones
congénitas que exhiben los ratones transgénicos Ks5-GR.
Nuestros datos demuestran defectos en la morfogénesis de
piel, apéndices cutaneos, denticién, glandulas sudoriparas y
paladar, tejidos que derivan del ectodermo embrionario. El
fenotipo de estos animales recapitula el cuadro clinico de
pacientes con el sindrome de Displasia Ectodérmica (ED),
donde uno o méas derivados ectodérmicos se encuentran
afectados, por lo que constituye un excepcional modelo para
el estudio de esta patologia humana. Las bases moleculares
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de esta enfermedad implican distintos genes que intervienen
en vias de sefializacién que convergen en NF-y B, incluyendo
una deficiencia parcial funcional en la quinasa IKK-y, subunidad
reguladora del complejo quinasa IKK, responsable de la
activacion de NF-y B. Nuestro trabajo esta encaminado a la
generacion de modelos animales que permitan el estudio
funcional del complejo IKK en el desarrollo de la epidermis y
otros derivados ectodérmicos. Ademas, pretendemos validar
los estudios relativos a la patologia ED realizados en estos
modelos animales, mediante el acceso a biopsias de piel de
pacientes con dicha enfermedad, donde estudiaremos las vias
de sefalizacion mediadas por GR, NF-y B y IKK.




LINEAS DE INVESTIGACION:

- Clonacion de nuevos mecanoreceptores mediante estrategia de expresion-clonacion.
- Caracterizacién de vias de regulacion de los termo y mecano-receptores

DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD INVESTIGADORA

El tratamiento del dolor es uno de los objetivos mas importantes de la medicina actual, tanto la prevencién del dolor
postoperatorio como el generado en situaciones de accidente o enfermedad. El arsenal farmacéutico para combatir el dolor
es sorprendentemente limitado debido, en gran parte, a la falta de dianas terapéuticas especificas y al desconocimiento de
los procesos de plasticidad sinaptica del sistema nervioso nociceptor.

El dolor se produce cuando estimulos térmicos, quimicos o mecanicos excitan las terminales periféricas de neuronas llamadas
nociceptores. Varios tipos de receptores estan involucrados en este proceso. La clonacion del receptor vanilloides TRPV1 ha
resultado clave como efector de estimulos quimicos (pH, vanilloides, etcétera) y térmicos (T>42°C), y como mediador de la
hiperalgesia inflamatoria al calor. La clonacion de los receptores TRPV1 y otros miembros de la superfamilia de receptores
TRP, ha permitido esclarecer parcialmente los mecanismos de percepcion del calor y del frio. Sin embargo, la existencia de
poblaciones de nociceptores con distintas propiedades fisioldgicas sugiere la activacion de otros receptores o cascadas de
sefalizacion.

En ocasiones, la lesion tisular desencadena procesos inflamatorios locales por liberacion de sustancias proalgésicas que
potencian la inflamacién local y resultan en un incremento de esta excitabilidad de los nociceptores. TRPV1 también juega un
papel clave en dolor inflamatorio ya que, tras activacion de determinadas cascadas intracelulares por sustancias proalgésicas,
su eficacia se ve incrementada.

Por otro lado, los mecanismos y fisiologia de la sensibilidad cutanea y dolor mecanico, se conocen muy superficialmente hasta
la fecha. Diferentes mecano-receptores con distintos umbrales de activacion, sensibilidad y capacidad de adaptacion se infieren
de diversos estudios psicofisicos. Varios receptores de membrana se han apuntado como posibles candidatos, sin embargo
no se han apuntado como marcadores de los distintos tipos de nociceptores mecanicos.

Los objetivos de nuestro laboratorio consisten en identificar y caracterizar proteinas implicadas en transduccion de sefiales
mecanicas, térmicas (frio y calor) y/o quimicas (sustancias proalgésicas) mediante un programa combinado de gendmica
funcional basado en:
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EL ARSENAL FARMACEUTICO PARA COMBATIR EL DOLOR ES SORPRENDENTEMENTE

LIMITADO DEBIDO, EN GRAN PARTE, A LA FALTA DE DIANAS TERAPEUTICAS ESPECIFICAS

Y AL DESCONOCIMIENTO DE LOS PROCESOS DE PLASTICIDAD SINAPTICA DEL SISTEMA

1) Clonacion de nuevos mecano-receptores mediante
estrategia de expresion-clonacion.

Dado que todavia se desconoce la identidad molecular de los
mecano-receptores neuronales, se propone iniciar el cribado
de una genoteca de neuronas de ganglio raquideo, para
identificar, aislar y clonar nuevas proteinas implicadas en
transduccion sensorial. La estrategia contempla utilizar una
estrategia de expresion-clonacion para identificar proteinas
que respondan a estimulos mecanicos. Los productos génicos
aislados seran clonados y caracterizadas sus propiedades
electrofisiolégicas y farmacoldgicas. Aquellos clones mas
relevantes bioldgicamente se utilizaran en el futuro para
generar modelos animales.

NERVIOSO NOCICEPTOR.

2) Caracterizacién de vias de regulacién de los termo- y
mecano-receptores.

Los mecanismos de modulacién de TRPV1 en la transduccién
del dolor inflamatorio, permanecen desconocido. Por otro lado,
la existencia de distintas poblaciones de nociceptores sensibles
al frio con diferentes temperaturas umbrales de activacién,
podrian resultar de distintas vias de modulacién de los
receptores. Para abordar la modulacién de estos y otros
nociceptores, precisamos conocer la regulacion del trafico
intracelular y su modulacién en diversos estados patolégicos,
asi como aquellas proteinas citosélicas con las que interaccionan.
Asimismo, se estudia la relevancia biolégica de la interaccion,
especialmente en condiciones pat6logicas inflamatorias.
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LINEAS DE INVESTIGACION:

- Identificacion de dianas farmacolégicas en los mecanismos de sefializacion molecular de cancer.
- Identificacion de compuestos con potencial terapéutico.

DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD INVESTIGADORA

Identificacion de Dianas Farmacolégicas en los Mecanismos de Seiializacion Molecular de Cancer.

Dentro del area de la Oncologia existe un gran potencial en la identificacion de proteinas quinasas que intervienen en la
sefalizacion de la respuesta apoptética de proliferacion e hipoxia. La progresion de las células integrantes de un tumor, al
alcanzar un tamafo minimo, se enfrenta con la deficiencia de las células tumorales en el acceso a oxigeno y nutrientes. Para
paliar los efectos de la deficiencia de oxigeno (hipoxia) las células tumorales secretan proteinas que, a) favorecen la
proliferacion de células endoteliales vasculares (p.e., s VEGF, bFGF), b) promueven el reclutamiento de células endoteliales
circulantes derivadas de médula 6sea (CEC) en los vasos de nueva formacion en el tumor, c) degradan la matriz extracelular
facilitando la migracion de células endoteliales (p.e., Metaloproteasas, MMPs), y d) promueven la proliferacion de células
estrcuturales (p.e., miocitos y pericitos) necesarias para la formacion de vasos maduros (p.e., PDGF y angiopoetinas). Los
receptores de factores angiogénicos se expresan tanto en las células endoteliales como en las células tumorales y del estroma
y estan regulados por la hipoxia asociada del tumor. Por lo tanto, los factores angiogénicos (VEGF, TGFa, PDGF) actiian como
factores de crecimiento autocrinos y paracrinos de las células tumorales. Un regulador central de la respuesta celular a la
hipoxia y, por lo tanto, de la panoplia de factores scretados que promueven la angiogénesis y la proliferacion tumoral el
Factor Inducible de Hipoxia (HIF). HIF es un factor de transcripcion que es un heterodimero con subunidades expresadas
constitutivamente (beta) y reguladas por hipoxia (alpha). Existen descritas tres isoformas alpha en mamiferos HIF12, 22 y
32, Las dos primeras se expresan en céluas epiteliales y mesenquimales con distribucion diferente, pero solapante en su
representacion tisular. La activacion de la kinasa PI3 (PI3K) da como resultado la acumulacién de HIF y la activacion del
receptor de insulina activa la cascada PI3K-p42/48, lo que promueve la traduccion del mARN de HIF via la diana de rapamicina
(TOR), agente éste bien conocido también por su actividad antiangiogénica. Teniendo en cuenta la multiplicidad de factores
en los que HIF esta actuando como regulador, podemos pensar que la inhibicion selectiva de HIF, pudiera ser una estrategia
potente para inhibir o prevenir la progresion tumoral y caracterizar mecanismos moleculares que regulen in vitro e in vivo
los diferentes factores antiangiogénicos.
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DENTRO DEL AREA DE LA ONCOLOGIA EXISTE UN GRAN POTENCIAL EN LA

IDENTIFICACION DE PROTEINAS QUINASAS QUE INTERVIENEN EN LA SENALIZACION

DE LA RESPUESTA APOPTOTICA DE PROLIFERACION E HIPOXIA.

El grupo de Farmacologia Molecular pretende caracterizar,
mediante inhibidores selectivos, la sefializacion molecular
que actlia como consecuencia de la inhibicion de HIF y ademas
poder efectuar estos estudios en los modelos murinos
adecuados de progresion tumoral. La disponibilidad de
herramientas para la interrupcién de genes concretos, la
creacién de dominantes negativos y el tratamiento a nivel
molecular con antisentidos y ribozimas, supone la
disponibilidad de modelos animales adecuados para el estudio
de inhibidores de la enfermedad.

Identificacion de Compuestos con Potencial Terapéutico

El objetivo del Grupo de Seleccion y Cribado (Screening) sera
la explotacién de la Coleccién de Compuestos del CIPF,
mediante la seleccion de compuestos con actividad biolégica
relevante en la Salud humana (enfermedades cardiovasculares,
autoinmunes, cancer, antibacterianos, antiftingicos, antiviricos,
inflamacion, etcétera). Para ello pretendemos la creacion de

un equipo multidisciplinar en las areas de Biologia y Bioinfor-
matica que identifiquen e implementen las dianas terapéuticas
en forma de ensayos de alta densidad.

Por el nimero de ensayos y la dimension de la coleccion de
muestras sera imprescindible laimplementacion de Sistemas
Robotizados que sean capaces de procesar un alto nimero
de muestras en formato de alta densidad. Los ensayos deben
adaptarse a sistemas de lectura que permitan la captura
directa de los resultados y los célculos correspondientes
para la rapida determinacién de las muestras positivas. El
tratamiento integrado de los resultados permite agrupar
aquellas moléculas con caracteristicas biolégicas similares.
Asimismo, el tratamiento estadistico de los resultados y la
aplicacion de herramientas de Analisis Grupales (Cluster
Analisis, Principal Component Analisis) permiten la
discriminacion de aquellas moléculas con caracteristicas
fisico-quimicas mas apropiadas para los ensayos en modelos
animales.
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LINEAS DE INVESTIGACION:

- Estudio y desarrollo de moduladores de procesos biol6gicos en los que intervienen mecanismos de reconocimiento
molecular: septicemia, apoptosis y enfermedades autoinmunes.

DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD INVESTIGADORA

La investigacion en el grupo se centra en el estudio y desarrollo de moduladores de procesos biolégicos en los que intervienen
mecanismos de reconocimiento molecular.

Las quimiotecas sintetizadas en el grupo se han utilizado para la identificacion, entre otros, de péptidos que inhiben el
crecimiento de hongos de importancia en procesos de pos-cosecha de citricos, de los que se ha caracterizado su mecanismo
de accion (Lopez-Garcia et al., 2004). La quimioteca de peptoides sintetizada en nuestro grupo ha sido utilizada para la
identificacion de un peptoide que neutraliza in vitro el LPS, endotoxina bacteriana responsable del shock endotéxico. Las
moléculas identificadas han demostrado un buen perfil de actividad in vivo en ensayos con animales de experimentacion.

En el apartado de disefio de péptidos hemos continuado con la puesta a punto de métodos basados en quimica combinatoria
para la identificacion de péptidos conformacionalmente definidos (Pastor et al., 2004 a y b). También se ha estudiado el
mecanismo de formacion de fibras amiloides del dominio C-terminal de una chaperona de cobre exclusiva de plantas (Mira
et al., 2004). Ademas se han identificado nuevos moduladores de del complejo SNARE que inhiben la exocitosis neuronal
que se pueden considerar como nuevos cabeza de serie para el desarrollo de nuevos farmacos antiespasmédicos (Blanes
Mira et al., 2004).

Aunque los mecanismos bioldgicos que conducen a neurodegeneracion y cancer no estan plenamente establecidos, en los
Gltimos afos se apunta a que un elevado ndmero de factores pueden confluir en la activacién, caso de enfermedades
neurodegenerativas, o inhibicién, en el caso de procesos tumorales, de la muerte celular programada o apoptosis. La apoptosis
es un proceso clave para el correcto funcionamiento de diferentes sistemas biolégicos entre los que se incluyen el recambio
celular normal, el sistema inmunolégico, el desarrollo embrionario y la muerte celular inducida por diferentes agentes quimicos.
Pero si se desencadena el proceso en un momento inapropiado puede inducir la muerte en células cruciales, o bien si en otras
condiciones el proceso es inhibido, puede favorecer el crecimiento celular incontrolado. En particular, se ha demostrado que
una apoptosis inapropiada o desregulada esta implicada en procesos patolégicos en humanos, incluyendo enfermedades
neurodegenerativas como las enfermedades de Alzheimer y Huntington, isquemia, desordenes inmunoldgicos y cancer.

Actualmente, parece bien establecido que en el control de la apoptosis es determinante el papel de la mitocondria y la
regulacion dependiente de tres tipos de proteinas: las proteinas de la familia Bcl-2 (P-Bcl-2), el factor regulador de apoptosis
Apaf-1y las caspasas. En el laboratorio hemos abordado el estudio del mecanismo de insercion en membrana de fragmentos
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La QUIMIOTECA DE PEPTOIDES SINTETIZADA EN NUESTRO GRUPO HA SIDO UTILIZADA

PARA LA IDENTIFICACION DE UN PEPTOIDE QUE NEUTRALIZA IN VITRO EL LPS,

ENDOTOXINA BACTERIANA RESPONSABLE DEL SHOCK ENDOTOXICO.

#ownen

Modelos para el proceso de insercion en dos etapas de proteinas de la familia
Bcl-2. A, Bcl-XL; B, Bax; C, Bid.

de P-Bcl-2 (Garcia-Saez et al., 2004) y se han identificado
péptidos que reproducen las caracteristicas de formacién de
poros en membranas de alguna de las proteinas de esta familia
En el laboratorio y mediante un sistema de produccién en
baculovirus hemos conseguido obtener la proteina Apaf-1
recombinante funcional (rApaf-1). Utilizando quimiotecas
combinatorias se ha identificado un peptoide (peptoide-4) que
se une e inhibe a Apaf-1 (tanto al recombinante como el presente
en células humanas). Se ha demostrado que el peptoide-4
inhibe Apaf-1 de forma no competitiva con citocromo c pero
impide el reclutamiento de procaspasa-9 (Malet et al.,
manuscrito en preparacién). Por Gltimo, dentro del programa
de moduladores de apoptosis y en colaboracién con el grupo
del doctor Fernando Albericio, en el Gltimo afo se ha seguido
con la evolucién quimico-funcional de la tercera generacién de
inhibidores de caspasa-3.

Jefe de Laboratorio:

Enrique Pérez Paya

Investigadores:

|| Manuel M.
Sanchez del Pino

Maria Jesis

Vicent Docén

Becarios Posdoctorales:

Mar Orzaez Calatayud

Becarios Predoctorales:

Puig Mora Mufioz
David Serquera Peyrd
| Gema Malet Engra

Técnicos:

Ana Giménez Giner
Alicia Garcia Jarefio
Elia Ana Sirvent Segura
Inmaculada Mic6é Mateu
Raiil Blasco i Yepes



LINEAS DE INVESTIGACION:

- Caracterizacién estructural de proteinas de interés farmacéutico.

- Identificacion de moduladores de la actividad biol6gica de dianas con interés terapéutico.

- Validacion de compuestos identificados mediante HTP screening o screening virtual.

- Genémica estructural con énfasis en la caracterizacién de proteinas o dominios proteicos relacionados con patologias.

DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD INVESTIGADORA

Durante este afio, hemos empezado a poner a punto la infraestructura necesaria para acometer los proyectos sefialados en
nuestras lineas de investigacion. Por ejemplo, se adquirieron dos espectrometros de RMN, un 300 MHz destinado a la
caracterizacion de pequefas moléculas organicas y un 600 MHz con criosonda para el estudio estructural de proteinas y
complejos proteina/ligando. La criosonda permitira el anélisis de proteinas con baja solubilidad o la realizacion de experimentos
en un periodo de tiempo mucho més corto que el empleado hasta ahora. Esto es muy importante en nuestro campo de estudio,
la caracterizacién estructural de proteinas humanas implicadas en diversas patologias. En muchos de estos casos, la RMN
ofrece una alternativa seria y competitiva frente a otras técnicas estructurales, ya que permite la determinacién de la estructura
de proteinas en soluciones acuosas, que son por su naturaleza, mucho mas cercanas al entorno fisiol6gico real. Por otra parte,
la espectroscopia de RMN es capaz de detectar estructuras secundarias residuales en proteinas, que es un fenémeno muy
com(n en proteinas implicadas en sefalizacion celular, donde la plasticidad estructural juega un papel determinante en la
versatilidad de las interacciones.

En este sentido, hemos iniciado los primeros contactos con el grupo del doctor Luis M. Quirés, del Instituto Universitario de
Oncologia del Principado de Asturias, para la caracterizacion estructural de la enzima heparanasa, que es capaz de degradar
especificamente uno de los componentes de la matriz extracelular, el heparan sulfato, estando esta actividad asociada con
el potencial metastatico de las células tumorales. Los niveles de expresion de la heparanasa se incrementan de manera
significativa en numerosos procesos cancerosos, tal como se ha descrito en melanomas, tumores de mama, colon, pulmén,
préstata, higado, vejiga, intestino, ovario o pancreas, entre otros. Existe una correlacion entre niveles de expresion y grado
de malignidad tumoral, y en casos como el del cancer pancreético, la supervivencia del paciente se correlaciona significativamente
con los niveles de expresion de la heparanasa. Ademas, se ha observado que el suero de pacientes y animales portadores
de tumores metastaticos muestra altos niveles del enzima, apareciendo incluso en orina en casos de enfermedades metastaticas
agresivas. La implicacién de la heparanasa en la progresion cancerosa la hace aparecer como una diana de primer orden en
tratamientos antitumorales, especialmente interesante ya que se trata de un enzima Gnico, en contraste con las miltiples
proteasas implicadas en los mismos fenémenos. El desarrollo de inhibidores de este enzima es objeto de un estudio intenso
y al menos uno de ellos, el PI-88 (sulfato de fosfomano-pentaosa), esta actualmente en fase Il de ensayos clinicos. La utilidad
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LA ESPECTROSCOPIA DE RMN ES CAPAZ DE DETECTAR ESTRUCTURAS SECUNDARIAS

practica de la heparanasa, especialmente en lo relativo al
disefio de inhibidores para tratamiento tumoral, ha tenido
hasta el presente una limitacion muy importante debido al
desconocimiento de la estructura tridimensional del enzima.

Cabe destacar también la acreditacion del CIPF como Centro
de Referencia Nacional de Aplicaciones Clinicas de RMN. Este
acuerdo, de tres afnos de duracion, se ha establecido en
colaboracién con la empresa Bruker y esta destinado al
desarrollo de nuevas aplicaciones clinicas de la RMN en la
detecciéon de enfermedades metabdlicas en neonatos.
Asimismo, se intentara explotar el perfil metabélico de distintas
poblaciones, en la deteccién de otras alteraciones metabdlicas
que permitan su seguimiento mediante RMN.

RESIDUALES EN PROTEINAS

Jefe de Laboratorio:

Antonio Pineda Lucena

Investigador:

Rodrigo J. Carbajo Martinez

Técnicos:
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Ana M2 Fernandez Escamilla
David Pantoja Uceda



LINEAS DE INVESTIGACION:

- Estudio de la interaccién entre biomoléculas y pequefios ligandos mediante métodos espectroscopicos y computacionales.
Determinacion de modos de interaccion y calculo de energias de unidén. Selecciéon de moléculas mediante cribado
virtual. Cribado de fragmentos mediante espectroscopia de RMN.

- Estudio de la estructura y dindmica de acidos nucleicos y complejos acido nucleico-proteina mediante espectroscopia
de resonancia magnética nuclear (RMN).

- Andlisis tedrico y racionalizacién de las estructuras, movimientos y modos de interaccién observados experimentalmente
mediante simulaciones de dinamica molecular y otros métodos computacionales.

DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD INVESTIGADORA

Durante la mayor parte del afio 2004 la actividad cientifica del responsable del laboratorio se desarrollé en la empresa
farmaceutica Medivir UK Ltd., centrada en el disefio de inhibidores de diversas proteasas, incluyendo catepsinas humanas y
proteasas virales. Para ello se emplearon métodos computacionales de cribado virtual, prediccion de energia libre de union,
disefio de quimiotecas, y analisis de la relacion entre estructura quimica y propiedades farmacocinéticas (ADME).

Ademas, también se finaliz6 un estudio sobre la dindmica del ADN de doble hélice, aprovechando movimientos de rotacién
detectados en los anillos intercalados del agente antitumoral elinafide mediante RMN (Gallego, 2004). Los movimientos del
ADN vy otros biopolimeros en la escala de tiempo de milisegundos estan pobremente caracterizados, pero desempefan un
papel primordial en el reconocimiento del mismo por proteinas y pequefios ligandos.
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Los movimieNTOs DEL ADN Y OTROS
BIOPOLIMEROS EN LA ESCALA DE TIEMPO

DE MILISEGUNDOS ESTAN POBREMENTE
El trabajo del laboratorio se va a centrar a partir de ahora en
la aplicacién de métodos computacionales para el desarrollo
de farmacos, en colaboracién con otros grupos del CIPF, y en
el anélisis, mediante espectroscopia de RMN, de la estructura

CARACTERIZADOS, PERO DESEMPENAN UN

PAPEL PRIMORDIAL EN EL

de &cidos nucleicos y sus interacciones con proteinas y RECONOCIMIENTO DEL MISMO POR
farmacos. En particular, se estudiaran motivos de ARN , _
involucrados en procesos de regulacion genética, como las PROTEINAS Y PEQUENOS LIGANDOS.

regiones 37 no traducidas del ARN mensajero del protozoo
typanosoma cruzi o la sefial de empaquetamiento del ARN
del virus HIV-1.

Jefe de Laboratorio: '|r I E—
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LINEAS DE INVESTIGACION:

-Participacion de la fosfatasa supresora de tumores, PTEN, en la regulacién del crecimiento celular.
-Regulacion de las rutas de sefializacion de las MAP quinasas mediante proteinas fosfatasas de tirosinas.

DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD INVESTIGADORA

La investigacion desarrollada en el laboratorio de Biologia Molecular del Cancer esta dirigida al estudio, desde el punto
de vista molecular, de la regulacion del crecimiento, la diferenciacién y la transformacion celular por medio de proteinas
quinasas y fosfatasas, y su posible participacion en la generacion de tumores. En particular, estamos estudiando: a/ la
participacion de la fosfatasa supresora de tumores PTEN en la transformacion celular, y b/ la regulacion de la ruta de
sefalizacion de las MAP quinasas, activada por el producto del oncogén Ras, mediante proteinas fosfatasas y quinasas.

Participacion de la fosfatasa supresora de tumores, PTEN, en la regulacion del crecimiento celular. PTEN es una molécula
supresora de tumores con actividad enzimatica lipido- y protein-fosfatasa. Un elevado nimero de tumores, entre los que
se incluyen glioblastomas, neuroblastomas, linfomas, diversos carcinomas y melanomas, presentan anomalias en el gen
PTEN; por ello, en la actualidad se considera a PTEN, junto con p53, uno de los supresores tumorales de mayor relevancia
clinica. La actividad biolégica de PTEN se manifiesta mediante la desfosforilacion de fosfolipidos sefializadores, que se
encargan de activar la via de supervivencia de la proteina quinasa oncogénica PKB/Akt, asi como mediante la desfosforilacion
de proteinas especificas.

Nuestro laboratorio ha obtenido y caracterizado, inmunoquimica y funcionalmente, un panel de anticuerpos monoclonales
(AcM) frente a distintos epitopos de PTEN, los cuales pueden tener utilidad en el diagnéstico clinico de pacientes con cancer,
asi como servir de herramientas para estudiar la funcion de este supresor tumoral. El uso de estos AcM nos ha permitido
estudiar la asociacién de PTEN con proteinas reguladoras y su degradacion proteolitica por la proteasa efectora de apoptosis,
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LA INVESTIGACION DESARROLLADA EN EL LABORATORIO DE BiorLogfa
MOLECULAR DEL CANCER ESTA DIRIGIDA AL ESTUDIO, DESDE EL PUNTO DE
VISTA MOLECULAR, DE LA REGULACION DEL CRECIMIENTO, LA DIFERENCIACION

Y LA TRANSFORMACION CELULAR POR MEDIO DE PROTEfNAS QUINASAS Y

FOSFATASAS, Y SU POSIBLE PARTICIPACION EN LA GENERACION DE TUMORES.

caspasa 3 (Andrés Pons et al., en prensa). Ademas, estamos
analizando las consecuencias bioldgicas de las mutaciones
encontradas en el gen PTEN en tumores humanos. De especial
interés son las mutaciones encontradas en la linea germinal
de pacientes con sindromes de hamartomas tumorales
hereditarios asociados a disfunciones en PTEN. La
identificacion y caracterizacion funcional de este tipo de
mutaciones es de gran importancia clinica para el seguimiento
familiar de la enfermedad y el consejo genético, asi como para
entender los mecanismos moleculares responsables de la
misma. En este contexto, estamos estudiando los mecanismos
moleculares mediante los cuales las células regulan la funcion
de PTEN durante su crecimiento y/o adaptacién a las
condiciones del entorno. En la actualidad, nuestro trabajo
aborda el estudio de la asociaciéon de PTEN a proteinas
reguladoras con dominios PDZ y el estudio de los mecanismos
moleculares y celulares que regulan la distribucién de PTEN

entre el citoplasma y el nlcleo de la célula. Nuestra hip6tesis
es que tales procesos podrian regular la funcién biol6gica de
PTEN durante las respuestas celulares a estimulos de
supervivencia o muerte, permitiendo a las células sobrevivir o
comprometiéndolas a la muerte por apoptosis. El conocimiento
de los mecanismos moleculares que utilizan las células para
regular la actividad biol6gica de PTEN facilitara el desarrollo
de agentes terapelticos que impidan el crecimiento de las
células cancerosas en pacientes aquejados de cancer.

Regulacion de las rutas de seiializacién de las MAP quinasas
mediante proteinas fosfatasas de tirosinas. Las rutas de
sefializacion intracelular que convergen en la activacién de
las MAP quinasas son de enorme importancia para la correcta
regulacion del crecimiento celular. De hecho, alteraciones de
las proteinas que integran estas rutas pueden conferir a las
células un fenotipo transformado. La transmisi6n de las sefiales
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en dichas rutas se ejecuta, principalmente, mediante la
fosforilacion secuencial de sus componentes, hasta llegar a
las moléculas efectoras, las MAP quinasas, las cuales disparan
la respuesta celular que conducira a la proliferacion,
diferenciacion o muerte de la célula. En nuestro laboratorio,
estamos investigando la participacion de proteinas fosfatasas
de tirosinas de la familia PTP-SL (PTP-SL, STEP y HePTP), y de
fosfatasas de tirosinas/serinas/treoninas de la familia DUSP,
en la regulacion de la funcién bioldgica de las MAP quinasas.

PTP-SL, STEP y HePTP se asocian con las MAP quinasas ERK1/2
y p38alpha por medio de un motivo de interaccion (KIM)
localizado en la porcidn no catalitica de estas fosfatasas. El
reconocimiento de ERK1/2 y p38alpha a través del KIM confiere
especificidad a las mencionadas fosfatasas para la retencién
de estas quinasas en el citoplasma, en su forma inactiva.

Jefe de Laboratorio:

Rafael Pulido

Investigadores:

Miguel Valiente
Anabel Gil
Céline Tarrega

Becarios Posdoctorales:

Rocio Cejudo

Becarios Predoctorales:

Juanjo Mufioz
Pablo Rios
Amparo Andrés
Carlos Roma

Técnicos:

Isabel Rogla
Beatriz Gomar
Elena Fernandez

Mediante el uso de proteinas recombinantes de PTP-SL, hemos
desarrollado protocolos experimentales para estudiar la
actividad de las MAP quinasas y su regulacién por proteinas
fosfatasas de tirosinas (Pulido et al., 2004; Torres et al., 2004).
Estamos caracterizando comparativamente, desde el punto
de vista molecular, la asociacion entre las MAP quinasas y
sus proteinas efectoras, entre las que se incluyen fosfatasas
inactivadoras (PTP-SL, STEP, MKP3, MKP4) y quinasas
activadoras (MEK1). Asimismo, estamos investigando la funcion
de nuevas proteinas fosfatasas de la familia DUSP en la
regulacion del crecimiento y la diferenciacion celular. Nuestra
hipétesis de trabajo es que la interferencia especifica en las
funciones de las fosfatasas de las MAP quinasas, podria ser
utilizada como un mecanismo terapedtico para controlar la
incorrecta regulacion del crecimiento celular durante el
desarrollo de un tumor.



LINEAS DE INVESTIGACION:

- Funcién de AlB1 en la proliferacion celular y en el desarrollo tumoral.
DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD INVESTIGADORA

1. Andlisis fenotipico de ratones transgénicos que sobreexpresan AlB1 en la mama. Mediante PCR en tiempo real hemos
comparado los niveles de expresion de AlB1 y del gen ort6logo en el raton, p/CIP. En lineas de ratones que sobreexpresan
7,5 veces mas, se desarrollan tumores a partir de los diez meses de edad. En otras lineas de ratones con menor expresion
del transgén la incidencia es menor y el tiempo de aparicion de tumores mayor. Hemos concluido que, dependiendo del grado
de expresion, la sobreexpresion de AlB1 es suficiente para desarrollar tumores. Las glandulas mamarias de los ratones
transgénicos son un 30% mayores que las de los silvestres y muestran hiperplasia epitelial a partir de la pubertad, asi como
una acelerada diferenciacién de la glandula mamaria durante el embarazo. Por contra, el proceso de involuci6n esta fuertemente
disminuido. Los niveles circulantes de hormonas GH, PRL y LH son comparables a los animales control, lo que excluye la
posibilidad de que la hiperplasia sea consecuencia de alteraciones en los niveles de las hormonas reproductoras. Hemos
generado ratones transgénicos que sobreexpresan el receptor de estrégenos (ERk) en la mama. En la actualidad estamos
caracterizando estas nuevas lineas de animales transgénicos. El objetivo es obtener dobles transgénicos con los de AlB1y
analizar si existe una cooperacion en la hiperplasia y produccion de tumores, en cuyo caso estudiarifamos en este nuevo
modelo animal la eficacia de la quimioterapia con antiestrogénicos (tamoxifeno). Adicionalmente estamos infectando cultivos
primarios de epitelio mamario con retrovirus conteniendo c-myc, H-v-ras, ERk o Her2/neu. Tras una breve seleccién con
puromicina, el objetivo es volverlos a implantar en el raton y determinar la tumorogenicidad de los mismos.

2. Analisis diferencial de la expresion de genes inducida por AIB1 mediante microarrays. Hemos analizado la expresion diferencial
de genes inducida por la sobrexpresion en AIB1 mediante tecnologia de microarrays. Nuestros estudios se han centrado
inicialmente en la sefializacion por IGF-I. IGF-| esta sobrerregulado en las mamas de los animales transgénicos, tanto a nivel de
RNA como de proteina. Resulta curioso que ratones deficientes en p/CIP poseen muy bajos niveles circulantes de IGF-I. Ademas,
hemos encontrado que las mamas de los animales transgénicos poseen una mayor activacion en la ruta de IGF-I:
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Fig.1 Nuclearizacion de AlB1 en Células Proliferativas del Epitelio Mamario

IGF-IR, Akt, mTOR, GSK3b. Creemos que estos resultados
explican, al menos en parte, el fenotipo de hiperplasia
observado. E-cadherina es también otro importante gen que
esta también siendo regulado positivamente, presuntamente
consecuencia de la represion sobre Snail. Actualmente estamos
verificando esta hipétesis de trabajo. FGFR2 esta también
sobreexpresado, aunque a nivel de proteina las diferencias
son mas suaves. Otros genes cuya variacion por los microarrays
parecia evidente, han resultado sin embargo ser falsos
positivos.

3. Implicacion de AIB1 en el ciclo celular. Mediante
transfecciones transientes en células COS asi como en cultivos
estables e infecciones adenoviricas para sobreexpresar
ectépicamente AIB1 hemos visto que se produce una
importante disminucion de la poblacion celular en la fase

Go/G1 del ciclo celular (en torno a un 15%) y el correspondiente
desplazamiento hacia G2/M. En este sentido, el grupo de
Chen ha publicado este Junio uno de los mecanismos
moleculares que explican c6mo AlB1 es capaz de promover el
ciclo celular coactivando a E2F (Louie et al. MolCellBiol.,
2004). Resulta interesante que AIB1 es un coactivador
transcripcional mas general y no s6lo de receptores nucleares.
Ademas, hemos encontrado que existe una especifica
distribucién subcelular de AIB1, dependiendo de la fase del
ciclo celular. En células no cancerosas que estan en el estadio
Go del ciclo celular, AIB1 se localiza en el citosol y se internaliza
en el ndcleo al pasar por la fase S (fig. 1). En células cancerosas
(pulmon, cervix, mama) la situacién es mas compleja. Hay
lineas celulares en las que AIB1 es mayoritariamente
citopldsmico (Hela, H1299) mientras que en otras es
mayoritariamente nuclear (MCF-7, BT474, MDA-MB-468),
(fig. 2). Tanto en células en que predomina en el citoplasma
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Fig.2 Distribucion subcelular de AlB1 en lineas de cancery su degradacion nuclear
por el proteosoma



DEPENDIENDO DEL GRADO DE EXPRESION, LA

SOBREEXPRESION DE AIB1 ES SUFICIENTE PARA

DESARROLLAR TUMORES

(HeLa) como en las que predomina en el nicleo (MCF-7), al
bloguear en Go mediante tratamiento con ciclosporina A, AIB1
es mayoritariamente citosélico. A lo largo de G1y S, AlB1 se
internaliza en el ndcleo y al llegar a G2/M empieza a
desaparecer del mismo. AIB1 se ubiquitiniza y se degrada por
el proteosoma. Hemos encontrado que el extremo
carboxiterminal de AIB1 esta implicado en la interaccién con
E6-AP y/o en la ubiquitinacién. Empleando inhibidores del

proteasoma, hemos encontrado que AIB1 se acumula en el
ndcleo en todas las lineas celulares empleadas, lo que sugiere
que su degradacion ocurre en el nicleo. Finalmente hemos
encontrado que AlB1 interacciona con la ubiquitina ligasa E6-
AP, la cual ubiquitiniza a p53 en presencia de E6. Curiosamente,
AlB1 predominantemente citosélico ocurre en lineas celulares
que practicamente no expresan ps53. En la actualidad estamos
intentando dar una explicacion molecular a estas observaciones.
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LINEAS DE INVESTIGACION:

- Bases moleculares de las alteraciones neurolégicas en hiperamonemia y encefalopatia hepatica.

- Degeneracion neuronal. Mecanismo molecular de la neurotoxicidad del glutamato. Mecanismos de prevencion. Desarrollo
y ensayo de agentes neuroprotectores.

- Efectos sobre el desarrollo cerebral de agentes neurotéxicos ambientales y en los alimentos.

DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD INVESTIGADORA

El laboratorio estudia las bases moleculares de las alteraciones neurolégicas presentes en pacientes con enfermedades
hepaticas (cirrosis, hepatitis, etcétera) asi como los mecanismos por los que el fallo hepatico agudo conduce a la muerte. EL
objetivo de estos estudios consiste en, una vez identificados los mecanismos responsables de las alteraciones neurolégicas
y de la muerte, disefiar nuevos agentes y tratamientos que prevengan la muerte o reviertan las alteraciones neurolégicas.

Las alteraciones neuroldgicas en enfermedades hepaticas se deben esencialmente al aumento de los niveles de amonio
(hiperamonemia). En condiciones normales, el amonio se elimina en el higado, pero cuando éste falla, la eliminacion del
amonio no se produce adecuadamente, con lo que los niveles de amonio en cerebro aumentan, alterando la funcién cerebral
y conduciendo a las alteraciones neurolégicas y, cuando los niveles son muy altos, al comay a la muerte.

El laboratorio se centra el estudio de los mecanismos responsables de las tres alteraciones neurolégicas que mas afectan a
la calidad de vida de estos pacientes con encefalopatia hepatica: la disminucion de la capacidad intelectual y cognitiva, las
alteraciones en la coordinacion motora y en los ritmos de suefio y vigilia. Estudiamos en modelos animales de fallo hepatico
y de hiperamonemia crénicos los mecanismos moleculares por los que estas situaciones alteran la funcion cerebral y conducen
a alteraciones en la capacidad de aprendizaje, la coordinacién motora y los ritmos circadianos de los animales.
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LAS ALTERACIONES NEUROLOGICAS EN ENFERMEDADES HEPATICAS SE DEBEN

ESENCIALMENTE AL AUMENTO DE LOS NIVELES DE AMONIO.

Las neuronas para comunicarse entre si en el cerebro liberan
neurotransmisores que son reconocidos por receptores
especificos situados en la neurona que recibe el mensaje. El
principal neurotransmisor en cerebro es el glutamato. Nos
centramos esencialmente en la identificacion de alteraciones
anivel molecular en vias de transduccién de sefiales asociadas
a la activacion en neuronas de receptores de glutamato en
distintas areas cerebrales en los modelos animales y en coémo
dichas alteraciones contribuyen a alterar procesos cerebrales
como el aprendizaje, la coordinacién motora o el control del
suefio. Una vez identificada la alteracion molecular responsable
de la alteracién neurolégica, intentamos recuperar la funcién
cerebral normal mediante tratamientos farmacolégicos que
corrijan la alteracién molecular encontrada.

De este modo hemos conseguido averiguar el mecanismo
responsable de la disminucion de la capacidad de aprendizaje
en ratas con fallo hepatico. La activacién de algunos receptores
de glutamato conduce a un aumento de la formacién de 6xido
nitrico en las neuronas. Este 6xido nitrico activa la guanilato
ciclasa soluble que forma GMP ciclico, que participa en los
procesos de aprendizaje. En cerebro de ratas con fallo hepatico

la activacion de la guanilato ciclasa por 6xido nitrico esta
disminuida y esto hace que aprendan menos. Hemos
conseguido recuperar la capacidad de aprendizaje de estas
ratas aumentando los niveles de GMP ciclico en cerebro
mediante tres tratamientos farmacolégicos distintos.

Hemos comprobado que en cerebro de pacientes fallecidos
con encefalopatia hepatica también esta disminuida la
activacion de la guanilato ciclasa soluble por 6xido nitrico.
Esta podria ser la causa de la disminucién de su capacidad
intelectual. Posiblemente tratamientos similares a los aplicados
en los modelos animales podrian mejorar la capacidad
intelectual de estos pacientes. Vamos a estudiar esta
posibilidad en colaboracién con grupos clinicos de los
Hospitales de la Red Espafiola de Encefalopatia Hepatica,
coordinada por el director del laboratorio de Neurobiologia.

En paralelo con estos estudios, el laboratorio desarrolla otras
lineas de investigacién sobre los mecanismos por los que la
activacion excesiva de receptores de glutamato conduce a la
degeneracion neuronal en situaciones como la isquemia
cerebral y algunas enfermedades neurodegenerativas. En
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base a los estudios realizados, hemos desarrollado una nueva
familia de agentes neuroprotectores que previenen la
degeneracién neuronal en modelos de isquemia cerebral en
rata. Se estd estudiando la posible utilidad de estos
compuestos para el tratamiento o la prevencién de la
degeneracion neuronal en humanos.

Otra linea a la que el laboratorio dedica gran atencién, en el
marco de proyectos europeos en colaboracién con grupos de
distintos paises, es la investigacion de los posibles efectos
sobre el desarrollo cerebral de agentes neurotéxicos presentes
en el medio ambiente y en los alimentos, como el mercurio o
los PCBs (bifenilos policlrorados). Hemos comprobado en
modelos animales que la ingestion de alimentos conteniendo
dichas sustancias por ratas hembras conduce, cuando las
crias de dichas ratas son adultas, a una disminucién de su
capacidad de aprendizaje y a otras alteraciones cerebrales.
Estamos estudiando los mecanismos implicados y si la
exposicién a mezclas de dichas sustancias toxicas presentes
en algunos alimentos y en el medio ambiente puede
aumentar las alteraciones cerebrales producidas por las
mismas a largo plazo.



LINEAS DE INVESTIGACION:

- Prolina-oligopeptidasas como dianas para el desarrollo de farmacos, fisiologia y bioquimica.

- Efectos de la carencia de la Catecol O-metilo transferasa en ratones transgénicos, modelo de terapia en enfermedad de
Parkinson.

- Estructura y Bioguimica de la Proteina cinasa C-

DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD INVESTIGADORA

Prolina-oligopeptidasas. La prolina-oligopeptidasa (POP) es un enzima que hidroliza péptidos cortos. Aun cuando ésta se
expresa en todos los tejidos, es relevante en el sistema nervioso central, pues un nimero de péptidos neuroactivos son sus
sustratos. La actividad de POP esta implicada en procesos y desérdenes del sistema nervioso como lo son la enfermedad de
Alzheimer, depresion, desorden bipolar y deficiencias cognitivas. Una de los enzimas encargados de esta actividad, la POP
citoplasmica, ha sido clonada, secuenciada y caracterizada catalitica y estructuralmente. Aun mas, inhibidores de este enzima
estimulan la memoria y algunos se ellos se encuentran en fase clinica en su desarrollo como farmacos. No obstante, la
relevancia fisiolégica de esta proteina no ha sido determinada, ni tampoco se han investigado los procesos mediante los
cuales este enzima pueda estar regulado. Adicionalmente, hay indicaciones de la existencia de al menos dos otras proteinas
diferentes que poseen similar actividad y que no han sido identificadas definitivamente: la POP asociada a suero sanguineo
y la POP asociada a membranas. La investigacion en el laboratorio esta encaminada al estudio de relevancia biolégica de la
POP citoplasmica por medio de la generacion de ratones transgénicos en los que se inactive, condicionalmente, el gen de esta
proteina, con los objetivos generales de determinar la viabilidad de animales con el gen de la POP suprimido; determinar los
efectos de la supresion de la POP, a diferentes edades, en el desarrollo del animal y en su capacidad reproductiva; determinar
los niveles de neuropéptidos seguidos de la supresion del gen; y determinar los niveles de actividad de POP en diferentes
tejidos seguidos de la supresion

Por otro lado, se tienen antecedentes de que el enzima citoplasmica pueda estar regulado por mecanismos oxidativos o por
oxido nitroso (NO). Para lo cual la investigacion se centra en el estudio de la generacion de mutantes sitio-especificas y la
medicion de la actividad, de estas mutantes, y sus posibles implicaciones en la formacién de puentes de azufre o de reactividad
hacia NO. Adicionalmente, la identificacion de las proteinas con actividad de POP asociadas a suero sanguineo y a membrana
es de interés en el laboratorio.

La investigacion contribuira al avance del conocimiento del metabolismo de neuropéptidos asi como en el descubrimiento
de blancos de drogas encaminadas al tratamiento de diversas aflicciones nerviosas.
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LA PROLINA-OLIGOPEPTIDASA (POP) ES UN ENZIMA QUE

Catecol O-metilo transferasa. La caracteristica principal en la
enfermedad de Parkinson es la degeneracion progresiva y
especifica de neuronas dopaminérgicas en el cerebro, lo que
reduce los niveles del neurotransmisor dopamina produciendo
los sintomas motores tipicos de la enfermedad. Por otro lado,
la principal estrategia en la terapia es el de tratar de rellenar
las pozas de dopamina cerebral suministrando L-DOPA, un
precursor de dopamina, asi como también el de disminuir la
degradacion enddgena del neurotransmisor, inhibiendo las
enzimas de su catabolismo. Una de las enzimas principales
en este proceso es la catecol-O-metilo transferasa, COMT, que
es diana de farmacos terapéuticos. Su inhibicién aumenta
considerablemente los niveles de dopamina en los fluidos
biolégicos. Sin embargo, todavia es de polémica el papel de
COMT en el cerebro. Ciertamente la enzima toma parte en el
metabolismo de neurotransmisores de catecol amina, como
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HIDROLIZA PEPTIDOS CORTOS.

dopamina y noradrenalina, sin embargo datos preliminares
del estudio de ratones genéticamente suprimidos en COMT,
y la incidencia de enfermedades del sistema nervioso central
relacionadas con polimorfismos en la enzima, indican que la
importancia de ésta se subestima. Adicionalmente, COMT se
expresa, del mismo gen, en dos formas, una membranal y otra
citoplasmica con diferentes propiedades cinéticas. La
relevancia de este hecho no ha sido dilucidada. A este respecto,
los estudios estan encaminados al analisis proteémico y
geondmico de varias cepas de ratones genéticamente
suprimidos en COMT para establecer los cambios en expresion
de otras proteinas como resultado de la supresién de COMT.
Entre estas cepas se encuentran la que se presenta la
supresion, condicionada a un inductor, de la COMT membranal,
y la que se suprime la COMT citoplasmica.




LINEAS DE INVESTIGACION:

- Etanol, células madre neurales y alteraciones del desarrollo del sistema nervioso central.
- Muerte celular inducida por el etanol y sus mecanismos.
- Mecanismos inflamatorios en la patogénesis del dafio alcohélico

DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD INVESTIGADORA

Etanol, células madre neurales y alteraciones del desarrollo del sistema nervioso central. La exposicion in utero al etanol
afecta distintos estadios del desarrollo de cerebro, como la migracion neuronal, neurogenesis y astrogliogenesis. Nuestros
resultados previos demuestran que la embriogénesis es un periodo critico de la accion del alcohol sobre el desarrollo de
cerebro, ya que altera a la glia radial (GR) causando disfunciones en la migracién neuronal y en la astrogliogenesis. Estudios
recientes indican que la GR es una célula tronal neural y puede generar tanto neuronas como astrocitos. Estamos evaluando
los efectos del etanol, tanto sobre la GR como de su potencial para generar neuronas y células gliales. Para ello, hemos
utilizamos cultivos primarios de GR, a partir de cerebros de embriones de rata de 12 dias y técnicas de inmunofluorescencia,
usando marcadores de diferentes tipos celulares. Demostramos que la GR en cultivo forma inicialmente agregados o neurosferas
que contienen GR (nestina, NT+) y neuronas inmaduras (TUJ-1+). Posteriormente la GR (NT+) va generando neuronas (MAP-
2+) y astrocitos (GFAP+). Cuando la GR se aisla de embriones expuestos al alcohol, observamos alteraciones en su morfologia,
reduccion de la tasa de proliferacion de la GR en cultivo (incorporacion de BrdU), disminucién en el numero de clones que
contienen neuronas (TUJ-1+, MAP-2+) (Fig.1) y astrocitos (GFAP+), y reduccion en la expresion (proteina y ARNm) de TUJ-1y
GFAP. Estamos analizando el posible efecto del etanol en la expresion de PAX-6 y Notch y sus vias de transduccién, que parecen
determinar la generacion de neuronas o astrocitos, respectivamente, a partir de la GR. Nuestros resultados indican que el
etanol podria afectar a la GR, y este efecto podria subyacer tanto a las alteraciones en la migraciéon como a la reduccion en
la neurogénesis y astrogliogenesis que se observan en el sindrome alcohélico fetal.
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Muerte celular inducida por el etanol y sus mecanismos. La
segunda linea de investigacion tiene como objetivo analizar
los mecanismos por los que el etanol induce muerte celular.
Las células astrogliales son una importante diana de la toxicidad
del etanol durante el desarrollo del sistema nervioso central.
Estudios previos de nuestro laboratorio indican que el etanol
induce una reorganizacion del citoesqueleto (CSK) de actina
y de las adhesiones focales en astrocitos en cultivo, cambios
similares a los que se observan en el inicio de la apoptosis.

BLEBBING (MIOSINA)

Fig.1 Andlisis de la composici6n de clones obtenidos de células madre neurales:
efecto de la exposicion prenatal al etanol (PEE).
Fig.2 El etanolinduce alteraciones que conducen a la muerte por anoikis en astrositos.

Se sabe que las proteinas Rho GTPasas estan implicadas en
la organizacion del CSK de actina y en la apoptosis, por lo
que decidimos analizar si el etanol era capaz de inducir
apoptosis en astrocitos, y si la via de sefializacion de
RhoA/ROCK/MLC esta implicada en los cambios morfoldgicos
asociados a la apoptosis (anillo de actina/miosina, blebbing
y condensacion de cromatina). Nuestros resultados indican
que el etanol induce apoptosis en astrocitos, como lo
demuestran los analisis mediante citometria de flujo (@aumento
en la poblacién sub-Go/G1) y actividad caspasa-3. Estudios
mediante inmunofluorescencia demostran que el etanol
induce cambios similares a los que se observan en el proceso
de anoikis en astrocitos(reorganizacion periferica de la
actina/miosinay de las adhesiones focales, contraccion celular,
blebbing de la membrana y condensacion de la cromatina)
(Fig. 2), lo que sugire una muerte por anoikis o apoptosis por
pérdida de adhesion al sustrato. Demostramos que un aumento
en la expresion tanto de RhoA como de su efector ROCK,
producen blebbing y condensacién de la cromatina, y que el
etanol activa a ROCK e induce fosforilacion de la MLC (cadena
ligera de la miosina). Estos hallazgos sugieren la participacion
de la via RhoA/ROCK/MLC en la muerte por anoikis inducida
por el etanol. Mediante inhibidores de esta via de sefializacion,
estamos tratando de bloquear la muerte por anokis inducida
por el etanol en astrocitos.

FRAGMENTACION NUCLEAR
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LA EXPOSICION IN UTERO AL ETANOL AFECTA DISTINTOS ESTADIOS DEL

DESARROLLO DE CEREBRO, COMO LA MIGRACION NEURONAL, NEUROGENESIS

Y ASTROGLIOGENESIS.

Mecanismos inflamatorios en la patogénesis del daiio
alcohélico. Hemos demostrado que el etanol es capaz de
activar mecanismos de inflamacién en higado y en cerebro,
estimulando la liberacion de citoquinas inflamatorias (IL-1y
TNF-x) y la respuesta asociada a dichas citoquinas y a la
endotoxina LPS. Estas respuestas incluyen la activacion de
vias de transduccién (ERK, JNK, p-38), del factor de
transcripcion NF-xB asi como de la induccién de genes de
respuesta rapida (iNOS, COX-2, PGE2) implicados en la
inflamacidn. Resultados obtenidos en células gliales en cultivo
indican que el etanol genera una respuesta inflamatoria
similar a la que provoca la exposiciéon de IL-1 y LPS,
desencadenando una rapida fosforilacion de las quinasas

IRAK, ERK, JNK'y p-38. Al mismo tiempo, se observa un aumento
en la expresion de iNOS, COX-2 y una activacion de los factores
de transcripcion NF-kBy AP-1. La inhibici6n de la activacién
de NFkB bloquea el efecto del etanol sobre la expresion de
iNOS, COX-2, indicando su participacion en estos procesos.
Resultados recientes indican, ademas, que los receptores
membrana IL-1R y TLR-4 pueden estar implicados en estas
respuestas, ya que el bloqueo de estos receptores con
anticuerpos especificos, se suprime la activacion de las vias
de sefializacion y de los factores de transcripcién asociados a
la respuesta inflamatoria inducida por el etanol. Estos hallazgos
sugieren que los receptores IL-1R y TLR-4 pueden ser una diana
del efecto del etanol en la induccién del dafio inflamatorio.
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LINEAS DE INVESTIGACION:

- Bases de la Esclerosis Mdltiple.

DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD INVESTIGADORA

La esclerosis mdltiple (EM) es una enfermedad humana, inflamatoria, desmielinizante y de caracter autoinmune, cuya patologia
deriva del dafio axonal producido en el SNC. Afecta fundamentalmente a personas jovenes, mayoritariamente mujeres, siendo
la segunda causa de discapacidad en el adulto joven, detras sélo de los accidentes de tréfico. Se trata de una enfermedad
compleja, de etiologia multifactorial sumamente desconocida. Su patologia también es heterogénea y clinicamente dificil de
diagnosticar, de predecir y de tratar.

Las lesiones se caracterizan por la presencia de infiltrados de células inflamatorias perivasculares asociados con el proceso
de desmielinizacion y la aparicion de axones desnudos y transectados. En pacientes jovenes de menos de 30 afios, el curso
clinico transcurre con la aparicion de brotes inflamatorios y déficits neuroldgicos reversibles, consecuencia de las lesiones
producidas en el SNC, seguidos de recuperacion y periodos variables de remision (forma RR). Con el tiempo, estos pacientes
entran en una fase progresiva de degeneracion (forma SP). Otros pacientes que normalmente inician mas tarde la enfermedad,
entran directamente en la fase progresiva de la misma (forma PP).

La forma RR mas inflamatoria es sensible a la inmunosupresion, pero esta respuesta a la inmunoterapia disminuye a lo largo
de la progresion y practicamente desaparece en las fases mas avanzadas de las formas SP y PP. El proceso reversible esta
relacionado con la capacidad de los oligodendrocitos para remielinizar los axones dafados y el deterioro clinico se relaciona
con el nimero de lesiones en que la desmielinizacion persiste debido a que este proceso remielinizante no tiene lugar. Se ha
demostrado recientemente que es la neurona y mas concretamente el axon, a través de factores axonales, quien controla el
proceso por el cual el oligodendrocito lo envuelve formando las diversas capas de mielina a su alrededor para asegurar la
rapida conduccidn de los impulsos nerviosos.

Debido a la implicacién del axén sobre la produccion de la discapacidad neurolégica, el principal interés de nuestro grupo se
centra en los mecanismos relacionados con los procesos de dano neuronal y afectacién axonal que tienen lugar en la EM. Por
ese motivo y en estrecha colaboracion con las unidades de EM de los departamentos de Neurologia de los hospitales Clinico
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LA EscLEROSIS MULTIPLE (EM) Es uNa
ENFERMEDAD HUMANA, INFLAMATORIA,
DESMIELINIZANTE Y DE CARACTER
AUTOINMUNE, CUYA PATOLOGIA DERIVA
DEL DARNO AXONAL PRODUCIDO EN EL

SNC.

Universitario y La Fe de Valencia, nuestro trabajo esta
planteado hacia la consecucién de los siguientes objetivos:

- Estudiar los factores neurotéxicos existentes en el suero
y liquido cefalorraquideo (LCR) de los pacientes afectados
de EM.

- Estudiar los mecanismos mediante los cuales se produce
la afectacion neuronal, mediante el uso de neuronas en
cultivo. Blisqueda de dianas celulares.

- Correlacionar el grado de afectacién clinica de los
pacientes con la capacidad neurotdxica de su suero y/o
LCR, para analizar si dicha capacidad neurotéxica in vitro
esta relacionada con el efecto patolégico in vivo.

- Buscar los marcadores en liquidos organicos que nos
permitan determinar in vivo los fenémenos de destruccién
neuronal y, por tanto, la evolucién de la enfermedad.

De acuerdo con este planteamiento, en afios anteriores,
trabajando con cultivos primarios de neuronas granulares de
cerebelo y unalinea continua de neuroblastoma, nuestro grupo
demostro la presencia de factores neurotéxicos en LCR y suero
de los pacientes de EM, asi como parte de su mecanismo de
accion a través de la afectacion de la homeostasis del calcio
y la disminucién del potencial de membrana mitocondrial.
Resultados confirmados recientemente sobre neuronas de
corteza (Fig. 1-A). Esta afectacion mitocondrial conlleva la
disminucion de la sintesis de ATP y desestructuracion del
citoesqueleto, resultando finalmente en la muerte neuronal
(Fig. 1-B)

Los procesos de dafio axonal acompafiados de neurodegene-
racién se caracterizan por la liberacion al medio extracelular
de proteinas de citoesqueleto. Concretamente la subunidad
ligera de la proteina de neurofilamento (NFL), responsable
de la estructuracion axonal, ha sido utilizada como marcadora
de neurodegeneracion en otras enfermedades.

IgG anti-NPL (1L re
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Fig.1 (A-1) Potencial de membrana mitocondrial a través de la incorporacién de
rodamina-123, medida en unidades relativas de o a 4.095, segtin escala adjunta.
(A-2), la misma neurona tras su exposicion a un suero de EM. (B-1) dos neuronas
granulares de cerebelo, marcadas con el indicador vital de calcio fluo-3, fluorescencia
verde. (B-2), las mismas células, tras su exposicion a un suero EM. La muerte
neuronal se manifiesta por la exclusion del fluo-3 y la incorporacién nuclear de
yoduro de propidio, fluorescencia roja.
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Fig.2 Nivel de autoanticuerpos contra NFLen el LCR de pacientes EM (n=37).
Clasificados segtn la forma clinica: RR (n=12), SP (n=15) y PP (n=10), junto a
individuos control neurologicamente sanos (n=14) (A), y clasificados los RRy SPen
fase de brote o remision (B).

Fig.3 Autoanticuerpos presentes en el suero de pacientes EM reconocen proteinas
de células vivas de neuroblastoma N2A en cultivo (A-1) y fijadas (A-2). (B-1) dos
células de neuroblastoma en contraste de fases, muestran el reconocimiento por
los 1gGs del suero de un paciente EM, de proteinas neuronales citoplasmicas y
nucleares (B-2). Dos células similares en contraste de fases (B-3) muestran reaccion
negativa con suero control (B-4). El nivel de reaccion se expresa en unidades relativas
de 0 a 4.095, escala adjunta.

Durante este afio, hemos centrado nuestro trabajo en la
determinacion de NFLy autoanticuerpos contra NFL, en el LCR
de los pacientes EM, clasificados segtn la forma clinicay la
actividad de la enfermedad, entendida esta como brote o
remision y grado de discapacidad, medida a través de la escala
clinica de discapacidad (EDSS). Para ello hemos puesto a
punto los métodos de inmunoensayo por fluorescencia, mas
sensibles que el ELISA. Segln se muestra en la fig. 2, el nivel
de autoanticuerpos IgG anti-NFL aparece aumentado en todas
las formas clinicas (2-A) siendo mas acusado a lo largo del
brote que durante la remisién (2-B). De momento estos
resultados no aportan informacién acerca de si estos IgG anti-
NFL se producen como una respuesta natural ante la aparicion
en LCR de proteina de NFL, o tienen un papel patogénico como
autoanticuerpos en esta enfermedad autoinmune.
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Paralelamente hemos demostrado la presencia en LCR y suero
de EM de autoanticuerpos IgG que reconocen proteinas
antigénicas en las neuronas en cultivo. Como mostramos en
la Fig. 3-A, estos anticuerpos se unen alas membranas de las
neuronas vivas, (3-A-1) y reconocen proteinas intracelulares
en neuronas fijadas (3-A-2). En la Fig. 3-B-1,2, se observa el
reconocimiento por parte de estos I1gGs de proteinas tanto
citoplasmaticas como nucleares, en comparacién con el
resultado negativo correspondiente al LCR procedente de una
persona sana control (Fig. 3-B-3,4).

La presencia de estos autoanticuerpos en el suero puede reflejar
la alteracion de la barrera hematoencefalica que facilita el acceso
de antigenos procedentes del sistema nervioso central hasta
las células inmunocompetentes. Los resultados procedentes de
los diferentes pacientes analizados hasta el momento, muestran
una correlacion entre el nivel de autoanticuerpos contra NFL,
grado de discapacidad y capacidad neurotdxica sobre neuronas
en cultivo, lo que sitla a los autoanticuerpos anti-NFL como
posibles marcadores de actividad y/o progresion de la
discapacidad en EM. Por otro lado, nuestros resultados no
descartan su posible contribucién al dafo axonal y acumulacién
de la discapacidad en esta enfermedad.
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LINEAS DE INVESTIGACION:

- GPBP, una nueva diana terapéutica.

DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD INVESTIGADORA

GPBP es una diana terapéutica en autoinmunidad. Las enfermedades autoinmunes comprenden un vasto conjunto de patologias
mediadas por un ataque inmunolégico contra componentes propios (autoantigenos) como resultado de un fracaso en la
tolerancia inmunolégica. Miltiples evidencias sugieren que alteraciones especificas en la biologia de los autoantigenos
desencadenan y mantienen la respuesta autoinmune. La enfermedad de Goodpasture (GP) es un desorden autoinmune sélo
descrito en humanos que cursa clinicamente como una glomerulonefritis frecuentemente acompanada de hemorragia pulmonar.
Esta enfermedad esta mediada por autoanticuerpos circulantes dirigidos contra la cadena x 3 del colageno IV (antigeno GP).
Nuestros hallazgos indican que el antigeno GP humano es en realidad un conjunto de conformaciones (conférmeros) de una
misma molécula, una capacidad plastica de funcion desconocida que lo hace vulnerable a sufrir alteraciones conformacionales.
El antigeno aislado a partir de rifiones de pacientes GP presenta aberraciones conformacionales que son reconocidas por los
autoanticuerpos sugiriendo que la respuesta autoinmune es una reaccion legitima del sistema inmunitario contra un antigeno
que ha sufrido alteraciones en su conformacion (estructura terciaria). Recientemente hemos identificado y caracterizado una
proteina quinasa atipica (GPBP, goodpasture antigen-binding protein) que se asocia intimamente al antigeno GP, le transfiere
fosfatos y ademas cataliza cambios en su estructura terciaria, sugiriendo que un malfuncionamiento de GPBP podria generar
conformaciones aberrantes y desencadenar la respuesta autoinmune. De acuerdo con estas ideas la expresion de GPBP esta
aumentada en los pacientes GP y GPBP catalizar in vitro la formacion de conférmeros aberrantes caracteristicos de rifilones GP.

La expresion de GPBP también esta aumentada en tejidos humanos que estan sufriendo otros ataques autoinmunes, sugiriendo
que la sobreexpresion de GPBP desempefia un papel en el establecimiento de otras respuestas autoinmunes. Para investigar
esta posibilidad hemos desarrollado compuestos moduladores de GPBP y los hemos utilizado en modelos animales de lupus
renal y esclerodermia. Nuestros estudios indican que los activadores de GPBP promueven de forma eficiente la instauracion
de procesos de fibroesclerosis que caracterizan el estadio final de estas enfermedades mientras que los moduladores negativos
previenen la progresion hacia estos estadios finales. Estos hallazgos validan a GPBP como diana terapéutica y revelan que
la inhibicion de GPBP es una via eficaz para el tratamiento de la fibroesclerosis en el contexto de una respuesta autoinmune.
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MULTIPLES EVIDENCIAS SUGIEREN QUE ALTERACIONES

ESPECIFICAS EN LA BIOLOGIA DE LOS AUTOANTIGENOS

DESENCADENAN Y MANTIENEN LA RESPUESTA AUTOINMUNE.

GPBP es una diana terapéutica en cancer. En las células, GPBP
interacciona con una familia de proteinas estructuralmente
relacionadas con las proteinas DOC1 (down regulated in ovarian
cancer 1) que hemos denominado GPBP-interacting proteins
(GIPs). Aligual que GPBP las proteinas DOC1 estan pobremente
expresadas en ciertos tumores sugiriendo que una expresion
coordinada de las dos proteinas podria tener un efecto
deletéreo en el establecimiento y/o progresion de estos
tumores. Cuando se estudia la expresion de GIP/DOC1 en
especimenes autoinmunes se observa una expresion
aumentada con respecto a tejidos control que ademas es
eminentemente nuclear, sugiriendo un papel para GIP/DOC1
en la regulacién de genes que participan en circuitos biol6gicos
con una actividad neta global proautoinmune y antitumoral.
De acuerdo con estas ideas, nuestros hallazgos mas recientes
indican que GIP/DOCz1 inducen la expresion del gen que codifica
GPBPy sugieren que la expresién aumentada de GPBP en las
células que estan sufriendo un ataque autoinmune esta
mediada por la sobreexpresién de GIP/DOC1. Habida cuenta
de que en la autoinmunidad las células muestran una tendencia
elevada a enrolarse en proyectos de muerte, en conjunto
nuestros hallazgos sugieren que las proteinas GIP son factores
de transcripcién que promueven un programa de muerte
celular que ejecuta GPBP, sélo o en colaboracién con otras

proteinas, que necesita ser inactivado para una adecuada
progresién tumoral, o lo que es lo mismo, un aumento en la
expresion (activacion) de las proteinas GIP/DOC1/GPBP podria
comprometer el desarrollo de ciertos tumores.

Fig.1 La administracion de un activador de GPBP a ratones NZW induce la formacién
de depdsitos glomerulares similares a los que caracterizan las fases tardias de la
enfermedad que estos animales padecen (columna de laizquierda). La administracion
simultanea de un inhibidor de GPBP altera la composici6n de los depésitos (columna
de la derecha). En la fila de arriba se ilustra fluorescencia después de tincion con
tioflavina Ty en la fila de abajo las flechas muestran diferencias ultraestructurales.



GPBP es una diana terapéutica en enfermedades degenerativas.
Un hallazgo comin en el lupus renal es la presencia de
depésitos hialinos en el espacio subendotelial. Estudios
preclinicos muestran que la aparicién de esos depdsitos puede
promoverse mediante la administracién de activadores de
GPBPy que el material depositado presenta ciertas semejanzas
con el material amiloide que se deposita y causa la
degeneracion celular en desérdenes tales como la enfermedad
por priones, la enfermedad de Alzheimer y diabetes tipo II.
Interesantemente, la administracién simultdnea de un inhibidor
de GPBP en estos modelos animales aunque no reducia de
forma significativa la presencia de material depositado
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modificaba de forma muy significativa su composicion (Fig. 1).
Esta observacion nos ha llevado a investigar el papel de GPBP
en la formacion de depésitos amiloides. De acuerdo con estas
ideas, GPBP reconoce e interacciona con un buen niimero de
proteinas que degeneran conformacionalmente y causan
enfermedad. Mas recientemente hemos puesto de manifiesto
que como resultado de esa interaccion GPBP imprime cambios
conformacionales a estas proteinas promoviendo su
precipitabilidad o, lo que es lo mismo, GPBP tiene la capacidad
de promover la formacion de depésitos proteicos vy, por lo
tanto, GPBP es una diana terapéutica potencial en
enfermedades mediadas por depdsitos proteicos.
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LINEAS DE INVESTIGACION:

- Degradacion intracelular de proteinas: implicaciones fisiologicas y patoldgicas.

DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD INVESTIGADORA

El crecimiento normal de las células y su diferenciacién depende del balance controlado de la actividad de sus maquinarias biosintéticas
y degradativas de proteinas. Todas las proteinas celulares de cualquier organismo, unicelular o pluricelular, se degradan, continuamente
y mediante mecanismos especificos y regulados, hasta aminoacidos. Esta degradacion intracelular de proteinas ocurre a gran escala
y uno de sus cometidos es la eliminacion de proteinas defectuosas, cuya acumulacion terminaria por desencadenar el envejecimiento
y/o la muerte celular. De hecho, durante la traduccion de proteinas ocurren numerosos errores y esas proteinas erréneas son
rapidamente eliminadas.

Sélo por lo anterior parece obvio que la degradacion intracelular de proteinas sea esencial para la supervivencia de las células y
organismos. Sin embargo, este proceso no sélo degrada proteinas defectuosas sino que degrada también proteinas funcionales. Pese
a que podria parecer inconveniente para la célula tener que destruir, mediante unos mecanismos que consumen energia, proteinas
que funcionan perfectamente y que han requerido, ademas, un considerable aporte energético para ser sintetizadas, esta degradacion
intracelular de proteinas cumple muchas otras funciones. Estas incluyen: a) el control de procesos celulares tan esenciales como la
division, la proliferacion y la diferenciacion celulares, el trafico intracelular de proteinas, los mecanismos de morfogénesis, el
envejecimiento y la muerte celular (tanto por necrosis cdmo por apoptosis); b) la modificacién de la maquinaria enzimatica en respuesta
a cambios ambientales para permitir una mejor adaptacion del metabolismo celular a los mismos; ) la provision a las células, en
situaciones de estrés como en el ayuno, de aminoacidos utilizables como fuente de energia o para la sintesis de proteinas esenciales
para la supervivencia celular; d) el control de la comunicacion intercelular, como ocurre en la fabricacion de péptidos antigénicos para
su presentacion por los complejos mayores de histocompatibilidad al sistema inmunoldgico; €) el control de la transduccién de
numerosas sefales, etcétera. Por tanto, la degradacion intracelular de proteinas es esencial en todas las células y organismos y, por
ello, su comprension es importante para cualquier area de investigacion relacionada con la biologia basica o con la patologia.

En el genoma humano se han identificado alrededor de 500 proteasas distintas y muchas de ellas se encuentran localizadas dentro
de la célula en casi todos los subcompartimientos, donde controlan un gran niimero de funciones. Esta variedad determina que sean
muchos los sitios en la célula donde transcurre la degradacion intracelular de proteinas. Sin embargo, las células eucariéticas poseen
dos sistemas principales de degradacion intracelular de proteinas. Uno es el sistema ubicuitina-proteasoma que es responsable,
sobre todo, de la degradacion selectiva de muchas proteinas de vida media corta. El otro es el sistema lisosomal que degrada tanto
proteinas de fuera como de dentro de las células.




El mal funcionamiento de cualquiera de los mecanismos de
degradacion intracelular de proteinas puede dar lugar a varias
patologias. De hecho, se conocen mas de cincuenta enfermedades
genéticas hereditarias que afectan a los procesos de protedlisis
y las proteasas representan ya alrededor de un 10% de las dianas
de drogas terapéuticas.

Durante este afio, nuestro laboratorio se ha centrado en diversos
aspectos relacionados con la degradacion intracelular de proteinas.
En particular, hemos investigado, en colaboracion con el grupo
del doctor Paul Saftig de la Universidad de Kiel en Alemania, la
importancia que tiene para las distintas vias de degradacion
intracelular de proteinas la ausencia de dos proteinas de la
membrana lisosomal: lamp-1y lamp-2. Para ello, hemos empleado
fibroblastos embrionarios de ratones k.o para cada una de esas
proteinas y doble deficientes para las mismas. Los resultados
sugieren que la ausencia de las dos proteinas no afecta a las
diferentes vias degradativas de proteinas (proteasomas,
macroautofagia, etcétera) pero si, en caso de la doble deficiencia
en lamp-1y lamp-2, al transporte del colesterol. Puesto que la
deficiencia en lamp-2 inhibe la degradacion de proteinas por
macroautofagia en hepatocitos y deberia inhibir también la via
autofagica mediada por chaperonas, parece que, en los
fibroblastos embrionarios de rat6n, otras vias lisosomales
compensan esas deficiencias. Otro aspecto que hemos
investigado, en colaboracién con el grupo de la doctora Ana
Maria Cuervo del Albert Einstein College of Medicine en Nueva
York, se refiere al efecto que tiene la acumulacién de proteinas

Fig.1Los principales sistemas proteoliticos de las células son los proteasomas y los
lisosomas. En la micrografia, lisosomas aislados de higado de rata.

oxidadas en la via autofagica mediada por chaperonas. Esta
via es activada en esas condiciones para tratar de eliminar las
proteinas oxidadas. También hemos investigado durante este
ano los mecanismos de degradacion del receptor de las LDLy
el efecto que tiene en los mismos una mutacién puntual que
produce hipercolesterolemia familiar. Finalmente, hemos
iniciado estudios dirigidos a clarificar la regulacién de los
diferentes sistemas degradativos por diferentes sefales (insulina
por ejemplo) y estamos colaborando con el grupo de la doctora
Maria Eugenia Armengod de nuestro centro en el transporte a
mitocondrias del homélogo humano de la proteina bacteriana
MnmE (una GTPasa con propiedades inusuales).
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LINEAS DE INVESTIGACION:

- Proteinas modificadoras de tRNAs, GTPasas conservadas evolutivamente.
- Bases moleculares del cancer de mama.

DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD INVESTIGADORA

Caracterizacion de genes y proteinas conservados evolutivamente con relevancia clinica. El logro de las secuencias genémicas de
organismos muy diversos, desde bacterias a humanos, permite plantearse la blisqueda y caracterizacién de genes relevantes, desde
el punto de vista clinico, mediante las nuevas estrategias de la Gendmica y Protedmica Comparadas. La identificacién de genes
conservados evolutivamente puede facilitar la deteccién de ortélogos humanos y la prediccion de sus funciones a partir de datos
obtenidos en bacterias. Las proteinas bacterianas homélogas a las humanas son modelos familiares excelentes que pueden ser
caracterizados bioquimica, estructural y funcionalmente a menudo con mayor facilidad que sus parientes eucariéticos. Por otra parte,
la identificacion y caracterizacion de proteinas conservadas entre bacterias, y esenciales para su supervivencia y/o mecanismos de
patogenicidad, permite su uso como dianas en el disefio de nuevos farmacos antimicrobianos.

Nuestro grupo ha continuado durante 2004 con la caracterizacién bioguimica, estructural y funcional de dos GTPasas de E. coli, MnmE
e YjdA, que estan conservadas evolutivamente y que son prototipos, dentro de la superfamilia de GTPasas, de dos familias diferentes,
la familia MnmE y la familia de las dinaminas, respectivamente. Ambas familias tienen representantes en las células eucariéticas, en
las cuales los miembros de la familia son de localizacion mitocondrial. Defectos en el funcionamiento de estas proteinas en humanos
se han relacionado con sindromes neuromusculares o sensoriales muy graves.

Nuestros resultados muestran que MnmE tiene propiedades bioquimicas que la diferencian de las GTPasas clasicas como Ras y las
subunidades ade las proteinas G heterotriméricas (GTPasas reguladoras) y utiliza un mecanismo peculiar para hidrolizar el GTP.
Curiosamente, y a diferencia también de las GTPasas clasicas, MnmE requiere la hidrélisis de GTP (no basta con la union al nucleétido)
para ser funcionalmente activa (Fig. 1). Datos estructurales, bioquimicos y fenotipicos sugieren que la hidrdlisis de GTP produce
reordenamientos estructurales en la proteina que le permiten ejecutar su funcién. MnmE esta implicada en la modificacion de tRNAs,
un aspecto crucial en la descodificacion del mensaje genético. Nuestros resultados indican que MnmE participa directamente en la
reaccion de modificacion y no actdia simplemente como un regulador de la misma. En dicha reaccién también participa otra proteina
conservada evolutivamente; se trata de GidA, una proteina que tiene el 50% de residuos idénticos a los de su homéloga humana.
Hemos demostrado la interaccion de MnmE y GidA asi como la implicacion de varios dominios de ambas proteinas en la reaccion de
modificacion. Finalmente, hemos obtenido evidencias de que la modificacién de tRNAs es un mecanismo importante para regular la
expresion génica a nivel del ribosoma, es decir, durante la sintesis de proteinas.
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LA IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE PROTEINAS CONSERVADAS ENTRE

BACTERIAS, Y ESENCIALES PARA SU SUPERVIVENCIA Y/O MECANISMOS DE PATOGENICIDAD,

PERMITE SU USO COMO DIANAS EN EL DISENO DE NUEVOS FARMACOS

ANTIMICROBIANOS.

Bases genéticas del cancer de mama. El laboratorio de Genética
Molecular colabora desde hace varios afios con diversos grupos
en el estudio de las bases moleculares del cdncer de mama. El
cancer de mama es la neoplasia mas frecuente entre las mujeres
del mundo occidental y la primera causa de muerte por cancer en
mujeres. Aproximadamente, un 5% de los canceres de mama son
hereditarios y debidos, en gran parte, a mutaciones en los genes
BRCA1y BRCA2. El resto es probablemente consecuencia de
combinaciones alélicas de diferentes genes (de baja penetrancia)
y factores ambientales. Un area de investigacion muy activa en
la actualidad es, precisamente, la blisqueda de variantes alélicas
que, a pesar de conferirindividualmente un riesgo muy moderado
de cancer, lo incrementan significativamente cuando se combinan
por azar en un determinado individuo, lo que puede ocurrir en un
porcentaje importante de personas debido a la alta frecuencia
con que se presentan tales variaciones en la poblacién. Nuestro

trabajo ha contribuido a determinar la asociacion de mutaciones
BRCA con el cancer de mama, asi como la asociacion de otros
polimorfismos genéticos con esta enfermedad.
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LINEAS DE INVESTIGACION:

- Rastreo, en pacientes con enfermedades mitocondriales y en poblacién general, de mutaciones en exones, secuencias de
entrecortado y regién promotora de los genes que codifican las subunidades de los complejos TOMM, TIMM y polipéptidos
auxiliares: estructura exon-intrén, region promotora, SNPs.

- Caracterizacion de los elementos promotores de los genes hTOMM y hTIMM

- Establecimiento de modelos celulares de enfermedades mitocondriales de transporte: estudio en cultivos celulares de
disfunciones provocadas por la inhibicion de la sintesis de subunidades de los complejos TOMM y TIMM.

DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD INVESTIGADORA

Aunque desde el punto de vista histérico se ha venido asumiendo que las mitocondrias, dada la funcién crucial que desempefian
en el metabolismo celular, debian ser organulos de elevada fiabilidad y, por tanto, asociados a muy pocas disfunciones o
enfermedades, se advierte en los Gltimos afios un interés creciente por los aspectos funcionales de las mitocondrias toda
vez que, lejos de ser maquinas perfectas, estos organulos -que operan practicamente al limite de sus posibilidades fisiologicas-
se nos revelan como estructuras fragiles cuya disfuncion parece estar en la base de enfermedades cerebrales degenerativas
y, ademas, participan directamente en las pautas de sefializacién que culminan en la apoptosis.

Bajo el término enfermedades mitocondriales se reconoce a un grupo heterogéneo de patologias cuyas manifestaciones
clinicas apuntan a una disfuncién primaria de las mitocondrias. Fundamentalmente consisten en fallos de la fosforilacion
oxidativa, es decir, en la cadena respiratoria (CR), y este desajuste puede dar lugar a cualquier sintoma, en cualquier 6rgano
o tejido, a cualquier edad y con cualquier tipo de herencia, debido al doble origen genético de los componentes de la CR (ADN
nuclear y ADN mitocondrial; ADNn y ADNmt). En general, se trata de enfermedades progresivas que afectan en ocasiones sélo
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BAjO EL TERMINO ENFERMEDADES MITOCONDRIALES SE RECONOCE A UN

GRUPO HETEROGENEO DE PATOLOGIAS CUYAS MANIFESTACIONES CLINICAS

APUNTAN A UNA DISFUNCION PRIMARIA DE LAS MITOCONDRIAS.

al misculo (miopatias), pero también a otros sistemas,
habitualmente el cerebro (encefalomiopatias). El conocimiento
de las enfermedades mitocondriales ha aumentado
enormemente en los Gltimos afios, especialmente gracias al
estudio del ADNmt y el descubrimiento de numerosas
alteraciones en el mismo responsables de sindromes
concretos. Sin embargo, la realidad es que, al menos entre
los casos pediatricos, las enfermedades mitocondriales
debidas a deleciones y mutaciones en el ADN mitocondrial no
superan el 10-15% de los pacientes.

Es un hecho bien establecido que la biogénesis de las
mitocondrias es el resultado de la accién conjunta de dos
genomas: el nuclear y el mitocondrial que se expresan
mediante sistemas de traduccién de proteinas presentes en
el citosol y en la matriz mitocondrial, respectivamente. Del
total de proteinas mitocondriales, el genoma mitocondrial
codifica trece proteinas, es decir un 2%. El 98% restante son
codificadas por el ADN nuclear, se sintetizan en forma de
preproteinas en polisomas libres del citosoly son transportadas
postraduccionalmente a la mitocondria donde, tras su
reconocimiento y maduracion, son dirigidas a su ubicacién
definitiva. El proceso de transporte de proteinas mitocondriales
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desde el citosol al correspondiente subcompartimento
mitocondrial constituye pues un proceso de primordial
significacion en la biogénesis de estos organulos.

Hasta ahora, los genes nucleares en los que se ha pretendido
encontrar defectos causantes de desérdenes mitocondriales
han sido aquellos que codifican las proteinas de la CR.
Sorprendentemente, se han encontrado muy pocas mutaciones
en los genes de subunidades cataliticas postuldndose que
muchas de las deficiencias de la CR podrian ser debidas a
alteraciones en el ensamblaje y mantenimiento mitocondrial.
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Fig.1 Esquema de la maquinaria mitocondrial de transporte de proteinas
mitocondriales.

TOMyTIM : “Complejos translocasa” de la membranas mitocondriales externa e
interna, respectivamente.

Fig.2 Experimentos llevados a cabo por nuestro grupo han demostrado que la
expresion de los genes que codifican a los dos receptores de proteinas mas
importantes que tienen las mitocondrias, \TOMM20 y hTOMM7o, esté regulada por
factores de transcripcion del tipo NRF (Nuclear respiratory factor). Tales factores se
sabe que estan implicados en la coordinacion de los genomas nuclear y mitocondrial
através de interacciones con regiones promotoras de genes nucleares que codifican
subunidades de la cadena respiratoria y componentes clave de las maquinarias de
transcripcion y replicacion del DNA mitocondrial. Esta figura corresponde a la
participacion del factor de transcripcion NRF1 en la expressién del gen hTOMM20
(manuscrito en preparacion).

La investigacion de nuestro grupo se centra en un ambito
practicamente inexplorado: es el de aquellas enfermedades
mitocondriales que puedan derivarse de disfunciones en el
transporte de proteinas a mitocondrias. Recientemente se
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han obtenido resultados que indican que alteraciones en las
proteinas que componen los complejos de la maquinaria de
translocacion (la traslocasa de la membrana mitocondrial
externa y la de la membrana mitocondrial interna, TOMM y
TIMM, respectivamente), pueden ser la causa de enfermedades
mitocondriales en las que existe un déficit en varios enzimas
de la CR. Se trata de la identificacién de una mutacion en el
gen hTimm8a como la responsable del sindrome de Mohr-
Tranebjaerg. Este sindrome debuta a edad temprana con
sordera neurosensorial progresiva postlingual y posteriormente
cursa con distonia progresiva, espasticidad, disfagia, deterioro
mental, paranoia y ceguera cortical. Este hallazgo pone de
relieve la enorme importancia de llevar a cabo estudios
dirigidos a revelar aquellas enfermedades mitocondriales
debidas a disfunciones en el proceso de transporte de
proteinas a mitocondrias.




LINEAS DE INVESTIGACION:

- Estructura-funcion de proteinas de interés biomédico y biotecnolégico.

DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD INVESTIGADORA

Nuestro grupo persigue establecer relaciones estructura-funcion de proteinas de interés biotecnolégico y biomédico que son
enzimas reguladoras de rutas metabélicas esenciales como la biosintesis de pirimidinas y de aminoacidos. El déficit de dos
de estas enzimas, la carbamilfosfato sintetasa 1 (CPS1) y la glutamato 5 quinasa (G5K), son causa de errores congénitos del
metabolismo que cursan con hiperamoniemia, y nuestro laboratorio esté analizando también el impacto funcional de las
mutaciones causales de estos déficits.

Nueva aproximacion a la caracterizacion funcional de las mutaciones clinicas de la carbamil fosfato sintetasa: expresion
de CPS1 recombinante. Durante los dltimos aflos hemos puesto a punto un modelo para comprobar el caracter patogénico
de un grupo de mutaciones clinicas en CPS1 mediante mutagénesis dirigida y ensayo in vitro de la enzima recombinante
mutante expresada en un huésped heter6logo. La dificultad histérica de expresar en forma activa y soluble este polipéptido
de la matriz mitocondrial de 1500 aminoacidos, nos ha llevado a utilizar la CPS de Escherichia coli como sustituto de la CPS1.
Este modelo es valido para la caracterizacion funcional de un buen porcentaje de mutaciones clinicas pero no parece aplicable
a aquellas otras que afectan a regiones no conservadas (bien en secuencia o funcion) entre ambas CPSs, como son los extremos
Cy N-terminales de la CPS1. El adecuado abordaje de los errores congénitos monogénicos exige la determinacion de la mutacion
especifica para cada paciente asi como para la familia al objeto de consejo reproductivo, establecer correlaciones fenotipo-
genotipo y deteccion de portadores. Asi, es importante confirmar el protagonismo patogénico de la mutacién clinica identificada
y descartar que podria representar un mero polimorfismo con escaso impacto funcional. El riesgo de tal confusion es mas
probable en casos de herencia recesiva en los que el gen mutado codifica un polipéptido grande (caso de la CPS1). Asi, es
importante lograr expresar CPS1 recombinante. Tras intentos fallidos utilizando una amplia diversidad de sistemas, hemos
expresado, recientemente, CPS1 en forma soluble y activa en células de insecto, utilizando un sistema de expresion con
baculovirus. Como muestra la Fig. 1, la CPS1 recombinante tiene actividad sélo en presencia de N-acetilglutamato al igual que
la proteina procedente de fuente natural. Actualmente estamos preparando virus recombinantes portadores de las mutaciones
clinicas que afectan al dominio de 40-kDa N-terminal, de funcién desconocida, y al dominio de 20 kDa C-terminal o regulador.
Asi, hemos abierto la puerta a cualquier estudio de estructura-funcién que requiera la disponibilidad de CPS1 recombinante.
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Glutamato 5 quinasa: el enzima clave de la biosintesis de
prolina. Estudios de estructura y funcién, regulacion y
patologia. Tanto los microorganismos como las plantas y
animales sintetizan prolina a partir de glutamato en tres pasos,
siendo el primero de ellos catalizado por la glutamato 5 quinasa
(G5K). La sintesis de prolina es un proceso con implicaciones
importantes ya que la prolina, ademas de ser un aminoacido
proteico, juega un papel osmoprotector crucial en microorga-
nismos y plantas ya que sus niveles intracelulares aumentan
enrespuesta al estrés osmético. Ademas, una mutacion en la
GsK es la causa de un error congénito del metabolismo que
cursa con hiperamoniemia. La glutamato 5 quinasa es la
enzima clave de la ruta. En Escherichia coli cataliza y controla
alostéricamente el primer paso de esta via a través de prolina
(el producto final de la misma), transfieriendo el fosforilo
terminal del ATP al gamma carboxilato del glutamato. Las
comparaciones de secuencia aminoacidica identificaron a la
G5K como un miembro de la familia aminoacido quinasa que
también incluye entre otras a N-acetilglutamato quinasa
(NAGK). Nuestro grupo ha clonado, expresado y caracterizado
la G5K de Escherichia coli y ha obtenido cristales de la enzima
que estan siendo sometidos a estudios estructurales mediante
difraccion de rayos X por el laboratorio del Dr. V. Rubio (CSIC,
Valencia). El enzima posee, ademas del dominio aminoacido
quinasa, un dominio C-terminal, denominado PUA (Fig. 2),

Fig.1 Expresion en células Sf21y actividad de CPS1 recombinante utilizando el sistema
de baculovirus. En A) se muestra la tincién con azul de Coomassie de un extracto
de células transformadas con el vector pFastBac HT conteniendo el cDNA de la CPS1
sometido a PAGE-SDS. Se indica (flecha) la movilidad de la CPS1 purificada de fuente
natural. En B) se puede observar lainmunorreactividad de las CPSs1 natural y
recombinante presente en el extracto de Sf21, frente a un anticuerpo monoclonal
desarrollado contra la CPS1 de higado de rata. En C) el grafico pone de manifiesto
la dependencia de la actividad de la CPS1 con la concentracion del activador esencial
N-acetilglutamato. Los cuadros llenos representan la actividad de extractos de
células transformadas con el vector portando el cDNA de la CPS1y los cuadros
blancos con el vector vacio. La actividad se expresa como unidades (umoles de CP
formado por minuto) por mg de CPS1 (estimada tras analisis densitométrico de la
banda especifica para CPS).
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Fig.2 Esquema de los dos dominios (aminoécido quinasa y PUA) que constituyen
la glutamato 5 quinasa de Escherichia coli'y localizacion de los residuos sometidos
amutagénesis dirigida en el dominio quinasa.

que podria estar involucrado en la unién a RNA, y que en el
caso de la G5K se ha implicado en el control de la expresion
de otros genes. Hemos deleccionado a la enzima de esta
region C-terminal y hemos mostrado que su ausencia provoca
variaciones ligeras en las constantes cinéticas de la G5K'y que
no se requiere al dominio PUA para la catalisis ni para la
inhibicién por prolina. También hemos estudiado la estructura
cuaternaria de la GsK, de sus formas mutantes y de la enzima
deleccionada. Mientras todas las formas de G5K son
tetraméricas, la forma truncada ha perdido la capacidad de
formar octameros en presencia del inhibidor prolina. Puesto
que la actividad catalitica de la forma truncada de G5K es



EL DEFICIT LAS ENZIMAS CARBAMILFOSFATO SINTETASA I (CPSI) Y GLUTAMATO

5 QUINASA (GsK), SON CAUSA DE ERRORES CONGENITOS DEL METABOLISMO

QUE CURSAN CON HIPERAMONIEMIA.

sensible a prolina, la inhibicion de la actividad no parece estar
mediada a través de procesos de oligomerizacién que
involucren a los tetrameros. A la espera de la resolucion
atémica de la estructura de GsK, hemos modelado, tras una
minuciosa comparacién de la secuencia primaria de ambas
enzimas, la estructura de la G5K utilizando como molde la
estructura de complejos de la NAGK con N-acetilglutamato y
con el andlogo del ATP AMPPNP. Hemos puesto a prueba este
modelado de G5K mediante mutagénesis dirigida a los residuos
predeciblemente involucrados en la catalisis y/o en la unién
de los sustratos (Fig. 3) y los resultados permiten concluir
que ambas enzimas (G5K y NAGK) comparten una misma
estructura basica y mecanismo catalitico.
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Fig.3 Modelado del sitio activo de la glutamato 5 quinasa de E. coli utilizando como
molde el del complejo N-acetilglutamato quinasa-AMPPNP-acetilglutamato. El
AMPPNPy el glutamato aparecen representados con barras y bolas. Se han incluido
los residuos de la G5K que se han sometido a mutagénesis y se sefiala el principal
efecto sobre la actividad catalitica de G5K y/o sobre la afinididad por el ATP.
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LINEAS DE INVESTIGACION:

- Aplicacion de ensayos toxicoldgicos al desarrollo de nuevos farmacos
DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD INVESTIGADORA

Para el desarrollo de nuevos farmacos, la caracterizacién de compuestos con potencial interés tiene gran importancia. El enfoque
de nuestro trabajo considera que el estudio toxicoldgico de un compuesto forma parte de esa caracterizacion y puede, por tanto,
tener utilidad para el conocimiento de la relacion entre estructura y aspectos funcionalmente positivos del compuesto. Con este
enfoque, hemos desarrollado bioensayos evaluadores de la toxicidad, tanto celular como genética, y los estamos aplicando para la
caracterizacién de nuevos compuestos fendlicos con potencial actividad neuroprotectora.

Los compuestos fendlicos (uno o varios anillos benzénicos a los que se han unido grupos hidroxilo) son susceptibles de autooxidacion
con la consiguiente generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS: superoxido, peroxido de hidrégeno, radical hidroxilo). Efectos
genotoxicos (p. e. mutaciones) y citotoxicos resultan de la accion de ROS. Los efectos genotdxicos podrian ser reponsables de la
formacion de tumores, lo cual explicaria la asociacion entre inflamacion crénica (que implica la formacion de ROS) y cancer, mientras
que los efectos citotoxicos podrian determinar procesos degenerativos (p. e. Parkinson). Los ensayos de toxicidad mediada por ROS
(ROS-TOX) se llevan a cabo en células bacterianas con una capacidad antioxidante reducida y, por tanto, sensibles al estrés oxidativo.
Una novedad importante del trabajo ha sido el desarrollo de ensayos capaces de evaluar un tipo de toxicidad que no estaria mediado
por ROSy que seria resistente a las defensas antioxidantes. Se trata de la toxicidad mediada por quinonas, compuestos muy reactivos
que resultan de la oxidacion de compuestos fendlicos. Hemos demostrado (Free Radical Biology & Medicine 35:1373-1381, 2003) que
en presencia de 6xido nitrico (NO) ciertos compuestos fendlicos (catecol, hidroquinona) originan un gran efecto citotéxico, incluso
en presencia de niveles normales de enzimas antioxidantes. Dicho efecto dependeria de la formacién de quinonas, a consecuencia
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Los COMPUESTOS FENOLICOS (UNO O VARIOS ANILLOS BENZENICOS

A LOS QUE SE HAN UNIDO GRUPOS HIDROXILO) SON SUSCEPTIBLES

DE AUTOOXIDACION CON LA CONSIGUIENTE GENERACION DE ESPECIES

REACTIVAS DEL OXi{GENO (ROS: SUPEROXIDO, PEROXIDO DE

HIDRéGENO, RADICAL HIDROXILO).

de la oxidacion de los compuestos fenélicos por NO. Esta
observacion ha servido de base a un nuevo ensayo en el cual
se analiza la citotoxicidad del compuesto problema en presencia
de un compuesto generador de NO, y el efecto téxico observado
(denominado Q-TOX por estar mediado por una quinona) no
es inhibido por defensas antioxidantes pero si lo es por tioles
(p. e. glutation) los cuales reaccionarian con la quinona formada.

Los ensayos rapidos y econémicos de caracterizacién de
efectos biolégicos (muerte celular, induccion de mutaciones)
de compuestos potencialmente neuroprotectores se
complementan con el estudio quimico de oxidacién
electrolitica llevado a cabo por una Unidad de Investigacion
de la Facultad de Farmacia de Paris.
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INTRODUCCION

El término prote6mica denota el conjunto de estudios encaminados a la caracterizacion de los proteomas, definidos
éstos como la totalidad de las proteinas expresadas por los sistemas biolégicos. Bajo esta definicion se incluyen tanto
estudios descriptivos (inventariado de proteinas) como funcionales (interacciones entre las distintas proteinas, nivel de
modificaciones postraduccionales, etcétera). Los proteomas no son estaticos sino que hay que definirlos en un contexto
de tiempo y condiciones concretas. Por tanto, la caracterizacion de los proteomas implica la identificacion y/o el analisis
de un gran ndmero de proteinas. Es por ello que en el desarrollo de la proteémica siempre se han buscado e implementado
tecnologias de alto rendimiento (high throughput). Este desarrollo ha sido posible gracias, fundamentalmente, al gran
avance en tres campos: Bases de datos cada vez mas completas (genomas completos de varios organismos), herramientas
bioinformaticas y algoritmos que permitan realizar anéalisis de manera rapida, y la mejora de los instrumentos de
espectrometria de masas y su aplicacion a muestras bioldgicas (proteinas).

La mayor parte de las enfermedades estan causadas por mdltiples factores. Incluso en aquéllas en las que se sabe que
su origen reside en la alteracion de un Gnico gen, alrededor de un 2 %, el fenotipo final estd modulado por muchos
factores. El desarrollo de las técnicas de alto rendimiento, como la genémica y proteémica, ha permitido abordar de
forma totalmente distinta estos problemas. La capacidad de estudiar, de manera simultanea, los posibles cambios en
cientos o miles de genes o proteinas permite trabajar sin una hipdtesis de trabajo previa que, por otro lado, siempre
condiciona la interpretacion de los resultados. De esta forma es posible obtener una imagen global de las alteraciones
implicadas en el desarrollo de una determinada patologia. Por tanto, el objetivo de estos experimentos es poder identificar,
a partir del conjunto de cambios observados, los factores o alteraciones mas importantes y determinantes del proceso
completo objeto de estudio. Ademas de obtener informacion acerca de los mecanismos moleculares de la patologia en
cuestion, se pretende, de esta manera, identificar posibles marcadores diagnésticos y dianas terapéuticas.

La estrategia experimental utilizada mas cominmente en protedmica es sencilla, aunque su ejecucion experimental no
lo es tanto. Se pretende determinar las diferencias existentes entre el proteoma de una muestra problemay su control.
Para ello hay que separar el mayor niimero de proteinas con la maxima resolucién posible. A continuacién se cuantifica
cada una de ellas de manera relativa, respecto a su control. De esta manera se consigue detectar aquellas proteinas que
aparecen, desaparecen, aumentan o disminuyen en nuestra muestra problema. Por Gltimo, hay que identificar cada una
de ellas. El resultado final deseado es una relacién, lo mas completa posible, de funciones y procesos celulares alterados
como consecuencia de cambios en las proteinas que participan en los mismos. Si bien la identificacioén de las proteinas
se realiza, en practicamente todos los casos, mediante espectrometria de masas, los protocolos experimentales para
la separacion de las proteinas de la muestra son mas variados. No obstante, la electroforesis bidimensional sigue siendo
la técnica mas ampliamente utilizada para separar un gran nimero de proteinas con una alta resolucion.
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EN EL DESARROLLO DE LA PROTEOMICA SIEMPRE SE HAN BUSCADO

E IMPLEMENTADO TECNOLOGIAS DE ALTO RENDIMIENTO

OBJETIVOS

El CIPF es un centro con orientacion biofarmacéutica basado
en la integracion de la investigacion bioldgica, con la alta
tecnologia high throughput para la identificacion y validacion
de nuevas dianas terapéuticas, asi como el descubrimiento
y desarrollo de nuevos compuestos terapéuticos mediante
plataformas de protedmica, bioinformatica, genémica y
quimica médica. En este contexto, el sevicio Tecnélogico de
Protedmica tiene como objetivos fundamentales proporcionar
un servicio de identificacion de proteinas de alto rendimiento
y, mediante el empleo de la espectrometria de masas, dar
apoyo a distintos proyectos de investigacion. Ademas, el
servicio tecnélogico de Prote6mica esta interesado en el
desarrollo de protocolos para la deteccion de moléculas de
interés, como metabolitos, compuestos terapéuticos o
biomarcadores. En este sentido, el servicio tecnélogico de
Protedmica esta participando activamente en la creacion de
la Red Nacional para el Desarrollo de Servicios de Proteémica
(PROTEORED), en la que se contempla tanto la coordinacion
de servicios como el desarrollo de metodologia.

PERSONAL

Para cumplir los objetivos del servicio tecnélogico de
Prote6mica, se ha dotado de una estructura con una
direccion cientifica, a cargo de Manuel M. Sanchez del Pino,
y una direccién técnica, llevada a cabo por Luz Valero. Esta
prevista, ademas, la incorporacién de un técnico superior
a principio de 2005.

La direccidn cientifica se responsabiliza del funcionamiento
general del servicio tecnélogico de Protedmica. Debe decidir

las metodologias y los servicios que, por su interés para el
centro, deben implementarse. Los proyectos de
investigacion que se realicen en el servicio tecnélogico de
Proteémica, tanto propios como fruto de colaboraciones
con grupos de investigacion dentro y fuera del centro, seran
seleccionados y dirigidos por el responsable cientifico.

La direccion técnica se responsabiliza de los aspectos
metodoldgicos y de funcionamiento diario del servicio
tecnélogico de Protedmica. Debe establecer los protocolos
experimentales adecuados para optimizar el rendimiento
de los instrumentos del servicio. Asimismo, debe establecer
los mecanismos de control necesarios que garanticen
reproducibilidad y fiabilidad de los resultados y que
permitan trazar las causas de posibles anomalias. También
es tarea de la direccion técnica determinar el flujo de trabajo
que conduzca a la mejor eficacia y aprovechamiento posible
de los recursos.

El Servicio Tecnélogico de Protedmica contara con personal
técnico adicional. Dada la complejidad y diversidad de
técnicas que se emplean en el laboratorio, se seleccionara
personal con amplia experiencia cientifica y técnica. Se
pretende que el personal técnico no sean meros operadores
de instrumentos o protocolos sino que sean capaces de
entender los fundamentos de su funcionamiento. De esta
forma, conociendo las ventajas y limitaciones de cada
metodologia, serdn capaces de analizar e interpretar los
resultados asi como de comprender las implicaciones de
los mismos. Por lo tanto, se espera que tengan la formacion
suficiente como participar activamente en proyectos de
investigacion y que esto les sirva de motivacién y estimulo.



(a2a)

e —

LA HUELLA PEPTIDICA DE UNA PROTEINA ES EL CONJUNTO DE MASAS DE LOS PEPTIDOS

PRODUCIDOS MEDIANTE DIGESTION CON UNA PROTEASA ESPECIFICA

INSTRUMENTACION

Durante 2004, se ha formalizado la adquisiciéon del
equipamiento y se ha realizado la instalacién de los mismos
con el fin de que esté operativo a principio de 2005. Se ha
dotado al servicio tecndlogico de Protedmica de la mas alta
tecnologia disponible para la realizacién de experimentos de
protedmica de alto rendimiento. Para ello se dispone de la
siguiente instrumentacién:

Separacion de proteinas. Como se ha mencionado
anteriormente, el primer paso es la separacioén de una muestra
compleja de proteinas con la méxima resolucién posible.
Actualmente, la electroforesis bidimensional sigue siendo la
técnica mas resolutiva. Sin embargo, dado los inconvenientes
y limitaciones que presenta, sobre todo para cierto tipo de
muestras, existe actualmente una intensa actividad en la
bisqueda de sistemas alternativos. Entre ellos, la cromatografia
multidimensional es la técnica mas prometedora y desarrollada.

Electroforesis bidimensional. Disponemos de los sistemas
de Amersham Biosciences:

- Ettan IPGPHOR Il IEF para la 12 dimensi6n.
- Ettan DALTsix y Hoefer SE 600 Ruby para la 22 dimension.

DIGE. La electroforesis bidimensional diferencial es una
tecnologia desarrollada por Amersham Bioscience que elimina
la mayoria de los problemas asociados al analisis de geles de
electroforesis bidimensional. Ademas de automatizar al
maximo el analisis, emplea un disefio experimental y un
tratamiento estadistico de los datos que proporcionan
resultados muy sensibles y bioldgicamente significativos. Para
poder obtener la maxima eficacia con esta tecnologia
disponemos de:

- Typhoon™ g400 para la deteccién de los marcadores
fluorescentes.
- DeCyder™ para el anélisis de los geles.

Cromatografia multidemensional. Como técnica complemen-
taria de separacién de proteinas, se emplearan sistemas
cromatograficos capaces de inyectar la muestra en una
primera columna y fraccionar, de manera automatica y en

linea, el material eluyente en una segunda columna. Este
sistema permite construir mapas bidimensionales de elu-
cion. La muestra puede ser introducida directamente en
los espectrometros de masas o colectarse en fracciones.
Para ello disponemos del sistema cromatografico de LC
Packings compuesto de:

- Bomba nano HPLC UltiMate™,

- Auto inyector Famos.

- M6édulo MDLC Switchos.

- Micro colector de fracciones Probot.

Procesamiento de muestras. Desde la separacion de la muestra
hasta el posterior analisis por espectrometria de masas hay
un laborioso procesamiento de cada una de las proteinas de
interés. En este procesamiento se incluye, entre otros,
extraccion de fragmentos de gel (en el caso de separacion
mediante electroforesis), reduccion y alquilacion, digestion
con proteasas, extraccién y limpieza de los péptidos
resultantes. La realizacién manual de todos estos procesos
no sélo es incompatible con una tecnologia de alto rendimiento
sino que, ademas, es una fuente segura de errores y
contaminacion. Por ello, se han desarrollado robots capaces
de realizar todas las manipulaciones y procesos necesarios
en entornos controlados libres de contaminantes. En el servicio
tecnélogico de Protedmica disponemos de los siguientes
robots de Genomic Solutions capaces de procesar hasta 8
placas de 96 pocillos simultaneamente:

- Investigator ProPic™ para la extraccién de fragmentos de
gel de poliacrilamida.

- Investigator ProPrep™ para la manipulacién y digestion de
los fragmentos de poliacrilamida y para la preparacion de las
placas de muestras para el espectrometro de masas MALDI.

Identificacion de proteinas. La mayor parte de las identifica-
ciones se realizan mediante la técnica denominada huella
peptidica. La huella peptidica de una proteina es el conjunto
de masas de los péptidos producidos mediante digestién con
una proteasa especifica, generalmente tripsina. Para identificar
una proteina se determina experimentalmente la huella pep-
tidica y se compara con las huellas peptidicas teéricas de las
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proteinas contenidas en las bases de datos. De esta manera
se identifica un alto porcentaje de las proteinas presentes en
una muestra. En ocasiones, cuando la identificacion no es
posible o cuando existe incertidumbre entre varias opciones,
la informaci6n de secuencia resulta esencial para la obtener
una identificacion positiva. Para ello se selecciona uno de los
iones presentes en la huella peptidica y se fragmenta en un
espectrometro de masas en tdndem para obtener informaci6n
sobre su estructura primaria. Aun cuando la determinacién
de la secuencia no sea posible, el espectro de fragmentacion
(MS/MS) permite asignar el péptido estudiado a un reducido
nimero de secuencias de la base de datos. La identificacion
se hace entonces posible o con un indice de fiabilidad mucho
mas elevado. Para cumplir con los objetivos del servicio
tecndlogico de Protedmicay del CIPF indicados anteriormente,
se ha buscado, por un lado, la maxima capacidad de analisis
y, por otro, el mayor grado de complementariedad y flexibilidad
que nos permitan su aplicacién en la mayoria de los proyectos
cientificos que lo requieran. Disponemos de los siguientes
espectrometros de masas:

- 4700 MALDI-TOF/TOF de Applied Biosystems. Espectrometro
de masas consistente en dos tiempos de vuelo en tandem
separados por una camara de colision. Este instrumento

Responsable Cientifico:

Manuel Sanchez del Pino

Responsable Técnico:
Luz Valero
Técnico:

Carmen Aguado Velasco

posee el maximo rendimiento disponible hoy en dia. Ademas,
dada su capacidad para operar en modo masas y masas en
tandem garantiza el maximo ndmero de identificaciones
posibles de manera automatica. Contiene el software
necesario para realizar LC/MALDI.

- QSTAR XL MS/MS de Applied Biosystems. Este espectr6-

metro hibrido cuadrupolo-tiempo de vuelo (Q-TOF) es
extremadamente versatil en cuanto a sus posibles
aplicaciones. Su fuente de ionizacion por electrospray es
la opcién, complementaria a la del tipo MALDI, mas
ampliamente utilizada. Ademas, este instrumento posee
gran flexibilidad para incorporar, mediante accesorios,
fuentes de ionizacién de otros tipos como MALDI, SELDI, o
fotoionizacion. Asociado al espectrémetro hay un sistema
de nanoHPLC Ultimate de LC Packings idéntico al descrito
anteriormente. En este caso, la muestra eluida de la
cromatografia (mono o multidimensional) se analiza
directamente en el espectrémetro de masas.

- LC/MS ZQ4oo00 de Waters/Micromass. Este sistema de

cromatografia liquida convencional con detector de masas
de simple cuadrupolo es extremadamente Gtil para el
analisis rutinario de compuestos de sintesis de quimica
organica y péptidos.
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Instituciones Cientificas Colaboradoras

EL CIPF ha establecido Acuerdos Marcos y Convenios de Colaboracion con distintos Centros e Instituciones,

tanto nacionales como extranjeros:

Karolinska Institutet, Estocolmo, Suecia. Desde el 9 de
diciembre de 2003 se mantiene un Acuerdo Marco con el
Instituto Karolinska de Estocolmo (Suecia). La colaboracion
entre ambas instituciones viene a reforzar la vinculacién ya
existente entre la FVIB y el Instituto de Medicina Medioam-
biental del Karolinska, y pretende extender esta colaboracién
a otros departamentos de ambos centros.

Vanderbilt University, Nashville, Tennessee, Estados Unidos.
El 28 de enero 2004 se establece un Acuerdo Marco con la
Universidad de Vanderbilt. Ambos centros centran sus estudios
de colaboracién en los mecanismos moleculares de
enfermedades autoinmunes, y especialmente de GPBP, una
nueva enzima molecular que fosforila y cataliza cambios
conformacionales de proteinas sustrato (antigeno Goopdasture
y proteina pridnica). Alteraciones en la forma de operar de
GPBP resultan en la produccién de conformaciones aberrantes
que activan el sistema inmune y causan autoinmunidad
(enfermedad de Goodpasture), o agregan y forman depdsitos
que causan degeneracion tisular (encefalopatia espongiforme).

Universitat de Valéncia. En el mes de marzo 2004 se establece
un Acuerdo Marco de colaboracién cientifica con la Universitat
de Valéncia.

Fundacion Universidad-Empresa, Universitat de Valéncia.
Desde julio 2003 se mantiene un Convenio Marco de
Cooperacion con la Universitat de Valéncia y la Fundacién
Universidad-Empresa de Valencia para la formacion.
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Fundacién para la Investigacion Biomédica del Hospital Clinico
Universitario de Valencia. El 29 de junio de 2004, se establece
un Convenio especifico con la Fundacion para la Investigacion
Biomédica del Hospital Clinico Universitario de Valencia, por
el que se asocia la Unidad para la Investigacion Gendmica del
Cancer y su relacion con la clinica, dirigida por el Profesor Javier
Garcia-Conde Bri. Su investigacion se centra en el analisis
genético y genémico de los diversos tipos de canceres humanos,
principalmente tumores hematoldgicos, cancer de mamay de
cblon; el desarrollo de la tecnologia de microarrays aplicados
al estudio de tumores humanos y de ratén, incluyendo la
produccién de microchips para analisis genémico, y el analisis
molecular, farmacogenémico, proteémico y cromosémico, tanto
de tumores humanos como experimentales.

Fundacion para la Investigacion del Hospital Universitario La
Fe de Valencia. En octubre de 2004 se firma un Acuerdo Marco
de colaboracion cientifica con la Fundacién para la Investigacion
del Hospital Universitario La Fe de Valencia.

Instituto de Biomedicina de Valencia, Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC) y Consejeria de Sanidad
de la Junta de Castilla y Ledn. El 17 de noviembre de 2004 se
establecié un convenio de colaboracién con el Instituto de
Biomedicina de Valencia (CSIC), y la Consejeria de Sanidad
de la Junta de Castilla y Ledn, para la investigacion de la
regeneracion neural en primates en el CIPF, dirigida por la
doctora Almudena Ramén Cueto.

Fundacion para la Investigacion del Instituto Valenciano de
Infertilidad (FIVI). En enero de 2004 se establecié un convenio

de colaboracion para el desarrollo de la derivacion de células
troncales embrionarias y la investigacién en medicina
regenerativa. Con la modificacion de la Ley de Reproduccién
Humana Asistida, el CIPF decide incorporar una unidad de
derivacion de células madre embrionarias, dirigida por el doctor
Carlos Simén, que servira de base a los laboratorios de
investigacion en medicina regenerativa y terapia celular. Su
investigacion, que se centra en la derivacion de lineas de
células troncales embrionarias humanas, la implicacion de la
via de sefalizacion del Wnt y de las tight-junction en el
mantenimiento de la indiferenciacion de dichas células, lleva
a la obtencion de las dos primeras lineas de células troncales
embrionarias de Espafia, denominadas VAL-1y VAL-2. Ambas
lineas, de grado terapéutico, son el primer paso para el
desarrollo clinico de la medicina regenerativa en Espafia.

Merck Farma y Quimica, S.A. Se establece un acuerdo con la
empresa Merck Farma y Quimica, S.A., Barcelona, para el
desarrollo de un proyecto dirigido a la blsqueda y
caracterizacién de compuestos inhibidores de CDK-2, bajo el
asesoramiento del doctor Enrique Pérez Paya, jefe del grupo
de Quimica Médica de CIPF-FVIB.

Otras colaboraciones cientificas:

Ademas, durante 2004 el CIPF ha colaborado y participado en
intercambios y redes de coope-racion cientificos que han incluido
a centros de investigacion, asistencia hospitalaria y de formacion,
tanto nacionales como internacionales, que se relacionan a
continuacion:



EN ESPANA

Centros del CSIC

- Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa, Madrid

- Centro de Investigaciones Bioldgicas, Madrid

- Centro Nacional de Biotecnologia, Madrid

- Instituto de Investigaciones Quimicas y Ambientales de
Barcelona (IIQAB)

- Institut de Bioquimica Clinica, Barcelona

- Instituto Cajal de Neurociencias, Madrid

- Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas, Valencia

- Instituto de Biomedicina, Valencia

- Instituto de Bioquimica

- Instituto de Investigaciones Biomédicas Alberto Sols, Madrid

- Instituto de Neurobiologia Ramén y Cajal, Madrid

- Instituto de Neurociencias, Alicante

- Laboratorio de Resonancia Magnética, Instituto
Investigaciones Biomédicas, Madrid

Universidades

- Centro Andaluz de Biologia del Desarrollo, Universidad Pablo
de Olavide (Sevilla)

- Centro de Citometria y Citdmica, Departamento de Bioquimica,
Facultad de Medicina, Universitat de Valéncia

- Departamento de Biologia Celular y Genética, Facultad de
Biologia, Universidad de Alcala de Henares

- Departamento de Bioquimica y Biotecnologia, Universidad
Rovira i Virgili, Tarragona

- Departamento de Bioquimica, Universidad Auténoma de
Madrid

- Departamento de Ciencias Biomédicas Basicas, Universidad
Cardenal Herrera-C.E.U., Moncada, Valencia

- Departamento de Ciencias Médicas, Universidad de Castilla
la Mancha, Albacete

- Departamento de Estadistica, Facultad de Matematicas de
la Universitat de Valéncia

- Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica,
Facultad de Farmacia, Universitat de Valéncia

- Departamento de Quimica Fisica, Universitat de Valéncia

- Facultad de Biologia, Universitat de Valéncia

- Facultad de Farmacia, Universitat de Valéncia

- Facultad de Medicina, Universitat de Valéncia

- Facultad de Psicologia, Universitat de Valéncia

- Facultad de Veterinaria de Lugo, Universidad de Santiago de
Compostela

- Instituto de Neurociencias, Universidad Miguel Hernandez,
Alicante

- Unidad de Genética, Universidad de Alicante

- Universidad Auténoma de Madrid

- Universidad Complutense, Madrid

- Universidad de Badajoz

- Universidad de Barcelona

- Universidad de Cantabria

- Universidad de Castilla La Mancha

- Universidad de Salamanca

- Universitat de Valéncia

- Universidad de Zaragoza

- Universidad Jaime I, Castellon

- Universidad Miguel Hernandez, Elche, Alicante

- Universitat Politécnica de Valéncia

- Universidad San Pablo-CEU, Madrid

Empresas

- Atugen AG, Berlin, Germany
- DiverDrugs, S.L.
- Merck Farma y Quimica, S.A.
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Otros

- Asociacion Espafola de Hematologia y Hemostasia (AEHH)

- Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares (CNIC),
Madrid

- Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO),
Madrid

- CIEMAT, Madrid

- Fundacion del Instituto Valenciano de Infertilidad (FIVI)

Hospitales

- Centro de Transfusiones de la Comunidad de Madrid

- Departamento de Neurologia, Hospital Clinico Universitario
de Valencia

- Departamento de Neurologia, Hospital La Fe de Valencia

- Fundacién Hospital General Universitario de Valencia

- Hematologia Oncolégica, Hospital del Nifio Jesds, Madrid

- Hospital Arnau de Vilanova, Valencia

- Hospital 12 de Octubre, Madrid

- Hospital Clinic de Barcelona

- Hospital Clinico Universitario de Santiago de Compostela

- Hospital Clinico Universitario de Valencia

- Hospital Ramén y Cajal, Madrid

- Hospital San Joan de Déu, Barcelona

- Hospital Santa Cruz i Sant Pau

- Hospital Universitario La Fe, Valencia

- Hospital Universitario Dr. Peset, Valencia

- Neurologia Experimental, Hospital Ramén y Cajal. Madrid.

- Servicio de Hematologia y Oncologia, Hospital Clinico
Universitario de Valencia

- Servicio de Hepatologia, Hospital de Valme, Sevilla

- Servicio de Medicina Interna/Hepatologia, Hospital
Universitari Vall d’Hebron, Barcelona

- Unidad de Dismorfologia, Hospital La Fe de Valencia
- Unidad de Hepatologia, Hospital Clinico de Valencia
- Unidad de Hepatologia, Hospital General de Alicante

EN EL EXTRANJERO

- Albert Einstein College of Medicine, Nueva York, Estados
Unidos

- Cambridge Institute for Medical Research and Department
of Clinical Biochemistry - University of Cambridge, Cambridge,
Iglaterra, Reino Unido

- Celiac Disease Research Group, Faculty of Medicine,
Universidad de Tampere, Finlandia

- Cell Biology Unit, Division of Genomic Medicine, University
of Sheffield, Reino Unido

- Centre de Recherche du CHUL, Québec, Canada

- Childrens Hospital, Los Angeles, CA, Estados Unidos

- Consorzio Mario Negri SUD, Italia

- Departament of Microbiology, Umea University, Suecia

- Departamento de Biomedicina, Universidad de Tartu, Estonia

- Departamento de Farmacologia, Universidad de Helsinki,
Finlandia

- Department of Anatomy, Department of Biochemistry and
Biophysics, Department of Pharmaceutical Chemistry,
Cardiovascular Research Institute - University of California
San Francisco (UCSF), California, Estados Unidos

- Department of Biological Sciences, State University of New
York, Buffalo, Estados Unidos

- Department of Environmental Toxicology, Uppsala University,
Uppsala, Suecia

- Department of Medicine, University of Cambridge, Cambridge,
Inglaterra, Reino Unido



- Department of Molecular Genetics - University of Texas
Southwestern Medical Center, Dallas, Texas, Estados Unidos.

- Department of Pharmacology, Trinity College, Dublin, Irlanda

- Department of Pharmacology, University Clinic Hamburg
Eppendorf, Hamburgo, Alemania.

- Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg, Alemania

- Dipartimento di Farmacologia delle Sostanze Naturali e
Fisiologia Generale, Universita degli Studi di Roma La
Sapienza, Roma, Italia

- Division of Diabetes, Endocrinology and Metabolic Diseases,
National Institutes of Diabetes and Digestive and Kidney
Diseases, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland,
Estados Unidos

- Division of Nutritional Sciences, Cornell University, Ithaca,
Nueva York, Estados Unidos

- Division of Toxicology and Neurotoxicology, Institute of
Environmental Medicine, Karolinska Institute, Suecia

- DKFZ, Heidelberg, Alemania

- Faculté des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques, Paris,
Francia

- Fondazione Clinica del Lavoro IRCCS, Centro Medico di Pavia,
Centro Ricerche, Sezione di Tossicologia Sperimentale, Pavia,
Italia

- Institut de Pharmacologie Moleculaire et Cellulaire - CNRS-
UMR6097, Sophia-Antipolis, Francia

- Institute of Bioregulation and Gerontology of the Russian
Academy of Medical Sciences, San Petersburgo, Rusia

- Institute of Genetics, Colonia, Alemania

- Institute of Neurobiology, Slovak Academy of Sciences, Kosice,
Eslovaquia

- Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian
Academy of Sciences, Pushchino, Rusia

- Instituto de Salud Pediatrica-Hospital de Nifios ICH-GOSH,
Londres, Reino Unido

- Joslin Diabetes Center, Harvard Medical School, Boston,
EEUU

- Kiel Universitat, Kiel, Alemania

- Laboratorio di Tossicologia Industriale, Universita degli Studi

di Parma, Dipartimento di Clinica Medica, Nefrologia e Scienze
della Prevenzione, Parma, Italia

- Laboratory of Human Neurogenetics, The Rockefeller

University, Nueva York, Estados Unidos

- Ludwig Institute for Cancer Research, Londres, Reino Unido
- Max-Planck Institut fiir Molekulare Physiologie, Dortmund,

Alemania

- Med.Inst.Environm.Hyg. at the Heinrich Heine University,

Dusseldorf, Alemania

- MRC Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, Inglaterra,

Reino Unido

- Neuroscience Research Unit, Hopital Saint Luc, Montreal,

Canada

- Northwestern University Medical School, Chicago, IL, Estados

Unidos

- Roslin Institute, Edimburgo, Reino Unido
- School of Biological Sciences, University of Manchester,

Reino Unido

- Skirball Institute of Biomolecular Medicine, Nueva York,

Estados Unidos

- Structural Genomics Consortium, Toronto, Canada
- Synthése et Structure de Molécules d’Intérét

Pharmacologique

- Unidad Mixta de Investigacion (UMR 8638) CNRS-Université

Paris 5

- Universidad de California, San Francisco (USCF)

- Universidad de Tetuan, Marruecos

- University of Bristol, Bristol, Inglaterra

- University of Geneva Medical School, Geneva, Suiza

- University of Marburg, Marburgo, Alemania

- University of Nijmegen, Paises Bajos

- University of Pittsburg, Pittsburg, Estados Unidos

- University of Southern California, Los Angeles, California,

Estados Unidos

- University of Washington, Seattle, Estados Unidos
- Vanderbilt University, Nashville, Tennessee, Estados Unidos
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COOPERACION CON CENTROS CIENTIFICOS NACIONALES E INTERNACIONALES (2004)

134 Centros y Departamentos

Extranjero
Universidades
Hospitales
Centros del CSIC
Otros

Empresas

57

COOPERACION CON CENTROS CIENTIFICOS NACIONALES E INTERNACIONALES (2004)

Distribucion por paises

20

30

40

50

60

Espafa
EEUU

UK
Alemania
Francia
Italia
Canada
Suecia
Finlandia
Rusia
Eslovaquia
Estonia
Holanda
Irlanda
Marruecos

Suiza

90
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Publicaciones Cientificas

PUBLICACIONES CIENTIFICAS DEL PERSONAL EN 2004
Articulos en revistas con factor de impacto

Blanco A.M., Pascual M., Vallés L.S., Guerri C. (2004) Ethanol-induced
iNOS and COX-2 expression in cultured astrocytes via NF-kB.
NeuroReport 15:681-685.

Blanes-Mira C., Merino J.M., Valera E., Ferndndez-Ballester G.,
Gutiérrez L.M., Viniegra S., Pérez-Paya E., Ferrer-Montiel A. Small
peptides patterned after the N-terminus domain of SNAP25 inhibit
SNARE complex assembly and regulated exocytosis. ] Neurochem.
2004 Jan;88(1):124-135.

Blesa J.R., Prieto-Ruiz J.A., Hernandez-Yago ). Conformation-sensitive
gel electrophoresis as an ideal high-throughput strategy for accurate
detection of sequence variations in DNA: screening hTomm and hTimm
genes. / Biomol Screen. 2004 Oct;9(7): 621-24

Blesa J.R., andez-Yago J. NRF-2 transcription factor is essential in
promoting human TOMM7o0 gene expression. Mitochondrion.
2004.3:251-9

Cocco, M.T., Congiu, C., Onnis, V., Morelli, V., Felipo, V. and Cauli, O.
(2004) Synthesis of new 2-arylamino-6-trifluoromethylpyridine-3-
carboxylic acid derivatives and investigation of their analgesic activity.
Bioorganic & Medicinal Chemistry, 12: 4.169-4.177

Eskelinen, E.L., Schmidt, C., Neu, S., Fuertes , G., Salvador, N., Tanaka,
Y., Lillmann-Rauch, R., Hartmann, D., Heeren, ., von Figura, K.,
Knecht, E., Saftig, P. (2004). Disturbed cholesterol traffic but normal
proteolytic function in lamp-1/lamp-2 double deficient fibroblasts.
Mol. Biol. Cell 15, 3.132-3.145.

Garcia-Saez A.J., Mingarro 1., Pérez-Paya E., Salgado ). Membrane-
insertion fragments of Bcl-xL, Bax, and Bid. Biochemistry. 2004 Aug

31;43(34):10.930-.943.

Hernandez-Viadel, M., Castoldi, A.F., Coccini T., Manzo, L., Erceg, S.,
and Felipo, V. (2004) In vivo exposure to carbon monoxide causes
delayed impairment of nitric-oxide induced activation of soluble
guanylate cyclase in rat brain cortex and cerebellum. /. Neurochem
89: 1157-1165
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Kiffin, R., Christian, C., Knecht, E., Cuervo, A.M. (2004). Activation of
chaperone-mediated autophagy during oxidative stress. Mol. Biol.
Cell 15, 4.829-4.840.

Kosenko, E., Montoliu, C., Giordano, G., Kaminsky, Y., Venediktova,
N., Buryanov, Y. and Felipo, V. (2004) Acute ammonia intoxication
induces an NMDA receptor-mediated increase in poly(ADP-ribose)
polymerase level and NAD+ metabolism in nuclei of rat brain cells. /.
Neurochem. 89: 1.101-1.110.

Llansola, M., Sanchez-Pérez, A.M., Montoliu, C., and Felipo, V
Modulation of NMDA receptor function by cAMP in cerebellar neurons
in culture. J. Neurochem, 2004, 91:591-599.

Lopez-Garcia B., Marcos J.F., Abad C., Pérez-Paya E. Stabilisation of
mixed peptide/lipid complexes in selective antifungal hexapeptides.
Biochim Biophys Acta. 2004 Jan 28; 1.660(1-2): 131-137.

Lorber, B., Berry, M., Hendriks, W., den Hertog, )., Pulido, R., Logan,
A. (2004) Stimulated regeneration of the crushed adult rat optic nerve
correlates with attenuated expression of the protein tyrosine
phosphatases RPTPalpha, STEP, and LAR. Mol. Cell. Neurosci, 27,
404-416.

Losada A., Lopez-Oliva J.M., Sanchez-Puelles J.M., Garcia-Fernandez
L.F. Establishment and characterisation of a human carcinoma cell
line with acquired resistance to Aplidin. Br / Cancer. 2004 Oct
4;91(7):1405-13.

Marin, P.; Julve, R.; Chaves, F.J.; Giner, V.; Pascual, J.M.; Armengod,
ME; Redoén, J. Polymorphisms of the angiotensinogen gene and
outcome of microalbuminuria in essential hypertension: a 3-year
follow-up study. . Hum. Hypertens. 18: 25-31 (2004)

Medeiros A., Berois N., Balter H., Robles A, Pérez-Paya E., Giménez
A., Calvete J.), Osinaga E. Monoclonal antibodies against the Tn-
specific isolectin B4 from Vicia villosa seeds: characterization of the
epitope of the blocking antibody VV34. Hybrid Hybridomics. 2004
Feb;23(1): 39-44.

Mira H., Vilar M., Esteve V., Martinell M., Kogan M.}., Giralt E., Salom
D., Mingarro I., Penarrubia L., Pérez-Paya E. lonic self-complementarity
induces amyloid-like fibril formation in an isolated domain of a plant
copper metallochaperone protein. BMC Struct Biol. 2004 Jun 04; 4(1):7.

Monfort, P., Muiioz, M. D. and Felipo, V. (2004) Hyperammonemia
impairs long-term potentiation in hippocampus by altering the
modulation of cGMP-degrading phosphodiesterase by protein kinase
G. Neurobiol. Dis. 15:1-10.

Monfort, P, Mufioz, M.D., Kosenko, E., Llansola, M., Sanchez-Pérez,
A., Cauli, O., and Felipo, V. (2004) Sequential activation of soluble
guanylate cyclase, protein kinase G and cGMP-degrading
phosphodiesterase is necessary for proper induction of long-term
potentiation in CA1 of hippocampus. Alterations in hyperammonemia.
Neurochem Int. 45, 895-902.

Monleén, D., Yim, L., Martinez-Vicente, M., Armengod, M.E., Celda,
B. (2004) Backbone 1H, 13C and 15N resonance assignments for the
18.7 kDa GTPase domain of Escherichia coli MnmE protein. J. Biomol.
NMR 28: 307-308.

Montoliu, C., Kosenko, E., Calvete, J.J., Nies, A., Del Olmo, ).A., Serra,
M.A., Rodrigo, .M. and Felipo, V. (2004) Increased protein kinase A
regulatory subunit and cGMP binding in erythrocyte membranes in
liver cirrhosis. J. Hepatol. 40: 766-773.

Orzaez M., Salgado J., Giménez-Giner A., Pérez-Paya E., Mingarro I.
Influence of proline residues in transmembrane helix packing. / Mol
Biol. 2004 Jan 9;335(2): 631-40.

Pastor M.T., Mora P., Ferrer-Montiel A, Perez-Paya E. Design of bioactive
and structurally well-defined peptides from conformationally restricted
libraries. Biopolymers. 2004; 76(4): 357-65.

Pastor M.T., Pérez-Paya E. Combinatorial chemistry of beta-hairpins.
Mol Divers. 2003; 6(2): 149-155.

Pérez-Arellano I., Gil-Ortiz F., Cervera )., Rubio V. Glutamate-5-kinase
from Escherichia coli: gene cloning, overexpression, purification and
crystallization of the recombinant enzyme and preliminary X-ray
studies. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr. 2004 Nov; 60(Pt 11): 2091-4.

Popovic M., Caballero-Bleda M., Puelles L. and Guerri C. (2004)
Maltiple binge alcohol consumption during rat adolescence increases
anxiety does not impair retention in the passive avoidance task.
Neusocience Letters 357:79-82.



Reyes F., Arda A., Martin R., Fernandez R., Rueda A., Montalvo D.,
Gomez C., Jiménez C., Rodriguez )., Sanchez-Puelles J.M. New cytotoxic
cembranes from the sea pen Gyrophyllum sibogae . ] Nat Prod. 2004
Jul; 67(7): 1.190-1.192.

Reyes F., Martin R., Rueda A., Fernandez R., Montalvo D., Gémez C.,
Sanchez-Puelles J.M. Discorhabdins | and L, cytotoxic alkaloids from
the sponge Latrunculia brevis. / Nat Prod. 2004 Mar; 67(3): 463-465.

Rodrigo, R., Montoliu, C., Chatauret, N., Butterworth, R., Behrends,
S., Del Olmo, J.A,, Serra, M.A., Rodrigo, J.M., Erceg, S. and Felipo, V.
(2004) Alterations in soluble guanylate cyclase content and modulation
by nitric oxide in liver disease. Neurochem Int. 45, 947-954

Rodriguez-Lépez, R., Osorio, A., Ribas, G., Pollan, M., Sanchez-Pulido,
L., De La Hoya, M., Ruibal, A., Zamora, P., Arias, J.l., Salazar, R., Vega,
A., Martinez-Ferrandis, ).l., Esteban-Cardefiosa, E., Alonso, C., Leton,
R., Urioste Azcorra, M., Miner, C., Armengod, M.E., Carracedo, A.,
Gonzalez-Sarmiento, R., Caldés, T., Diez, O., Benitez, ). The variant
e233g of the rads1d gene could be a low penetrance allele in high
risk breast cancer families without BRCA1/2 mutations. Int. J. Cancer
110: 845-349 (2004)

Vallés L.S., Blanco A.M., Pascual M., Guerri C. (2004) Chronic ethanol
treatment enhances inflammatory mediators and cell death in the
brain and in astrocytes. Brain Pathol. 14: 365-371.

Zornoza T., Cano-Cebrian M.)., Nalda-Molina R., Guerri C., Granero
L., Polache A. (2004) Assessment and modulation of acamprosate
intestinal absorption: comparative studies using in situ, in vivo(CACO-
2 cell monolayers) and in vivo models. Eur. J. Pharm. Sci. 22: 347-356.

Otras Publicaciones

Guerri C. Mesas Redondas de Divulgacién Cientifica: El alcohol una
droga natural. En: Temas Actuales de Bioquimica y Biologia Molecular,
PP. 39-54, 2004 (ISBN: 84-9749-107-6).

Hernandez Yago J. La Revolucion en Biologia: Repercusion del estudio
del Genoma. En: W.J. Gonzalez (ed.) Andlisis de Thomas Kuhn: Las
revoluciones cientificas.Editorial Trotta, Madrid, 2004, pp. 319-336.

Pulido, R., Zaiiga, A., Ullrich, A. (2004) Detection of ERK1/2 kinase
activities using affinity reagents. Methods Mol. Biol. 250, 49-60
(Humana Press).

Torres, J., Blanco-Aparicio, C., Pulido, R. (2004) Study of the regulation
of MAP kinases cascades by protein tyrosine phosphatases. Methods
Mol. Biol. 250, 103-112 (Humana Press).

PUBLICACIONES CIENTIFICAS DEL PERSONAL DEL CIPF EN OTRAS
INSTITUCIONES EN 2004

Articulos en revistas con factor de impacto

Alberola V., Sarries C., Rosell R., Taron M., De las Pefias R., Massuti
R., Insa A., Garcia-Gomez R, Isla, D., Artal A, Muiioz M.A., Cobo M.,
Bover ., Gonzalez-Larria ).L., Terrasa J., Almenar D, Barcelé R, Diz P,
Sanchez-Ronco M., Sanchez J.J. Effect of the Methylenetetrahidrofolate
Reductase C6666T Polymorphism on Patients with
Cisplatin/Gemcitabine-Treated Stage IV Non Small-Cell Lung Cancer.
Clin Lung Cancer 2004: 5(6):360-365.

Aranda E., Carrato A., Cervantes A., Sastre )., Gbmez M.A., Abad B.,
et al. Phase I/l trial of irinotecan plus high-dose 5-fluorouracil (TTD
regimen) as first-line chemotherapy in advanced colorectal cancer.
Annals of Oncology 2004;15: 559-567.

Boerrigter P.J., Coelingh Bennink H.C., Escudero E.L., Epifanio R.,
Horcajadas J.A., Olivennes F., Pellicer A., Simon C. Mifepristone is an
Effective Oral Alternative for the Prevention of Premature LH Surges
and/or Premature Luteinization in Women Undergoing Controlled
Ovarian Hyperstimulation for IVF. / Clin Endocrinol Metab. 2004 Oct
13; [Epub ahead of print].

Carbajo R.J., Silvester J.A., Runswick M.)., Walker ).E., Neuhaus D.
Solution structure of subunit F(6) from the peripheral stalk region of
ATP synthase from bovine heart mitochondria. ] Mol Biol., 2004 Sep
10; 342(2): 593-603.

Carretero J., Bodego P, Rodriguez R.E., Rubio M., Blanco E., Burks
D.). Expression of the mu-opioid receptor in the anterior pituitary
gland is influenced by age and sex. Neuropeptides. 2004 Apr-Jun;
38(2-3): 63-8.

Cervantes A. and Chirivella I. Oncological Emergencies. Annals of
Oncology 2004; 15: 299-306.
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PREMIOS Y DISTINCIONES

Premio Rey Jaime | de Investigacion 2004. El doctor en Ciencias
Carlos Lopez Otin, miembro del Consejo Cientifico Asesor del
CIPF-Fundacion Valenciana de Investigaciones Biomédicas,
ha recibido el Premio Rey Jaime | en Investigacin
correspondiente al afio 2004, por el descubrimiento de una
serie de nuevas proteasas, incluyendo metaloproteinasas,
que son sobreexpresadas en tumores malignos. Segun el
jurado, este estudio le condujo a investigar y descubrir
inhibidores especificos endégenos de esas enzimas, algunos
de los cuales se encuentran en fase de ensayos clinicos.

Premio Rey Jaime | Medicina Clinica 2004. El catedratico de
Obstetricia y Ginecologia Antonio Pellicer Martinez, miembro
del Patronato de la Fundacién Valenciana de Investigaciones
Biomédicas, y del Banco de Lineas Celulares Troncales
Embrionarias del CIPF, ha recibido el Premio Rey Jaime |
Medicina Clinica, por sus aportaciones en el campo del
tratamiento de la infertilidad humana, ya que, seg(n el jurado,
ha abierto una puerta para que Espafia se convierta en un
pafs avanzado en el campo de la medicina regenerativa. El
profesor Pellicer es, ademas, Jefe de Servicio de Obstetricia
y Ginecologia del Hospital Universitario Doctor Peset de
Valencia y Presidente de la Fundacion IVI para el Estudio de
la Reproduccién.
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Otros Premios y Distinciones:

Carlos Siman, Jefe del Banco de Lineas Celulares Troncales
Embrionarias del CIPF-FVIB recibi6 el Premio de Bioquimica-
Academia Il Milenio 2004, por la derivacion de las dos primeras
lineas de Células Madre Embrionarias de Espafia. M.| Academia
Mundial de Ciencias, Tecnologia, Educacion y Humanidades,
C.T.EH.

Regina Rodrigo, investigadora del CIPF-FVIB ha recibido el
Premio-Medalla Garcia Blanco para investigadores jévenes,
en su vigesimo cuarta convocatoria. El Premio-Medalla Garcia
Blanco lo otorga la Fundacién Valenciana de Investigaciones
Biomédicas, junto con la Fundacién Valenciana de Estudios
Avanzados, para premiar la actividad cientifica de jévenes
investigadores en las areas de Ciencias y Biomedicina. Pueden
optar a dicho premio los investigadores posgraduados de
ciencias bésicas y aplicadas de la Comunidad Valenciana con
menos de seis anos en posesion del titulo de Licenciatura.

Pilar Monfort, investigadora del CIPF-FVIB, ha recibido el
Premio Extraordinario de Doctorado en Medicina, por la
Universitat de Valéncia.

Anabel Gil, recibi6 el Premio Roche al mejor panel en el XXVII
Congreso de la SEBBM (Lérida)

PATENTES

Inventores:
Juan Saus, Fernando Revert y Francisco Revert-Ros.

Novel Goodpasture antigen-binding protein isoforms and
protein misfolded-mediated disorders

N. de solicitud:
60/445,043; 60/445,003 y 60/445,004 Pais de prioridad:
Estados Unidos.

Fecha de prioridad:
5.1.2003

N. de aplicacién internacional:
PCT/EPo4/01074 y WO 2004/070025.
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1. La Razén, 2 de julio de 2004 2. ABC, 25 de marzo de 2004 3. El Pais, 3 de
noviembre de 2004 4. El Mundo, 4 de noviembre de 2004 5. Levante, 12 de
noviembre de 2004 6. El Pais, 2 de julio de 2004 7. El Pais, 29 de marzo de
2004 8. Levante, 28 de diciembre de 2004 9. La Razdn, 25 de marzo de 2004
10. Levante, 16 de abril de 2004 11. Las Provincias, 9 de noviembre de 2004

12. El Mundo, 25 de marzo de 2004.
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