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Presentacion

Memoria 2015

Constituye un motivo de satisfaccion y un honor para mi
presentar esta Memoria Anual de Actividades del Centro de
Investigacién Principe Felipe, del que soy su Director desde
principios de Noviembre de 2015.

Quisiera, en primer lugar, expresar nuestro reconocimiento a la labor
realizada por D? Isabel Mufioz Criado, anterior Gerente del Centro, a
quien hago coparticipe de la presentacion de esta Memoria.

La publicacion de la Memoria Anual brinda la ocasién para hacer
balance de lo acontecido en los 12 meses anteriores, dejando
constancia de los logros conseguidos e identificando retos y objetivos
adn no alcanzados hacia los que dirigir la estrategia en el siguiente
ano.

En CIPF es una fundacion privada adscrita a la Conselleria de Sanidad
Universal y Salud Publica, cuyo objetivo es la investigacion basica 'y su
traslacion a la clinica. Ademas de generar el avance del conocimiento
de impacto biomédico sobre genes, mecanismos moleculares y
celulares de la enfermedad, medicina computacional, nanomedicina y
medicina regenerativa, en el CIPF queremos potenciar la traslacion de
la investigacion bien al sistema sanitario para la mejora de la salud de
los ciudadanos, bien al sistema productivo en forma de resultados
patentables o explotables.

Durante el afio 2015 el personal del CIPF fue de 135 personas, entre
personal fijo (62) y contratado por proyectos (70), a los que habria que
anadir personal de U.Mixtas, colaboradores y estudiantes en practicas.
Gracias al programa formativo del CIPF un total de 163 estudiantes
realizaron sus practicas y masters en el Centro, lo que pone de
manifiesto el gran atractivo que éste tiene para las futuras
generaciones de jovenes investigadores. Se han firmado convenios con
diferentes Universidades e Instituciones, nacionales y europeas, con el
fin de que sus estudiantes realicen estancias formativas en el CIPF,
financiados por diferentes programas, lo que implica una mayor
proyeccion y visibilidad del Centro. Ademas, dentro del ambito de la
formacién durante el afo 2015 se han llevado a cabo dos interesantes
programas: 1) La segunda edicion del programa DESCUBRE que
pretende acercar la investigacion biomédica a jovenes estudiantes, y
2) el Predoctoral Research Program cuyo objetivo es apoyar a los
investigadores predoctorales que realizan su actividad en el Centro.
Por (ltimo, merece ser mencionado que en el afio 2015 el CIPF acogi6
la organizacion del 22 Simposio de estudiantes predoctorales en
biomedicina de Valencia, que se celebré en el mes de Noviembre en el
CIPF, con gran éxito de participacion y alto nivel cientifico.

Los resultados cientificos obtenidos en el desarrollo de nuestras lineas
de investigacion han dado lugar a 109 publicaciones, estando 78 de
ellas en el primer quartil, lo que supone un 71,5% de las mismas. Por
otra parte, el factor impacto medio de las publicaciones fue de 5.62, lo
qgue es un exponente de la calidad de las mismas en las areas en las
gue centramos nuestras investigaciones.




El nimero de proyectos de investigacion financiados durante
2015 en convocatorias competitivas fue de 24, de los cuales 20
fueron nacionales y 4 internacionales. Ademas se financiaron
otros 5 proyectos a través de empresas o entidades nacionales
(2) e internacionales (3).

Como reconocimiento a la labor investigadora del personal del
Centro quisiera mencionar la concesién al CIPF del Premio Atos al
progreso digital por el proyecto “Diagndstico genémico para la
medicina personalizada” presentado por el Dr. Joaquin Dopazo.
Ademas, a la Dra. Maria Jesus Vicent se le concedié una ayuda
del Consejo Europeo de Investigacion (ERC), que esta
considerada como una de las mas prestigiosas de Europa. Por
otra parte, la Dras. Consuelo Guerri y Maria Jesis Vicent
recibieron el Premio a la actividad investigadora de la Conselleria
de Sanitat de la Generalitat Valenciana.

Ademas del desarrollo de los programas de investigacion, merece
ser destacado que el CIPF cuenta con unos servicios tecnolégicos
de apoyo a la investigacion de calidad y de vanguardia,
disponibles tanto para sus investigadores como para la
comunidad cientifica en general. Una de sus caracteristicas mas
atractivas es la amplitud de su catalogo, con tecnologia e
infraestructura de muy diversa indole. Algunos servicios
destacan por la singularidad de sus instalaciones y equipamiento
(@animalario con un area SPF para roedores, quir6fanos
experimentales, resonancia magnética nuclear), mientras que
otros lo hacen por su caracter traslacional o por el valioso
soporte cientifico-tecnolégico que brindan a sus usuarios
(Genética, Genodmica, Microscopia Electrénica y Confocal,
Citémica y Cribado)

Como he comentado al principio de esta presentacion, la
elaboracion de la Memoria Anual ademas de brindar la ocasién
de dejar constancia de los logros conseguidos sirve para
identificar retos y objetivos no alcanzados hacia los que dirigir la
estrategia el ano préoximo. En éste sentido, el objetivo
establecido es proporcionar un nuevo impulso al Centro que
debe concretarse en cambios en planteamientos cientificos y
econdmicos, lo que iremos abordando a lo largo del préximo afio.

Con la satisfaccion del trabajo realizado en el afio 2015, gracias a
la dedicacion y esfuerzo de todo el personal del CIPF, afrontamos
nuevos retos y objetivos, que pretenden situar al CIPF en unos
todavia mayores niveles de excelencia, comparable a los mejores
Centros dedicados a la investigacion biomédica.

Prof. Enrique Alborch Dominguez
Director
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Organizacion

Director
Prof. Dr. Enrique Alborch Dominguez
(Desde el 03 nov 2015)

Directora
Dra. Isabel Mufioz Criado
(Hasta el 02 nov 2015)

Programa de Deterioro neurolégico
Dr. Vicente Felipo Orts

Programa de las Enfermedades raras y genéticas
Dr. Francesc Palau

Programa de Gendmica computacional
Dr. Joaquin Dopazo Blazquez

Programa de los Mecanismo moleculares de la
enfermedad
Dra. Susana Rodriguez-Navarro

Programa de Terapias avanzadas
Dr. Antonio Pineda Lucena
(Hasta el 9jun 2015)

Patronato

Presidenta

Hon. Sra. Carmen Montén Giménez
Consejer a de Sanidad de Sanidad Universal
y Salud Pdblica Generalitat Valenciana
(Desde el 30 oct 2015)

Presidente

Hon. Sr. Manuel Llombart Fuertes

Consejero de Sanidad Generalitat Valenciana
(Hasta el 30 jun 2015)

Vicepresidente

Exmo. Sr. Santiago Grisolia
Presidente del Consejo Valenciano de
Culturay la Fundacion Valenciana de
Estudios Avanzados

Vocal

Exma. Sra. Dolores Salas Trejo
Secretaria Autonémica de Salud Piblica
y del Sistema Sanitario Plblico

(Desde el 30 oct 2015)

Vocal

Exmo. Sr. Luis Ibafiez Gadea

Secretario Autonémico de la Conselleria
de Sanidad y Salud Publica

(Hasta el 6 jul 2015)

Vocal

Exmo. Sr. Rafael Sotoca

Director General de Asistencia Sanitaria
(Desde el 30 oct 2015)

Vocal

Exmo. Sr. Manuel Yarza Canelles
Director General de Asistencia Sanitaria
(Hasta el 8 jul 2015)

Vocal

Exmo. Sr. Oscar Zurriaga LLoréns
Director General de Investigacion,
Innovacién, Tecnologia y Calidad
(Desde el 30 oct 2015)

Vocal

Exma. Sra.Teresa de Rojas Galiana
Directora General de Investigacion,
Innovacion, Tecnologia y Calidad
(Hasta el 8 jul 2015)



Centro de Investigacion Principe Felipe

Vocal

Exmo. Sr. Justo Herrera G6mez

Director General de Recursos Humanos y
Econdmicos

(Desde el 30 oct 2015)

Vocal

Exmo. Sr. Miguel Morales Linares
Director General de Recursos
(Hasta el 8 jul 2015)

Vocal

Prof. José Vte. Castell Ripoll

Director de la Fundacion de Investigacion del
Hospital La Fe y vocal en el Consejo Valenciano
de Cultura

Vocal

Prof. Rafael Carmena Rodriguez

Director de la Fundacion de Investigacion del
Hospital Clinico

Vocal

Prof. Federico V. Pallardé Calatayud
Decano de la Facultad de Medicina en la
Universidad de Valencia

Vocal
Dr. Antonio Pellicer Martinez

Director del Instituto Valenciano de Infertilidad

(V1)

Vocal

Mr. Vicente Boluda Fos

Presidente de la Fundacion Valenciana de
Estudios Avanzados

Vocal
Dr. Manuel Llombart Bosch
A titulo personal

Vocal
Dr. José Mir Pallardé
A titulo personal

Secretario no Patrono

D. Salvador Peir6 Moreno,

Subdirector General de Investigacion e
Innovacion

(Desde el 30 oct 2015)
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Consejo Cientifico

Prof. Jes(s Avila de Grado
"Severo Ochoa" Centro de Biologia Molecular

Prof. Claudio Stern
Universidad College London

Prof. Jesus Jimenez Barbero
Centro de Investigaciones Bioldgicas
(CIB-CSICQ)

Prof. Antonio Vidal Puig
Universidad de Cambridge

Prof. Angel Carracedo Alvarez
Universidad de Santiago de Compostela
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Misidon, Vision:

Memoria 2015

Nuestra vision es mejorar la salud de las
personas generando avances que constituyan
verdaderos hitos del campo de la

biomedicina.

Nuestra misidn es permitir la investigacion y
el desarrollo a los cientificos que trabajan en
nuestro centro, proporcionando a los
laboratorios un ambiente apropiado,
instalaciones, servicios y facilitar el enfoque
creativo, desafiante, colaborativo e
interdisciplinar, con el fin de desarrollar
proyectos de investigacion innovadores de

relevancia cientifica y social.
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Programas Cientificos 2015

El Centro cuenta con 5 programas cientificos:

1. Programa de Deterioro neurolégico, liderado
por el Dr. Felipo. Objetivo: Ser actores clave en
la comprensién de los mecanismos y el
tratamiento del deterioro neurolégico.

2. Programa de Enfermedades raras, liderado por
el Dr. Palau. Objetivo: Avanzar en la
comprensién, el diagnéstico y el tratamiento de
las enfermedades raras.

3. Programa de Mecanismos moleculares de la
enfermedad, liderado por la Dra. Rodriguez-
Navarro. Objetivo: Lograr el desarrollo de
nuevos enfoques de diagnédstico y nuevas
terapias.

4. Programa de Terapias avanzadas, liderado por el
Dr. Pineda. Objetivo: La caracterizacién de
dianas y mecanismos de la enfermedad como
base para el desarrollo de terapias.

5. Programa de Genémica Computacional,
liderado por el Dr. Dopazo. Objetivo: El
aprovechamiento del conocimiento genémico

para identificar los genes de las enfermedades.

13
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PROGRAMA DE DETERIORO
NEUROLOGICO

Director de programa: Dr. Vicente Felipo

Grupos de investigacion:

1 Neurobiologia. Investigador principal: Dr. Vicente Felipo.

2 Unidad Mixta de Imagen Biomédica CIPF-Fisabio. Investigador principal:
Dr. Vicente Felipo y Dra. Maria de la Iglesia.
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Neurobiologia

Investigador principal: Dr. Vicente Felipo

Investigadores Asociados: Investigadores Predoctorales: Colaboradores:

e Marta Llansola e Angel Fernandez-Cafiada e MariaJosé Escarti Fabra

e Vicente Hernandez Rabaza Vilata (Fisabio) (Fisabio)

e Andrea Cabrera e Belén Gémez Garcia e José Molina Mate(Fisabio)

e Michele Malaguarnera e Raquel Garcia Garcia e Carmina Montoliu (ncliva)
e Majedeline Belghit e Alba Mangas (incliva)

e Sherry Dadsetan
e AnaAgusti
e Amparo Urios

e lucasTaoro

e Tiziano Balzano

e Kaoutar Addaoudi
Técnicos

e  Mar Martinez Garcia

e MariCarmen Castro Quero
e Francisca Sellés Sorli

e Sandra Moreno

e Jorge Isnardo Altamirano
(Fisabio)

e Jose Miguel Calderdn Terol
(Fisabio)
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1. Resumen

NEUROCIPF realiza investigacion basica y traslacional sobre las alteraciones cognitivas, motoras,
del suefio y en ritmos circadianos en diferentes situaciones patolégicas, incluyendo: encefalopatia
hepéatica (EH) minima y clinica, hiperamonemia y exposicion a contaminantes ambientales y
alimentarios. También aplicamos un amplio rango de metodologias en otras situaciones
patolégicas. Nuestros objetivos son:

En modelos animales
1. |dentificar mecanismos moleculares del deterioro neurolégico.
2. ldentificar nuevas dianas terapéuticas para su tratamiento.
3. Disefiar y ensayar nuevos procedimientos terapéuticos para revertir el deterioro
neurolégico.

En pacientes
1. Estudiar los mecanismos, diagnéstico y tratamiento del deterioro neurolégico.
2. Trasladar a la clinica los tratamientos terapéuticos identificados en modelos animales.
3. lIdentificar nuevos procedimientos diagndsticos tempranos
4. Llevar a la practica clinica los procedimientos diagndsticos identificados.

Una vez identificada la alteracién molecular, intentamos restaurar la funcién cerebral y
neurolégica mediante tratamientos farmacolégicos. Hemos conseguido: 1) prevenir la muerte
inducida por intoxicacién aguda por amonio; 2) prolongar y aumentar la supervivencia en modelos
de fallo hepético agudo; 3) restaurar la capacidad de aprendizaje en ratas con encefalopatia
hepética; 4) revertir su hipoquinesia; 5) identificar y patentar el primer marcador en sangre (3-
nitro-tirosina) (til para el diagndstico temprano de la EH minima en cirréticos

2. Resultado de la investigacion

Algunos de los resultados mas relevantes del afio son:

1. El aumento de estrés oxidativo y de peroxinitrito median los efectos sinérgicos de
hiperamonemia e inflamacion en la induccion de alteraciones cognitivas y motoras en pacientes
con EHM.

Los pacientes con cirrosis hepatica pueden sufrir encefalopatia hepatica minima (EHM), con
enlentecimiento psicomotor y deterioro cognitivo leve. Hemos estudiado a) si los pacientes con
EHM presentan mas estrés oxidativo que los pacientes sin EHM; b) si el estrés oxidativo
correlaciona con las alteraciones neurolégicas en los pacientes con EHM.

Comprobamos que los pacientes con EHM tienen aumentado el estrés oxidativo en sangre, con
aumento de la peroxidacion lipidica, oxidacion del ADN, carbonilacién de proteinas, nitrotirosina y
de la relacién GSSG/GSH y reduccion de los niveles de GSH. Los niveles en sangre de marcadores
de estrés oxidativo (relacion GSSG/GSH vy nitrotirosina) correlacionan con los déficits de atencion
y de coordinacion motora. Esto sugiere un papel relevante del estrés oxidativo en la induccion del
deterioro cognitivo y motor. Proponemos que el estrés oxidativo y la formacién de peroxinitrito
mediarfan los efectos sinérgicos de la hiperamonemia y la inflamacién en las alteraciones
cognitivas y motoras en pacientes con EHM. Giménez-Garzé et al Antioxidant Redox Signaling

20



Centro de Investigacion Principe Felipe Memoria 2015

2. Modulacion de los receptores GABA, por neurosteroides. Un nuevo concepto para mejorar la
funcion cognitiva y motora en pacientes con encefalopatia hepatica.

La EHM es un serio problema de salud, social y econémico que afecta la calidad de vida y la
supervivencia de millones de personas. No existen tratamientos especificos para la EHM. Estudios
del grupo muestran que la modulacién de la neurotransmision GABAérgica mediante diferentes
tratamientos permite restaurar algunas funciones cognitivas y motoras en ratas con EHM. Hemos
demostrado que el compuesto GR3027, sintetizado por la compafiia sueca Umecrine:
a) reduce la potenciacion por
neuroesteroides de la activacion
de receptores GABA,
b) restaura la coordinacidn
motora en el test del beam
walking en ratas con
hiperamonemia crénica 6 con
EHM debida a anastomosis
porta-cava (PCS)
¢) recupera la memoria espacial
en el test del Morris water maze
d) recupera el aprendizaje
espacial en el test del radial
maze
Esta es una nueva aproximacion
terapéutica que puede mejorar
la funcién cognitiva y motora en
pacientes con cirrosis y EHM.
Ver Figura 1.
Johansson et al, Am | Physiol.
Gastrointestinal & Liver
Physiology
Agusti et al, Journal of Steroid
Biochemistry —and  Molecular
Biology

Figura 1. Mecanismos por los que la
hiperamonemia altera la funciéon de la
via glutamato-NO-cGMP en cerebelo y
el aprendizaje (A) y por los que la
reduccion del tono GABAergico los
mejora (B). Agusti et al, Journal of
Steroid Biochemistry and Molecular
Biology 2015.

3. Diferencias de género en el aprendizaje especial, actividad sinaptica y potenciacion a largo
plazo en hipocampo. Mecanismos moleculares.

Se sabe que, en diferentes especies incluidas la humana y las ratas, las hembras tienen menor
capacidad que los machos para el aprendizaje espacial y menor memoria espacial. En este articulo
se identifican mecanismos moleculares que contribuyen a estas diferencias. Se muestra que las
ratas hembra tiene menor memoria y capacidad de aprendizaje espaciales en los tests del Morris
water maze y del radial maze, y menor magnitud de la potenciacién a largo plazo (LTP) en
hipocampo que los machos. Esto es debido a una menor translocacion a la membrana sinaptica de
la subunidad GluR1 del receptor AMPA por menor fosforilacién en la serina 845. Esto es debido a
un menor aumento de GMPC y de la activacién de la PKG. Estas alteraciones contribuirian a la
menor memoria y capacidad de aprendizaje espaciales de las hembras.

Monfort et al. ACS Chemical Neuroscience
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4. El sildenafilo reduce la neuroinflamacion y restaura es aprendizaje espacial en ratas con
encefalopatia hepatica. Mecanismos moleculares implicados.

No existen tratamientos especificos para las alteraciones neurol6gicas de los pacientes cirréticos
con encefalopatia hepatica minima (EHM) 6 clinica (EH). Los objetivos de este estudio eran: a)
averiguar si las ratas con EH presentan neuroinflamacion en hipocampo; b) si el tratamiento con
sildenafilo reduce la neuroinflamacion y restaura el aprendizaje espacial y c) analizar los
mecanismos moleculares implicados. Comprobamos que las ratas con EH tienen aumentados la
IL-1b y TNF-ay la fosforilacion de la MAP-quinasa p38 en hipocampo. La expresién en membrana
de las subunidades a1 de receptores GABAA y GluR2 de los receptores AMPA esta aumentada y la
de las subunidades GluR1 de AMPA y NR1y NR2a de receptores NMDA disminuidas en hipocampo
de ratas con EH. Esta va asociado a una disminucién del aprendizaje espacial en los laberintos
radial y acuatico de Morris.

El tratamiento con sildenafilo normaliza los niveles de IL-1b y TNF-a y de la fosforilacion de la MAP-
quinasa p38 y la expresion en membrana de los receptores GABAA, AMPA y NMDA vy restaura el
aprendizaje espacial. Estos resultados muestran que la neuroinflamacién y el aumento de IL-1b
alteran la neurotransmision GABAergica y glutamatérgica en hipocampo y reducen el aprendizaje
espacial en ratas con EH. El sildenafilo reduce la neuroinflamacion y restaura el aprendizaje. Los
inhibidores de fosfodiestarasa 5 pueden mejorar la funcién cognitiva en pacientes cirr6ticos con
EHM. Ver Figura 2.

Hernandez-Rabaza et al, Journal of Neuroinflammation

Figura 2. Mecanismos por los que
neuroinflamacién altera la
neurotransmisiéon en hipocampo y el
aprendizaje espacial (A) y por los que el
tratamiento con sildenafilo los restaura
(B). Hernandez-Rabaza et al, Journal of
Neuroinflammation. 2015
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Patentes

Autores: Magnus Doverskog (Stockholm,
Sweden); Hanns Mohler (Maennedorf,
Switzerland), Vicente Felipo (Naquera,
Spain) and Torbjorn Bdckstrom (Umeg,
Sweden)

Titulo: Compound 3a-ethynyl, 3B-hydroxy,
androstan-17-one oxime or a
pharmaceutically acceptable salt thereof, for
use in treatment of hepatic encephalopathy
N2 de solicitud: Swedish Patent Office
application number SE1450089-6. 2014
International  Patent  Application  No.
PCT/GB2015/050060 filed on 14 January 2015
Empresa solicitante: Umecrine Cognition AB
(Company registration no. 556698-3655),
residing at Fogdevreten 2, SE-171 65 Solna,
Sweden

Publicaciones

1. Gimenez-Garzé6 C, Urios A, Agusti A,
Gonzalez-Lépez O, Escudero-Garcia D,
Escudero-Sanchis A, Serra MA, Giner-
Durédn R, Montoliu C and Felipo V. (2015)
“ls cognitive impairment in cirrhotic
patients due to increased peroxynitrite
and oxidative stress?” Antioxidant Redox
Signaling; 22(10):871-877.

2. Giménez-Garzé C, Salhi D, Urios A, Ruiz-
Sauri A, Carda C, Montoliu C and Felipo V.
(2015) “Rats with mild bile duct ligation
show hepatic encephalopathy with
cognitive and motor impairment in the
absence of cirrhosis: effects of alcohol
ingestion”.  Neurochemical Research;
40(2):230-40.

3. Llansola M, Montoliu C, Agusti A,
Hernandez-Rabaza V, Cabrera-Pastor A,
Gomez-Gimenez B, Malaguarnera M,
Dadsetan S, Belghiti M, Garcia-Garcia R,
Balzano T, Taoro L and Felipo V. (2015)
“Interplay between glutamatergic and
GABAergic neurotransmission alterations
in cognitive and motor impairment in
minimal hepatic encephalopathy”.
Neurochemistry International 88, 15—-19
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Animacion

En 2015 hemos disefiado y realizado una
animacién-video que resume los resultados
del grupo sobre las alteraciones de la via
glutamato-oxido nitrico-GMPc en
encefalopatia hepatica, su papel en el
deterioro  cognitivo asociado 'y que
tratamientos farmacolégicos pueden
revertirlos. El video estd disponible en la
pagina web del grupo y en YouTube:
http://www.neurocipf.es/web/neurocipf/vid
€0s
https://www.youtube.com/watch?v=iCx7Bu
MXKd]I

4. Llansola M, Montoliu C, Agusti A,

Hernandez-Rabaza V, Cabrera-Pastor A,
Malaguarnera M, Gomez-Gimenez B, Orts
A, Garcia-Garcia R, Balzano T, Taoro L and
Felipo V. (2015) “Translational research in
hepatic encephalopathy: New diagnostic
possibilities and new therapeutic
approaches”. New Horizons in
Translational Medicine 2, 39-43

5. Balaguer S, Diaz L, Gomes A, Herrera G,

0'Connor JE, Urios A, Felipo V, Montoliu C.
(2015) “Real-time cytometric assay of
nitric oxide and superoxide interaction in
peripheral blood monocytes: A no-wash,
no-lyse kinetic method”. Cytometry B Clin
Cytom. 2015

6. Felipo V. Neurobiology of ammonia. In

eBook: Current Approach to
Hyperammonemia. Heberle ) (Ed.). Future
Medicine, London, UK. DOI:
10.2217/FMEB2013.13.204 (2015) 24-38

7. Felipo V, Piedrafita B, Barios JA, Agusti A,

Ahabrach H, Romero-Vives M, Barrio LC,
Rey B, Gaztelu JM and Llansola M. (2015)
“Rats with minimal hepatic
encephalopathy show reduced cGMP-
dependent protein kinase activity in
hypothalamus correlating with circadian
rhythms  alterations”.  Chronobiology
international. 32(7):966-79
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https://www.youtube.com/watch?v=iCx7BuMXKdI
https://www.youtube.com/watch?v=iCx7BuMXKdI

10.

11.

12.

13.

Monfort P, Gomez-Gimenez B, Llansola M
and Felipo, V. (2015) “Gender differences
in spatial learning, synaptic activity and
long-term potentiation in hippocampus in
rats”. Molecular mechanisms. ACS
Chemical Neuroscience. 19;6(8):1420-7

Johansson M, Agusti A, Llansola M,
Montoliu C, Stromberg ], Malinina E,
Ragagnin G, Doverskog M, Backstrom T,
Felipo V. (2015) “GR3027 antagonizes
GABAA receptor potentiating
neurosteroids and restores spatial
learning and motor coordination in rats
with  chronic hyperammonemia and
hepatic encephalopathy”. Am ] Physiol.
Gastrointestinal & Liver Physiology
309(5):G400-9

Montoliu C, Llansola, M, Felipo, V. (2015)

“Neuroinflammation and neurological
alterations in chronic liver diseases”.
Neuroimmunology and

Neuroinflammation. 2, 138-144

Agusti A, Llansola M, Hernandez-Rabaza
V, Cabrera-Pastor A, Montoliu C, Felipo V.
“Modulation of GABA, receptors by
neurosteroids. A new concept to improve
cognitive and motor alterations in hepatic
encephalopathy" Journal of Steroid
Biochemistry and Molecular Biology

Hernandez-Rabaza V, Agusti A, Cabrera-
Pastor A, Fustero S, Delgado O, Taoro-
Gonzalez L, Montoliu C, Llansola M and
Felipo V. (2015) “Sildenafil reduces
neuroinflammation and restores spatial

learning  in rats  with hepatic
encephalopathy”. Underlying
Mechanisms. Journal of

Neuroinflammation 12:195

Tenorio-Laranga J, Montoliu C, Urios A,
Hernandez-Rabaza V, Ahabrach H, Garcia-
Horsman A, Felipo V. (2015) “The
expression levels of prolyl oligopeptidase
responds to neuroinflammation but also
to systemic inflammation upon liver
failure in rat models and cirrhotic
patients”. Journal of Neuroinflammation.
12(1):183.
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14. Cabrera-Pastor A, Taoro L, Llansola M,

and Felipo V. “Roles of NMDA receptor
and EAAC1 transporter in modulation of
extracellular glutamate by low and high
affinity AMPA receptors in cerebellum in
vivo. Differential alteration in chronic
hyperammonemia”. ACS Chem Neurosci
2015 Oct 13. [Epub ahead of print]

Congresos y ponencias

Ponente invitado en:

1.

8th International Meeting on: "Steroids
And Nervous System", 16-20 Febrero,
2015. (Turin, Italia)

Symposium “Developmental
neurotoxicity and chemical exposure.
New strategies in the testing lab and the
real world”, Diciembre 7-8, 2015.
(Amsterdam, Holanda)

Otros Congresos y ponencias:

3.

8th International Meeting on Steroids and

Nervous System. Conferencia Invitada
"Modulation of GABAa receptors by
steroids. A new concept to improve

cognitive and motor alterations in hepatic
encephalopathy”. Agusti A, Llansola M,
Hernandez-Rabaza V, Montoliu C, Felipo V
(Turin, Italia)

40 Congreso de la Asociacién Espafola

para el Estudio del Higado (AEEH).
Comunicacién Oral 'Antagonistas del
receptor NMDA prolongan la

supervivencia en ratas con fallo hepatico
agudo por un doble mecanismo protector
en rifion y cerebro”. Felipo V (Madrid,
Espafa)

40 Congreso de la Asociacién Espafola
para el Estudio del Higado (AEEH). Pdster
"La medida no invasiva de flujo cerebral
por “arterial spin labeling” detecta la

encefalopatia hepéatica minima. ". Carla
Gimenez-Garz6, Amparo Urios, Ana
Agusti, Raquel Garcia, Alba Mangas-

Losada, Amparo  Escudero-Sanchis,
Desamparados Escudero-Garcia, Olga
Gonzalez, Miguel A Serra, Remedios
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10.

Giner-Duran, Vicente Belloch, Vicente
Felipo, Carmina Montoliu. (Madrid,
Espafia)

FRB CIPF. Ponencia "'Extracellular cGMP
modulates learning ability by modulating
the glutamate-nitric oxide-cGMP pathway.
Molecular mechanisms. Implications in
hepatic encephalopathy”. Cabrera,
Andrea (Valencia, Espafa)

16TH National Congress of SENC
(Sociedad Espanola de Neurociencia).
Comunicacién "'Learning and memory
impariment in chronic liver failure: role of
altered membrane expression of
glutamate and GABA receptors in
hippocampus". Lucas Taoro(Granada,
Espafia)

5oth Annual meeting of the European
Association for the Study of the Liver
(EASL). Comunicacién oral ''La medida no
invasiva de flujo cerebral por “arterial
spin labeling” detecta la encefalopatia
hepatica minima. ". Amparo Urios, Carla
Gimenez-Garz6, Alba Mangas-Losada,
Raquel Garcia, Ana Agusti, Amparo
Escudero-Sanchis, Desamparados
Escudero-Garcia, Olga Gonzalez, Miguel A
Serra, Remedios Giner-Duran, Vicente
Belloch, Vicente Felipo, Carmina
Montoliu. (Viena, Austria)

16TH National Congress of SENC
(Sociedad Espafola de Neurociencia).
Péster ''Patients with minimal hepatic
encephalopathy show increased oxidative
stress correlation with cognitive and
motor impairment. ". A Mangas-Losada, R
Garcia-Garcia, C Gimenez-Garz6, A Agusti,
A Urios, O Gonzalez-Lépez, D Escudero-
Garcia, A Escudero-Sanchis, MA Serra, R
Giner-Duréan, V Felipo, C
Montoliu(Granada, Espafia)

16TH National Congress of SENC
(Sociedad Espafiola de Neurociencia).
Péster "'Increased 3-Nitrotyrosine is
associated with reduced White matter
microstructural integrity and cognitive
deficits in minimal hepatic
encephalopathy.” C Montoliu, A Urios, C
Giménez-Garz6, R Garcia-Garcia, A
Mangas-Losada, H Nauges, C Forn, C

11.

12.

13.

Memoria 2015

Avila, O Gonzalez, MA Serra, R Giner-
Durén, V Belloch, V Felipo(Granada,
Espafia)

IBRO - 9th World Congress International
Brain Research Organization.
Comunicacién oral ''Roles of NMDA
receptor and EAAC1 transporter in the
modulation of extracellular glutamate
levels by low and high affinity AMPA
receptors in cerebellum in vivo.
Alterations in chronic hyperammonemia".
Andrea Cabrera-Pastor; Lucas Taoro;
Marta Llansola; Vicente Felipo.(Rio de
Janeiro, Brasil)

47th Annual Meeting of American Society

for Neurochemistry. Conferencia invitada

""The devastating effect of liver disease on
the brain". Vicente Felipo(Denver, USA)

26th Annual Meeting Society of
Environmental Toxicology and Chemistry
(SETAQ), Europe. Developmental
neurotoxicity assessment of chemical
exposure in children: weight of evidence
combining in vivo behaviour effects with
metabolomic and proteomic studies. Pim
Leonards, Sara Tufi, Marta Llansola, Belen
Gomez-Gimenez, Stephan Jung, Vicente
Felipo. 22—26 May 2016 (Nantes, Francia)

Miembro del consejo editorial de las
siguientes revistas cientificas:

1.

10.

International Journal of Molecular
Medicine,

World Journal of Gastroenterology,
Open Gastroenterology Journal,
Journal of Hepatology,

Review Editor de Frontiers in
Neuroenergetics,

World Journal of Experimental Medicine,

Neuroimmunology and
Neuroinflammation,

New Horizons in Translational Medicine,
The Open Journal of Medicine,

International Journal of Neurology
Research
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Participaciéon en Comités internacionales

1.

External Review Working Group (ERWG)
de la European Food Safety Authority
(EFSA)

Action Group A3 on "Prevention and early
diagnosis of frailty and functional decline,
both physical and cognitive, in older
people” del European Innovation
Partnership on Active and Healthy Ageing
(EIP on AHA) de la Comisién Europea.

Global Translational Medicine Consortium
(GTMC) de la European Society for
Translational Medicine.

Expert Panel on Neuroscience of the
European Society for Translational
Medicine, Management Activities

Miembro de la Comision Académica del
Programa de Doctorado en Neurociencias
de la Universidad de Valencia

Miembro del Comité de Expertos de la
Comunidad Valenciana como Asesores
para el Museo de las Ciencias “Principe
Felipe”.

Director del Programa de Deterioro
Neurolégico, Centro de Investigacion
Principe Felipe.

Actividades de Formacion

Profesor del “Master de Enfermedades
Neuroldgicas” Biotecnologia. Universidad
Politécnica de Valencia

Profesor del “Master en Neurociencias
Basicas y Aplicadas”. Universidad de
Valencia”

Colaboraciones

1.

Dr. Roberta Pastorelli del Instituto de
Recerche di Farmacologiche Mario Negri.
(Milan, Italia)

Dr. Jan Albrecht y Dra. Magdalena
Zielinska del Medical Research Centre of
Warsaw, Dept. of Neurotoxicology.
(Varsovia, Polonia)

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Deterioro Neuroldgico

Dr. J. Arturo Garcia-Horsman de la
Universidad de Helsinki  (Helsinki,
Finlandia)

Dr. Per Eriksson de la Universidad de
Uppsala, Dept. of  Environmental
Toxicology. (Uppsala, Suecia)

Dr. Yann Chomis y Dr. Didier Neuzeret de
View Point, S.A. (Lyon, Francia)

Dr. Diego Golombek de la Universidad
Nacional de Quilmes. (Buenos Aires,
Argentina)

Dr. Mohamed Errami y Dr. Nisrin El Mlili
de la Universidad de Abdelmalik Essadi-
Tetuan, Dept. de Biologie. (Tetuan,
Marruecos)

Dr. Remko Westerink de la Universida de
Utrecht, Neurotoxicology Research Group,
Toxicology Division, Institute for Risk
Assessment Sciences. (Utrecht, Holanda)

Dr. Nouria Lakhdar-Ghazal de Ila
Universidad  Mohamed V. (Rabat,
Marruecos)

Dr. Tomas Guilarte de Universidad de
Columbia, Dept. of Environmental Health
Sciences. (New York, USA)

Dr Emilio Soria-Juanjo Garces. DAL,
Intelligent Data Analysis Laboratory,
Escuela Técnica Superior de Ingenieria,
Valencia, Espafa

Dr. Juan Guerrero, Dr. Rafael Magdalena,
Dr. Manel Lavilla.  Dpto. Ingenieria
Electronica. Escuela Técnica Superior de
Ingenieria. Universidad de Valencia.
Espana.

Dr. Sebastian cerdan y Dra. Pilar Lopez-
Larrubia del Instituto Investigaciones
Biomédicas Albersto Sols (IIBM-CSIC),
Inst. Investigaciones Biomédicas Madrid.
(Madrid, Espaiia)

Dr. Luis C. Barrios y Dr. José M Gaztelu del
Hospital Ramén y  Cajal, Dept.
Electrofisiologia. (Madrid, Espafia)

Dr. Maria Teresa Miras Portugal de la
Universidad Complutense de Madrid,
Dept. Bioquimica y Biologia Molecular.
Facultad de Veterinaria. (Madrid, Espana)
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16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Dr. Jorge Arias de la Universidad de
Oviedo, Facultad de Psicologia,
Departamento de Psicologia. (Oviedo,
Espana)

Dr. José Luis Cantero de la Universidad de
Sevilla, Laboratorio  de neurociencia
funcional. Departmento de fisiologia,
anatomia y biologia celular. (Sevilla,
Espafia)

Dr. Vicent Yusd y Dra. M2 Teresa
Rebagliato del  Centro Superior de
Investigacion en Salud Pdblica (CSISP).
(Valencia, Espana)

Dr. Vicente Belloch de Exploraciones
Radioldgicas Especiales (ERESA).
(Valencia, Espana)

Dra. Olga Gonzalez y Dra. Remedios Giner
del Hospital Arnau de Vilanova, Digestivo.
(Valencia, Espana)

Dr. Fermin Ordofio y Dra. Marfa Rueda del
Hospital Arnau de Vilanova,
Neurofisiologia. (Valencia, Espaiia)

Dr. Miguel Serra, Dr. Juan del Olmo y Dr.
Abdallah Wassel del Hospital Clinico de
Valencia, Hepatologia. (Valencia, Espaiia)

Dr. Martinez Valls y Miguel Civera,
Hospital Clinico de Valencia,
Endocrinologia. (Valencia, Espafia)

Dra. Esperanza Jorda, Dra. Encarna
Montesinos y Dra. Inmaculada Molina;
Hospital Clinico de Valencia,
Dermatologia. (Valencia, Espafia)

Dr. Antonio Ferrandez, Hospital Clinico de
Valencia, Anatomia Patoldgica. (Valencia,
Espafia)

Dr. Joaquin Ortega y Dr. Norberto
Casinello, Hospital Clinico de Valencia,
Cirugia. (Valencia, Espafa)

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.
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Dr. A. Miguel y Dr. Isidro Torregrosa del
Hospital Clinico de Valencia, Nefrologia.
(Valencia, Espana)

Dr. José Luis Ledn y Dr. Roberto Aliaga del
Hospital Clinico de Valencia, Resonancia
Magnética. (Valencia, Espafia)

Dr. Enrique Noé, Hospital NISA Valencia al
Mar, Neuro-Rehabilitacion.  (Valencia,
Espafia)

Dr. Carmina Montoliu, INCLIVA.

(Valencia, Espafia)

Dr. Manuel Pérez Alonso y Dr. Javier
Garcia Planells del Instituto de Medicina
Gendémica (IMEGEN). (Valencia, Espafia)

Dr. Carmen Carda y Dra. Amparo Ruiz de
la Universidad de Valencia, Histologia.
(Valencia, Espana)

Dr. Garcia Verdugo de la Universidad de
Valencia, Neurobiologia Comparativa,
Instituto Cabanilles. (Valencia, Espafia)

Dr. Pedro Valero y Dra. Mar Sanchez de la
Universidad de Valencia, Psicologia.
(Valencia, Espana)

Dr. César Avila y Dra. Cristina Forn,
Universidad Jaime | de Castellon,
Departamento de Psicologia Basica,
Clinicay Psicobiologia. (Valencia, Espafia)

Dr. Antonio Ferrer-Montiel, Universidad
Miquel Hernandez de Elche, Instituto de
Biologia Molecular y Celular. (Valencia,
Espafia)

Dr. Beatriz Rey, Universidad Politécnica
de Valencia, Instituto de investigacion en
Bioingenieria y tecnologia orientada al ser
humano-I3BH. (Valencia,Espafa)
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Imagen biomédica. unidad mixta ciPF-FIsABIO

Investigador principal: Dr. Vicente Felipo- Dra. Maria de la Iglesia Vaya

Investigadores Predoctorales: Colaboradores:

e Angel Fernandez-Cafiada e MariaJosé Escarti Fabra
Vilata (Fisabio) (Fisabio)

Técnicos e José Molina Mateo (Fisabio)

o Jorge Isnardo Altamirano e Carlos Martinez Riera
(Fisabio) (Fisabio)

e Jose Miguel Calderén Terol
(Fisabio)

29



Deterioro Neuroldgico

1. Resumen

La investigacion de la Unidad Mixta se centra esencialmente en el estudio de la Conectividad
Cerebral. El cerebro es una compleja red de regiones interconectadas tanto estructural como
funcionalmente. La comunicacién funcional entre regiones del cerebro juega un papel clave en los
procesos cognitivos. Las actividades mentales implican la activacién de redes neuronales en las
que participan areas cerebrales diferentes creando circuitos para la realizacion de funciones
cognitivas complejas. El analisis de la conectividad cerebral permite entender la organizacion del
cerebro humano, cémo se activan distintas redes neuronales para realizar distintas tareas o cdmo
se alteran los patrones de activacidn en situaciones patolégicas.

La Unidad utiliza y desarrolla metodologias para detectar y cuantificar estos tipos de conectividad
y su relacién con la funcién cerebral. Combina distintas técnicas matematicas para analizar las
imagenes, las interpreta y las integra con el conocimiento biolégico y médico para obtener
modelos que expliquen y predigan el funcionamiento cerebral en condiciones normales vy
patolégicas. Los objetivos son avanzar en el conocimiento de los mecanismos implicados en el
deterioro neurolégico en distintas situaciones patoldgicas, entender mejor sus causas, desarrollar
procedimientos diagndsticos tempranos del deterioro cognitivo y evaluar la utilidad de
procedimientos terapéuticos para revertirlo o prevenirlo.

2. Resultado de la investigacion

Durante este segundo ano, la Unidad Mixta ha continuado avanzado en su consolidacion. Ademas
de los avances descritos en la memoria del laboratorio de Neurobiologia, algunos datos
relevantes son:

Ratificacion del nodo “Population Imaging Node of Valencia” (uno de los cinco nodos ratificados
espaiioles) por parte de la EuBI Interim Board.

Ratificados como uno de los 28 centros de imagen candidatos para convertirse en la primera
generacion de Nodos de la EuBl. Estos nodos proporcionan, a los usuarios de las diferentes
comunidades nacionales de investigacion, acceso a las tecnologias de adquisicion de diversos
tipos de imagen.

Implementacion de los perfiles de confidencialidad del estandar DICOM y Control de Calidad
(QC) en Imagen Médica Digital para proyectos de I+D+i.

Uno de los problemas fundamentales con los que se encuentran los investigadores cuando se
aplican técnicas de analisis de imagen biomédica es la heterogeneidad y la mala accesibilidad a
las infraestructuras existentes o incluso el desconocimiento de las mismas. Es importante que los
contenidos almacenados posean indicadores de calidad para informar a los investigadores sobre
la naturaleza de los datos. Igualmente es fundamental que los datos estén debidamente
anonimizados, ya que se trata de un derecho fundamental de las personas que cedieron los
mismos.

Big Data en Imagen Médica Digital Poblacional.

Dado que un dato por si mismo no constituye informacién, actualmente existe la tendencia y/o
necesidad de procesar enormes cantidades de estos items con el objetivo de extraer valor
(informacidn) para facilitar la posterior toma de decisiones en casos como los analisis de negocio,
sistemas publicitarios, enfermedades infecciosas y seguimiento de tendencias en la poblacion.

El tratamiento a ofrecer desde el proyecto de Gestion de la Imagen Médica Digital poblacional de
la Conselleria de Sanitat (GIMD) dentro del eje I+D+i, es la incorporacion de inteligencia, dandole
un enfoque muy traslacional a la practica clinica y no tanto a la investigacion.
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BIMCV: Sinergia entre Peta bytes de datos de imagenes médicas de la poblacion, el diagndstico
asistido por ordenador y la AVR.

El objetivo principal del nodo BIMCV "Banco de Datos de Imagen Médica de la Comunidad
Valenciana" es la creacion de una infraestructura con almacenamiento masivo, varios indices de
control de calidad de imagen, pixel, anonimizacién DICOM (a través de GIMD el proyecto de la
Consejeria de Salud en la Region Valenciana) y las capacidades de modelado computacional. El
objetivo es transformar el BIMCV en un area para el desarrollo del Sistema de Adquisicién y
Diseminacién de imagenes (SADI), que tiene como principal objetivo que BIMCV se convierte en
un entorno para la innovacién de las intervenciones y la gestion de la salud. Todo esta basado en
la arquitectura de la nube CEIB (de la Iglesia et al, 2011;.. Salinas et al, 2012).

Infraestructura de nube de computacion escalable de Poblacion de imagen bancos de datos.

El articulo describe la arquitectura de software disefiado para hacer frente a la demanda de la
informatica de uso de la investigacién de los datos complejos a partir del Biobanco de Imagenes
del Ministerio de Sanidad de la Comunidad Valenciana (CS). Se propone el uso de clisteres
virtuales auto-configurado en la parte superior de las infraestructuras en las instalaciones y en la
nube publica. Se utiliza un modelo basado en las recetas y configuracion automatica para
implementar clisteres elasticas virtuales que se ajustan a la carga de trabajo real del estudio, por
lo tanto, la reduccién de los costos de operacién y evitar la necesidad de inversiones iniciales.
Todo el software utilizado es liberado bajo licencias de c6digo abierto.

Evaluacion positiva de EuroBiolmaging (EuBi) por la Comision Europea para recibir una
financiacion para su desarrollo en el marco de H2020.

La propuesta seleccionada cuenta con la participacion del nodo Valenciano en Imagen Médica. Se
aporta el Banco de Imagen de la Conselleria de Sanitat (BIMCV) y se asegura la presencia
valenciana en el consorcio europeo ademas de consolidar su presencia en sus estructuras de
gobierno durante el periodo interino hasta su establecimiento formal.

Reconocimiento por parte del comité cientifico de la Asociacion Valenciana de Informaticos
Sanitarios (AVIS@).

Se reconocié con un premio en el IV concurso de posters a Maria de la Iglesia Vaya, PhD, Angel
Fernandez-Cafiada Vilata, MSc, y Jorge Isnardo Altamirano, MSc (miembros del CEIB-CS),
celebrado en la VIl Jornada Técnica AVISA: "Movilidad, Seguridad, Privacidad y Bl en Sanidad".

Reconocimiento por parte del Comité Cientifico de la Sociedad Espaiiola para el Estudio de las
Enfermedades del Raquis

Se reconoci6 con el SEGUNDO PREMIO de las Comunicaciones Orales del XXIX Congreso Nacional
de la Sociedad Espanola de Columna Vertebral (GEER), celebrado los dias 5y 6 de junio de 2015
en Malaga, a la comunicacion titulada, "Estudio de la sincronizacion de la red sensorimotora
cerebral mediante RMN funcional en estado de reposo en escoliosis Idiopatica”.
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Difusion.

Figura 1. Andlisis de Anisotropia Fracional en Imagen de Resonancia Magnética potenciada en

Animaciones

Se ha habilitado en youtube el canal
CEIB-CS, en donde se incorporan los
videos y animaciones realizados por la
Unidad Mixta Fundacién FISABIO — Centro
de Investigacion  Principe  Felipe:
https://www.youtube.com/channel/UCmmJ
ZT8F00opQlUzwmBggKaQ

Publicaciones

1. M de la Iglesia-Vaya, JM Salinas, GM
Rojas, JC Pérez Cortés, R Llobet, MA
Cazorla, J Martinez, L Marti-Bonmati, |
Blanquer, M Regafia, JM Puig. “BIMCV:
Synergy between Peta Bytes of data in
population medical imaging, computer
aided diagnosis and AVR”. Studies in
health technology and informatics, 210,
2015.987-9.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2
5991334

2. lIgnacio Blanquer, Miguel Caballer, Luis
Marti-Bonmati, Angel Alberich-Bayarri,
Marfa de la Iglesia, Jacobo Martinez. “A
Cloud Infrastructure  for  Scalable
Computing on Population Imaging
Databanks”. International Journal of
Image Mining, 2015, DOI:
10.1504/1J)IM.2015.073015.

Jornadas

1. Gonzalo Rojas Costa and Jorge Fuentes,
Marcelo Galvez, Maria de la Iglesia-Vaya,
Daniel Margulies. “Augmented Reality
rsfc-MRI Visualization Application:
ARIBraiN3T, iBraiN, iBraiNEEG”.
Organization for Human Brain Mapping,
Hawaii; 06/2015.

2. Maria de la Iglesia, José Maria Salinas,
Montse Robles, José Miguel Puig.
“Implementaciéon de los perfiles de
confidencialidad del estandar DICOM vy
Control de Calidad (QC) en Imagen
Médica Digital para proyectos de |+D+i”.
VIl Jornada AVIS@, Segorbe 2015.

3. Maria de la Iglesia, José Maria Salinas,
Diego Guijarro, José Miguel Puig. “Big
Data en Imagen Médica Digital
Poblacional”. Euro-Biolmaging. Vi
Jornada AVIS@, Segorbe 2015.

Congresos y ponencias

1. Seminario de Master BigData UPV. Oral
communication. “BIMCV. The Perfect 'Big
Data' Storm: Collision of Peta Bytes of
Population Image Data, Millions of
Hardware Devices and Thousands of
Software Tools”. Maria de la Iglesia
Vaya. (Valencia, Espafia)
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First Latin American Brain Mapping
Network Meeting (LABMAN).
Comunicacién Oral “Presentaciéon del
Biobanco de Imagen Médica de la
Comunidad Valenciana (BIMCV)”. Maria
de la Iglesia Vaya. (S&do Paulo, Brasil)

Human Brain Mapping. Péster
“Augmented Reality rsfc-MRI
Visualization Application: ARIBraiN3T,
iBraiN, iBraiNEEG”. Gonzalo Rojas Costa,
Jorge Fuentes, Marcelo Galvez, Maria de
la Iglesia-Vaya, Daniel Margulies.(Hawaii,
USA)

Human Brain Mapping. Péster “BIMCV:
Synergy between data in population
medical imaging, computer aided
diagnosis and AVR”. Maria de la Iglesia-
Vaya, José Maria Salinas, Gonzalo M.
Rojas, Juan Carlos Pérez Cortés, Rafael
Llobet, Miguel Angel Cazorla, Jacobo
Martinez, Luis Marti-Bonmati, lgnacio
Blanquer, Manuel Regafa, José Miguel
Puig (Hawaii, USA)

Miembro de Comités Internacionales

Maria de la Iglesia Vaya es la delegada
cientifica por Espafia en el ambito de
Imagen Médica Eur-Bioimaging.

Maria de la Iglesia Vaya es representante
cientifica en el Interim Board of Euro-
Bioimaging.

La Comisién Europea, ha solicitado la

participacién de Maria de la Iglesia como
evaluadora del proyecto MAGNETRODES
http://mpli973.wix.com/magnetrodes).

Memoria 2015

Actividades de formacion

1. Seminario Master BigData UPV. BIMCV.
The Perfect “Big Data” Storm: Collision of
Peta Bytes of Population Image Data,
Millions of Hardware Devices and
Thousands of Software Tools. 25 de julio
2015. Universidad  Politécnica de
Valencia.

2. Seminario Biobanco de Imagen Médica
de la Comunidad Valenciana (BIMCV) por
parte de Maria de la Iglesia Vaya (Unidad
Mixta FISABIO-CIPF) en S&do Paulo (Brasil)
en el primer Latin American Brain
Mapping Network Meeting (LABMAN). 13
de marzo de 2015.

Colaboraciones

e Dr. Carmina Montoliu del INCLIVA
(Valencia, Espafia).

e Dr. Julio Sanjuan de CIBERSAM (Ciber de
Salud Mental. Instituto de Salud Carlos
.

e Dr. Luis Marti-Bonmati del CIBER-BBN
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PROGRAMA DE ENFERMEDADES RARAS

Director de programa: Dr. Francesc Palau

Grupos de investigacion:

1 Biologia del desarrollo y modelos de enfermedades neuromusculares.
Investigador principal: Dr. Ibo Galindo.

2 Degradacion intracelular de proteinas y enfermedades raras. Investigador
principal: Dr. Erwin Knecht.

3 Genética y fisiopatologia traslacional. Investigador principal: Dra. Janet
Hoenicka

4 Genética y gendmica de enfermedades neuromusculares. Investigador
Principal: Dra. Carmen Espinés.

5 Genéticay medicina molecular. Investigador principal: Dr. Francesc Palau.
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Biologia del desarrollo y modelos de
enfermedades neuromusculares

Investigador principal: Dr. M. Ibo Galindo

Investigadores Predoctorales Colaboradores

e Victor L6pez del Amo e Prof. Federico Pallard6
P (INCLIVA, UV)

Técnicos

e Dr. Elisa Oltra (ucv)

Prof. Axel Methner
(Universitat Johannes Gutenberg,
Mainz)

e Dr.lIsabel Rodriguez (Centro
de Biologia Molecular Severo
Ochoa)

e Maria Benavente Martinez
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1. Resumen.

Nuestro grupo utiliza el insecto Drosophila melanogaster para estudiar los mecanismos biolégicos
basicos en desarrollo y en enfermedades. Durante el desarrollo animal hay una comunicacién
continua entre la polaridad del tejido y las rutas de sefalizacion celular. Estamos interesados en
particular en la regulacién de la ruta de Notch por parte de las rutas de polaridad de tejido para
comprender como contribuyen a delinear la anatomia del animal, asi como su posible relacién con
sorderas sindrémicas y hereditarias.

Ademas, estamos utilizando Drosophila para generar nuevos modelos de enfermedades raras, con
particular interés en neuropatias periféricas hereditarias. Nuestros objetivos son comprender los
mecanismos de la enfermedad y generar nuevas herramientas para la blsqueda de nuevos
biomarcadores y tratamientos. Para ello, tenemos una red de colaboraciones con otros grupos
que trabajan en genética de Drosophila, fisiologia y enfermedades raras; y estamos estableciendo
nuevas colaboraciones con grupos clinicos.

Con el fin de obtener modelos biomédicos dtiles en el estudio de mecanismos de enfermedad y
para el descubrimiento de nuevos biomarcadores y tratamientos, estamos utilizando técnicas de
edicion gendmica. El objetivo es reemplazar el gen de Drosophila por su equivalente humano
portando mutaciones clinicas descritas en pacientes. De esta forma, es posible llevar a cabo
estrategias de medicina personalizada y de precision.

2. Resultado de la Investigacidn

Fisiopatologia e investigacion traslacional en la neuropatia de Charcot-Marie-Tooth

Nuestro trabajo se ha centrado principalmente en la funcién de la proteina mitocondrial GDAP1.
Hemos caracterizado el gen equivalente en Drosophila, al que hemos denominado Gdapi, y
hemos determinado que cuando alteramos sus niveles de expresién, tanto por exceso como por
defecto se produce degeneracion neuromuscular. En colaboracién con el Servicio de Resonancia
Magnética Nuclear del CIPF y con el grupo del Prof. Pallardo (INCLIVA-UV) hemos caracterizado
cambios en el metabolismo energético de nuestros modelos, lo cual indica que este tipo de
cambios contribuir a la patologia de las mutaciones. En concreto, hemos detectado que en
estadios tempranos hay una inhibicion de la ruta de la insulina a nivel sistémico. A una edad mas
avanzada hay una acumulacién de carbohidratos, una disminucién de los lipidos y un perfil de
aminoacidos consistente con la degeneracién muscular.

Un aspecto sorprendente de la neuropatia causada por mutaciones en GDAP1 es que algunas de
ellas son dominantes y otras son recesivas. Aln mas, parece ser que los mecanismos de
enfermedad de estas dos clases pueden ser distintos. Para abordar este problema, estamos
desarrollando modelos de medicina de precision por edicion gendmica en los que reemplazamos
el gen de Drosophila por el gen humano con mutaciones clinicas. El objetivo final es la
identificacion de nuevos biomarcadores y tratamientos.

También hemos ido ampliando el espectro de genes de interés, para trabajar con otros genes
responsables de patologias similares. En este sentido estamos desarrollando modelos de los
genes que codifican para juntofilina y AARS en colaboracién con el grupo de la Dra. Espinés
(Genética y genémica de enfermedades neuromusculares)
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Generacion de modelos personalizados en Sindrome de Dravet

En este proyecto contamos con la colaboraciéon de la asociacion ApoyoDravet y estamos
recaudando fondos a través de la plataforma de crowdfunding INDACEA. El sindrome de Dravet es
una epilepsia infantil causada mayoritariamente por mutaciones en el gen SCN1A. A pesar de esto,
cada mutacién es distinta en cuanto al cuadro clinico y la respuesta a tratamientos con
anticonvulsivos. El objetivo es generar modelos, de nuevo mediante edicién gendmica, para
introducir diez mutaciones clinicas distintas, para comprender mejor la correlacién genotipo-
fenotipo y para hacer cribados de quimiotecas como aproximacién al desarrollo de tratamientos
personalizados.

Estudio de la funcion del gen PHF5A

En colaboraciéon con la Universidad Catélica de Valencia, estamos estudiando la funcién de este
gen extraordinariamente conservado en todos los animales, y que probablemente media los
procesos de transcripcion y procesado alternativo de genes. La proteina PHF5A ha sido
identificada como posible diana en glioblastoma y cancer de endometrio. Hemos determinado que
este gen tiene una expresion ubicua en Drosophila, con localizacidn mayoritariamente nuclear, y
que su funcion es necesaria para la supervivencia del organismo. Cuando eliminamos la funcién
en grupos de células mediante interferencia de ARN se bloquea el ciclo celular antes de la entrada
en mitosis.

Regulacion de la seiializacion celular por la polaridad de tejido

Un trabajo pionero y original de nuestro grupo fue la determinacién de que la polarizacién de un
epitelio dicta la direccién en que se pueden transmitir las sefiales entre células. Nuestro objetivo
es profundizar en los mecanismos implicados en el control por parte de la polaridad de tejido de
las rutas de sefalizacion de EGFR/Ras, Notch, Hippo y Wnt. Nuestros datos preliminares, en
colaboracion con el grupo de la Dra. Isabel Rodriguez, indican que en los mutantes de polaridad
de tejido estas rutas se ven afectadas en el desarrollo del 6rgano auditivo de Drosophila. Dadas
las similitudes a nivel molecular con los 6rganos auditivos de vertebrados, queremos utilizar este
conocimiento para el estudio de los mecanismos de enfermedad en sorderas hereditarias
causadas por mutaciones en genes implicados en polaridad de tejido.
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Degradacion intracelular de proteinas y
enfermedades raras

Investigador principal: Dr. Erwin Knecht

Investigadores Asociados: Técnicos
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e EvaPérezJiménez Colaboradores:
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1. Resumen

El Laboratorio de Degradacion Intracelular de Proteinas y Enfermedades Raras investiga el
funcionamiento y la regulacion de los dos principales mecanismos de degradacién intracelular de
proteinas en células eucariotas: el sistema ubicuitina-proteasoma y las diversas autofagias
(macroautofagia, mitofagia, autofagia mediada por chaperonas, etc.). Todos estos sistemas, en
particular la macroautofagia, estan regulados de manera diferente por factores ambientales, como
nutrientes, hormonas, factores de crecimiento y estrés oxidativo, los cuales inician varias
cascadas de sefalizacion para mantener la homeostasis celular. Nuestro grupo busca nuevas
proteinas y nuevas vias de senalizacion implicadas en esta regulacion. Ademas, es sabido que
alteraciones en el normal funcionamiento y regulacion de estos sistemas de degradacion se
asocian con varias patologias, incluyendo cancer y enfermedades neurodegenerativas y
cardiovasculares. Dado que nuestro laboratorio pertenece al consorcio publico espanol CIBER-ER
(Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Raras), también investigamos las
posibles alteraciones en todos estos mecanismos de degradacién en enfermedades raras. En
concreto nos centramos en aquellas enfermedades raras caracterizadas por la acumulacién de
proteinas, polisacaridos o lipidos, con el objetivo de desarrollar para ellas nuevos métodos de
diagnéstico y terapias, que a su vez pueden servir como modelo para otras enfermedades mas
prevalentes.

Co-localizacion por inmunofluorescencia de lisosomas (Lamp-2, verde) y mitocondrias (Mitotracker, rojo) en
fibroblastos humanos controles (A) y procedentes de pacientes con la enfermedad de Lafora (B) incubados
en medio completo con FCCP e inhibidores lisosomales. El cuadrado en los gréaficos de la derecha muestra el
area de co-localizacion .
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2. Resultado de la Investigacion

1. Regulacion de los mecanismos de degradacion intracelular de proteinas.

Los lisosomas degradan diverso material por endocitosis o autofagia mediante las hidrolasas
acidas de la matriz. Las proteinas de la membrana lisosomal juegan miltiples funciones, como
acidificacion del organulo, salida del material degradado al citosol, procesos de fusion-fision, etc.
Hemos verificado la asociacion diferencial a membranas lisosomales de varias proteinas
identificadas en un estudio protedmico previo, en funcién de la actividad proteolitica de estos
organulos. Hemos confirmado cambios en los niveles de doce proteinas que estarian participando
en la degradacion lisosomal, directa (reguladores del pH lisosomal y de la fusién de
autofagosomas/lisosomas/endosomas) o indirectamente (reguladores del metabolismo de
carbohidratos y de la sintesis de proteinas).

2. Alteraciones en la degradacion intracelular de proteinas en enfermedades raras.

- Lipofuscinosis ceroideas neuronales (LCN). Se han investigado otras consecuencias para la via
endocitica-lisosomal del aumento observado en el pH lisosomal en la forma juvenil de las LCN.
Hallamos alteraciones en el reciclado y degradacion del receptor del factor de crecimiento
epidérmico, aunque no en su internalizacién, mayor estabilidad del receptor de la manosa 6-
fosfato independiente de cationes debida a su acumulacién en la red trans-Golgi y recambio
reducido de subunidades del retromero. Todo esto contribuiria a la patologia por un transporte
defectuoso de catepsinas al lisosoma.

- Enfermedad de Lafora. Hemos continuado estudiando alteraciones en la autofagia y observamos
que los fibroblastos de pacientes tienen una menor degradacion mitocondrial. Esto explicaria la
acumulacion de mitocondrias dafiadas y el consiguiente aumento en la produccién de ROS
observada en esas células, apoyando la importancia de la alteracion en la autofagia en la
enfermedad. También investigamos posibles funciones de la laforina y de la malina, las dos
proteinas implicadas en esta patologia, en modelos celulares. Encontramos, en experimentos de
sUper-expresion, que la malina y la laforina, analizadas separadamente, se encuentran
mayoritariamente en el ndcleo y citosol, respectivamente, pero que la laforina cambia
parcialmente su localizacién al ndcleo cuando se slper-expresa con la malina o cuando se incuban
las células en ausencia de glucosa. En estos trabajos colaboramos con varios grupos de
investigacion del CIBER-ER, en particular con los de los Dres. Sanz (IBV, Valencia) y Pallardé (UV,
Valencia).

- X-adrenoleucodistrofia. Habiamos descrito un déficit en la autofagia en modelos celulares y de
raton, y que la actividad de este proceso se restauraba con un inhibidor de mTOR. Ahora hemos
puesto de manifiesto que este tratamiento mejora el fenotipo neurolégico en los modelos
animales de la enfermedad, lo que ha permitido patentar su posible uso para el tratamiento de la
enfermedad. Ademas, estamos analizando el efecto sobre la autofagia de otros tratamientos
(antioxidantes, etc.) en médulas espinales procedentes de esos modelos. En estos trabajos
colaboramos con el grupo de la Dra. Pujol (IDIBELL, Barcelona).

Retinosis pigmentaria. Habiamos demostrado que CERKL forma parte de complejos
ribonucleoproteicos compactos que contienen proteinas de la maquinaria de traduccién y donde
interacciona con mRNAs. Por RNA-Seq encontramos que CERKL, pero no sus mutantes
patolégicosa, interacciona con mRNAs de péptidos similares a la humanina de clase 2, 6 y 8,
ademas de con el RNA no codificante RN7SL2. Hemos confirmado la especificidad de estas
interacciones por PCR cuantitativa. En base a estos y a datos anteriores postulamos que CERKL se
une en el nicleo a los mRNAs mensajeros de esos péptidos similares y sale con ellos al
citoplasma, donde se le unen otras proteinas de la maquinaria de traducciéon y el RNA no
codificante RN7SL2 para formar las particulas ribonucleoproteicas compactas. Estas viajan, via
microtlbulos, hasta la membrana plasmética, donde CERKL se une a varios lipidos y donde
probablemente ocurre la sintesis y secrecién co-traduccional de los péptidos similares a la
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humanina, que desempefian un papel antiapoptético. En la retina, el proceso promoveria la
supervivencia de las células fotorreceptoras, lo que explicaria la relevancia de mutaciones en
CERKL para la retinosis pigmentaria. En estos trabajos colaboramos con el grupo de la Dra.
Gonzalez-Duarte (UB, Barcelona).

- Otras enfermedades raras. Hemos colaborado con el grupo con Dra. Armengod (CIPF, Valencia)
en el estudio de enfermedades mitocondriales. GTPBP3 es una proteina conservada
evolutivamente e implicada en la modificacion de los tRNA mitocondriales. Mutaciones en GTPBP3
producen cardiomiopatias hipertréficas con acidosis lactica por un defecto en la traduccién
mitocondrial. Hemos visto en un modelo celular establemente silenciado en GTPBP3 una
disminucion del tamafo y del volumen fraccional mitocondrial, que estaria relacionado con un
aumento de la autofagia debido a la activacion de AMPK. También colaboramos con el grupo
liderado por la Dra. Coll (Hospital Clinic, Barcelona) en una enfermedad de almacenamiento
lisosomal, Niemann Pick tipo C, causada por mutaciones en el gen NPCi. La. El trabajo ha
permitido identificar varias proteinas que interaccionan con NPC1, la proteina codificada que esta
localizada en la membrana de endosomas tardios/lisosomas y participa en el metabolismo del
colesterol.
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1. Resumen

Nuestro grupo investiga la genética y fisiopatologia subyacente de trastornos neuropsiquiatricos,
centrandose en la biologia de ANKK1, y su papel en la enfermedad. ANKK1 localiza en el
cromosoma 11g22-g23 junto al gen del receptor de dopamina D2 (DRD2). En modelo murino,
hemos explorado la posible relacion entre ANKK1 y el funcionamiento del sistema dopaminérgico
con tratamientos sistémicos que activan vias de senalizacion especificas. Hemos encontrado una
regulacion opuesta de los niveles de ARNm de ANKK1 tras la estimulacién de DiR y D2R. Este
hallazgo muestra por vez primera la relacion de ANKK1 y el sistema dopaminérgico en el cerebro.
También estamos estudiando el gen ANKK1 en pacientes con enfermedad de Parkinson (PD) en
colaboracion con cinco Departamentos de Neurologia espafoles. El analisis molecular mostré
variaciones de ANKK1 en casos familiares y esporadicos de PD. Por otro lado, analisis in silico del
locus humano ANKK1/DRD2 demostrd que los polimorfismos de un nucleétido (SNP) TaglA ANKK1
y Co57T DRD2 son marcadores del cluster ANKK1/DRD2. Este cluster genético se asocid, en
voluntarios sanos, con el procesamiento afectivo y tareas de reconocimiento de expresiones
faciales. De forma especifica se encontré6 que el genotipo Cg57T TT esta asociado con
endofenotipos cognitivos dopaminérgicos.

2. Resultado de la Investigacidn

La expresion de ANKK1 esta regulada por receptores de dopamina

El polimorfismo de un nucleétido (SNP) TaglA (rs18000497) del gen “Ankyrin repeat and kinase
domain containing 1” (ANKK1) ha sido ampliamente estudiado como un marcador del gen para el
receptor de dopamina 2 (DRD2). La estrecha relacion entre TaglA y DRD2 ha enmascarado la
posibilidad de que ANKK1 también podria estar implicado con la transmisién dopaminérgica.
Estudios in vitro de ARNm y de proteinas han demostrado una conexién potencial entre ANKK1 y el
funcionamiento del sistema dopaminérgico. Se ha estudiado en modelo murino la expresion de
Ankki en el cerebro por RT-PCR cuantitativa y western blots. Se encontré un aumento significativo
del ARNm Ankk1 tras activacion de los receptores de dopamina D1 (D1R) con SKF38393 y
apomorfina. El tratamiento con Quinelorane, agonista de receptores de dopamina D2 (D2R), no
tiene efecto sobre los niveles de mRNA de Ankki. En contraste, el tratamiento con los agonistas
D2R, 7-OH- DPAT y aripiprazol caus6 una disminucion significativa del mRNA Ankk1 (Figura 1). No
se encontraron efectos en los niveles de la proteina ANKK1 después de los tratamientos SKF38393
y Quinelorane.

S Figura 1. La expresion
7 del mRNA de Ankkl
Q 4 - esta ligada a la
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v 3 cerebro de  ratén
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g 2 - aripiprazol; APO,
<T apomorphine . Se
5 muestran los valores
= 14 * relativos de la
— expresion de mRNA.
- *P<0.05;**P<0.01.

= 0 .
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En contraste, el agonista D2R, 7-OH-DPAT(#) caus6 un incremento significativo de ANKK1 en el
cuerpo estriado en comparacién con la corteza prefrontal. Estas diferencias del efecto del
tratamiento sobre la regulacién de ANKK1 podrian estar relacionadas con la afinidad de los
agonistas. Es interesante que 7-OH-DPAT es un agonista preferente de D3R que activa la via de la
fosfolipasa D (PLD) y la actividad PLD se inhibe por la sefializacion D1R que aumenta la expresion
de ANKK1. Nuestros resultados muestran la regulacion opuesta de la expresion de ARNm ANKK1
después de la activacion de D1R y D2R y sugieren una relacién entre la accion de la dopamina, la
sefializacién PLC-calcio, el gen ANKK1, y el desarrollo de la adiccion.

Dada la relaciéon entre ANKK1 y el sistema dopaminérgico, se ha estudiado el gen ANKK1 en
pacientes con enfermedad de Parkinson (EP) en colaboracion con los Departamentos de
Neurologia de los siguientes hospitales: Fundacion Jiménez Diaz (Madrid), el Hospital Clinic
(Barcelona), el Hospital Universitario de Alcorcon (Madrid), hospital Ramén y Cajal (Madrid), el
hospital Reina Sofia (Madrid y el hospital La Fe (Valencia). El analisis molecular mostro
variaciones de ANKK1 en formas familiares y esporadicas. Las consecuencias funcionales de estas
variaciones se han caracterizado. El analisis genético mediante la secuenciacion de paneles de
genes relacionados con la PD esta en curso. También estamos estudiando en pacientes con EP la
genética de los trastornos del control de impulsos (ICDs). Algunos ICDs comparten varias
caracteristicas esenciales con trastornos por uso de sustancias, por lo tanto, ANKK1 es un gen
candidato para ser asociado con la ICD. (Tesis de Méaster, Carlos Martinez Garcia; "Blsqueda de
Marcadores Genéticos para el trastorno del control de impulsos en la Enfermedad de Parkinson").

El locus ANKK1/DRD2 es un sustrato gendmico para endofenotipos cognitivos

El locus ANKK1/DRD2 se ha asociado ampliamente con la funcion de los receptores D2 (D2R) y con
rasgos relacionados con la dopamina, en particular el SNP TaglA. Este SNP consiste en acido
glutamico o lisina en el residuo 713 (E713K) en la secuencia de acido ANKK1 amino, y también esta
en desequilibrio de ligamiento con SNPs de DRD2. El locus ANKK1/DRD2 tiene otro SNP asociado
con la funcién dopaminérgica del cerebro llamado Cg957T (rs6277), un cambio polimérfico
sinénimo en el exén 7 del gen DRD. TaglA'y Cg57T se han asociado con la sintesis de dopamina 'y
densidad de receptores de D2, respectivamente, lo que sugiere interacciones funcionales ANKK1 y
DRD2. Por otra parte, el efecto epistatico de TaglAy Co57T en la expresién de rasgos psicopaticos
ha sugerido que estos genes actlan de manera coordinada. Hemos planteado la hipétesis de que
el procesamiento afectivo y el reconocimiento de expresiones faciales estan asociados con el
locus ANKK1 /DRD2. Se realizé un analisis de asociacidon genética en 94 voluntarios sanos. Los
participantes completaron dos tareas: procesamiento afectivo y el reconocimiento de expresiones
faciales de felicidad, tristeza, ira y miedo. Se encontrd que el genotipo C957T TT SNP se asoci6
con un procesamiento afectivo aumentado y un mejor reconocimiento de expresiones de ira. No
se encontraron asociaciones para TaglA. Ademas, el analisis in silico del locus demostrara que
C957T es un marcador de la region 5'UTR de ANKK1 (Figura 2), lo que sugiere la participacion del
locus ANKK1/DRD2 en el procesamiento cognitivo-emocional. Estos resultados sugieren que el
procesamiento afectivo y el reconocimiento de expresiones de ira son endofenotipos que se
encuentran en la via entre el locus ANKK1/DRD2 y algunos fenotipos normales y anormales.
Ademas, estamos estudiando proteinas que podrian interaccionar con ANKK1 por analisis de las
vias de transduccion de senales y protedmica (Tesis de master, Maria Saez Garcia, "Validacion
funcional de la interaccion de ANKK1 y Proteinas implicadas en la modulacion del citoesqueleto
neuronal").
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Figura 2. . Andlisis in silico “tagging” de C957T DRDZ SNP en un fragmento de 500 kb del locus ANKK1/DRDZ2 . El
sombreado representa la magnitud e importancia de LD por parejas, con un degradado de negro a gris que refleja
los valores LD - altos a mas bajos . Cada diamante negro sin un nimero corresponde a valores de R2 de 1,0. E: ex6n
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1. Resumen.

Las lineas de investigacion de la Unidad de Genética y Gendmica de Enfermedades
Neuromusculares (http://espinos.cipf.es) se centran en la caracterizacion de nuevos genes y
nuevas mutaciones implicados en neuropatias hereditarias sensitivo y/o motoras. Mediante
cartografiado gendémico y secuenciacion de exoma determinamos las causas genéticas que
subyacen en estas formas nuevas de neuropatias periféricas hereditarias. Nuestra investigacién
es claramente traslacional y estamos interesados en el desarrollo de nuevas herramientas para el
diagnédstico genético.

Ademas de la mutacién causal, otros factores genéticos contribuyen al fenotipo y modifican la
gravedad y la progresién de una enfermedad. En este sentido, trabajamos para identificar
modificadores genéticos que expliquen la variabilidad intra e interfamiliar observada en algunas
formas clinicas.

Con el fin de elucidar los mecanismos de enfermedad y de establecer la relacion entre el gen'y
neuropatia trabajamos en dos genes implicados en CMT: MORC2 y SH3TC2.

Por (ltimo, hemos iniciado una nueva linea de investigacion centrada en la caracterizacion de la
genética de las enfermedades neurodegenerativas con acumulacion de hierro en cerebro. Los
hallazgos de este estudio nos permitiran llevar a cabo mejores correlaciones genotipo-fenotipo
para mejorar la evaluacion de estos pacientes que padecen una enfermedad tan devastadora.

2. Resultado de la Investigacion.

Caracterizacion de las bases moleculares de enfermedades neurodegenerativas con
acumulacion cerebral de hierro (ENACH; NBIA, acronimo en inglés).

Los trastornos NBIA comprenden un grupo de enfermedades del movimiento que presentan
depésitos de hierro en el cerebro, principalmente en los ganglios basales. Se trata de
enfermedades raras con una prevalencia de 1-3/1.000.000. Actualmente se conocen 10 genes
relacionados con NBIAs. En el marco de un proyecto coordinado por la Dra. B. Pérez-Duefas,
investigamos las bases genéticas los trastornos NBIA. Actualmente contamos con una coleccién
de 119 DNAs de pacientes y familiares pertenecientes a 6o familias. Hemos analizado las regiones
codificantes de los genes mas frecuentemente implicados (PANK2, PLA2G6, Ci9orfi2, WDR45)
mediante secuenciacién Sanger, y la posible existencia de grandes deleciones y/o duplicaciones
de los genes PANK2 y PLA2G6 mediante MLPA (Multiplex ligation-dependent probe amplification)
en 54 pacientes y hemos logrado el diagnéstico en 32 de ellos (20 pacientes con mutaciones en
PANK2 y 12 en PLA2G6). El resto de pacientes estd bajo estudio y trabajamos en el disefio y
puesta a punto de un panel de genes de trastornos de movimiento para el analisis de los restantes
genes NBIA y otros relacionados.

Bases genéticas que subyacen en neuropatias hereditarias sensitivo y/o motoras.

Este grupo de enfermedades cursa con una amplia heterogeneidad genética: se ha descrito mas
de 60 genes y esta cifra no cesa de crecer. La caracterizacion de las bases genéticas de estas
neuropatias se investiga a tres niveles: andlisis gen a gen de genes mas frecuentemente
implicados o genes candidatos mediante secuenciacion de Sanger; panel de genes que posibilita
el analisis de todos los genes descritos mediante secuenciacion masiva; y secuenciaciéon de
exoma y/o cartografiado gendmico con el fin de identificar nuevos genes implicados en este grupo
de trastornos.

Con un caracter evidentemente traslacional, hemos disefiado e implementado herramientas para
el diagnéstico genético basadas en secuenciacién masiva: panel de 56 genes para la enfermedad
de Charcot-Marie-Tooth y Atrofia Espinal Distal, y panel de 104 genes para neuropatias
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hereditarias motoras. Estos paneles estan disponibles en el Servicio de Gendémica y Genética
Traslacional del CIPF. La caracterizacion de nuevas variantes nucleotidicas de significado incierto
nos conducen a desarrollar estudios genéticos, in silico y funcionales con el objetivo de investigar
si éstas son realmente las causantes de la enfermedad (Figura 1).

A B

Figura 1. Analisis in silico de la variante KIF1A c¢.31C>T (p.R11W) identificada en una familia con CMT. La
mutacion novel KIF1A c.31C>T afecta a un residuo conservado y los predictores de patogeneidad sugieren que
ésta es probablemente deletérea. Mediante modelaje in silico de la misma empleando los programas Coot y Pymol,
se aprecia el cambio conformacional que causa la substitucién del aminoacido arginina (A) por el triptéfano (B)
en la cavidad del ATP. El triptéfano exige mas espacio y por tanto, la cavidad resultaria alterada impidiendo la
hidrolisis del ATP y unidn a microtubulos para transportar vesiculas sinapticas y con ello, una correcta sinapsis.

En el marco de esta linea de investigacion hemos trabajado en la identificacion de
modificadores genéticos en pacientes y sus familiares con mutaciones en los genes GDAP1
y MFN2. Hemos descrito que el cuadro clinico causado por mutaciones en el gen GDAP1 que
conduce a la forma axonal CMT2K esta modulado por el gen juntofilina (JPH1), en colaboracién con
el Dr. F. Palau. Mediante el empleo de un modelo en Drosophila en colaboracién con el Dr. M. I.
Galindo, hemos profundizado en este estudio y observado que también JPH1 podria modificar el
fenotipo de pacientes con mutaciones en MFN2 que conducen a la forma axonal CMT2A2.
Consecuentemente podemos ahora entender mejor por qué algunos pacientes con
CMT2K/CMT2A2 cursan con cuadros clinicos tan dispares y ademas, se subraya la importancia de
analizar el gen JPH1 en pacientes con esta enfermad neurodegenerativa para anticiparnos a la
evolucién de ésta.

Caracterizacion del gen MORC2 implicado en una nueva forma de Charcot-Marie-Tooth (CMT).

Hemos descrito en colaboracién con los Dres. T. Sevilla y F. Palau un gen, MORC2 implicado en
nueva forma CMT. Se han identificado mutaciones en MORC2 en tres familias con CMT axonal.
Hasta la fecha este gen ha sido relacionado con cancer gastrico. Hemos demostrado que MORC2
se expresa en sistema nervioso periférico (SNP) de ratén. El gen se expresa en el axoplasma de los
axones periféricos (Figura 2), asi como también en células de Schwann. La expresion localizada en
axon correlaciona perfectamente con la patologia axonal que muestran los pacientes. El cuadro
clinico es variable: debut congénito o infantil y un fenotipo similar a atrofia muscular espinal o
inicio en la segunda década con calambres, debilidad distal y pérdida sensitiva. En conclusion,
MORC2 juega un papel en el sistema nervioso periférico, de modo que por primera vez se describe
un gen implicado en mecanismos de reparacion de DNA en CMT que puede ser un nexo comin a
varias de las formas clinicas de este grupo de enfermedades, y por tanto, puede ser una diana
terapéutica potencial.
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Investigar la fisiopatologia celular de la neuropatia de Charcot-Marie-Tooth tipo 4C (CMT4C).
SH3TC2, la proteina implicada en la neuropatia CMT4C, forma parte de complejos multiproteicos,
relacionados con la transduccion de la sefal procedente del axdn hacia la célula de Schwann.
Nuestra investigacion se centra en el estudio de rutas de sefializacion y de interactores de SH3TC2
para comprender el papel regulador de esta proteina en el desarrollo de los nervios periféricos.
Para ello disponemos del modelo knock-out del ratén Sh3tca.

Figura 2. Caracterizacion de la expresion del gen MORC2, nuevo gen implicado en CMT. Corte transversal de nervio
ciatico de ratdn. En verde se indica la expresiéon de MORCZ, en rojo se marca MBP, marcador de la mielina compacta. En azul
con DAPI se marcan los nucleos de las células de Schwann. MORC2 no colocaliza con la mielina compacta, y su expresion
coincide con el axoplasma de las fibras axonales y con las células de Schwann (localizadas alrededor de los nervios).
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1. Resumen

El grupo investiga en los aspectos fundamentales de la biologia y la fisiopatologia celular y
molecular de las enfermedades neuromusculares. En el plano traslacional el grupo ha sido el
artifice de la puesta en marcha, en el seno del Programa de Enfermedades Raras y Genéticas
(RareGene), del Servicio de Genémica y Genética Traslacional (SGGT). Los objetivos cientificos y la
labor experimental se han centrado en el estudio de los mecanismos patogénicos asociados a la
enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT), la ataxia de Friedreich (FRDA) y la distrofia muscular
de Duchenne (DMD). En el afo 2015 hemos investigado y publicado (i) el papel de la dindmica
mitocondrial, la homeostasis del calcio y la fisiopatologia general del sistema nervioso de la
neuropatia CMT relacionada con mutaciones en el gen GDAP1, en el ratén knock-out desarrollado
en nuestro laboratorio; (ii) las consecuencias metabélicas y fisiopatolégicas del déficit de
frataxina en células SH-SY5Y y en el raton humanizado YG8R como modelos celular y animal de
FRDA, respectivamente; (iii) investigacion traslacional de la expresion clinica en pacientes
afectados por la enfermedad de CMT, con estudios genéticos sobre nuevas formas clinicas y
descubrimiento de nuevos genes CMT (ej., gen MORC2); y (iv) el analisis de la biologia de ANKK1
en la miogénesis y las células satélite y su relacion con la distrofia muscular de Duchenne en
colaboracion con la Dra. ). Hoenicka. También en el seno del Programa RareGene, en colaboracién
con la Dra. C. Espin6s hemos investigado acerca de la presencia de modificadores genéticos del
gen GDAP1, sus consecuencias en la biologia de sus mutaciones clinicas y su efecto sobre la
variabilidad de la expresion clinica. En este afo el Dr. F. Palau se ha trasladado al Hospital Sant
Joan de Déu de Barcelona como jefe del Servicio de Medicina Genética y Molecular — IPER y
director del Institut de Recerca Pediatrica.

2. Resultado de la Investigacion

Destacamos algunos resultados relacionados con nuestra investigacion sobre los mecanismos de
las enfermedades en las neuropatias periféricas y la ataxia de Friedreich, y la investigacion
traslacional en el campo del diagnéstico genético de la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth y
otras enfermedades raras y genéticas, como es el caso de los estudios genéticos en la
enfermedad celiaca como colaboradores de la Dra. Y. Sanz del Instituto de Agrogquimica y
Tecnologia de Alimentos, CSIC. Destaca el trabajo de varios afos en la generacién y analisis del
modelo murino knock-out (Gdap1'/') de la neuropatia de Charcot-Marie-Tooth tipo 4A/2K que nos
ha permitido conocer los procesos celulares y moleculares relacionados con el ausencia completa
de GDAP1.

A continuacién resumimos varios informes y articulos relevantes publicados en 2015, bien en
papel, bien en la version online (PubMed):

Lack of GDAP1 induces neuronal calcium and mitochondrial defects in a knockout mouse model
of Charcot-Marie-Tooth neuropathy.

Barneo-Munoz M, Judrez P, Civera-Tregon A, Yndriago L, Pla-Martin D, Zenker J, Cuevas-Martin C,
Estela A, Sdnchez-Aragé M, Forteza-Vila J, Cuezva /M, Chrast R, Palau F. PLoS Genet 2015; 11:
€1005115.

Las mutaciones en GDAP1, que codifica una proteina ubicada en la membrana externa
mitocondrial, causan neuropatia de Charcot-Marie-Tooth (CMT) recesiva axonal (AR-CMT2),
dominante axonal (CMT2K) y formas recesivas desmielinizantes (CMT4A). La pérdida de funcion de
mutaciones recesivas en GDAP1 se asocia con una disminucién de la actividad de la fision
mitocondrial, mientras que las mutaciones dominantes dan lugar a alteracion de la fusion
mitocondrial con el aumento de la produccion de especies reactivas del oxigeno y la
susceptibilidad a los estimulos apoptéticos. El silenciamiento in vitro de GDAP1 reduce el flujo de
entrada de Ca2+ (SOCE) tras la movilizaciobn del Ca2+ del reticulo endoplasmico (ER),
probablemente en asociacién con una distribucién anormal de la red mitocondrial. Para investigar
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las consecuencias funcionales de la falta de GDAP1 in vivo, hemos generado un ratén knockout de
GDAP1. Los animales afectados presentan un comportamiento motor anormal a partir de la edad
de 3 meses. Los estudios electrofisioldgicos y bioquimicos confirmaron la naturaleza axonal de la
neuropatia mientras que los estudios histopatolégicos en el tiempo mostraron pérdida progresiva
de las neuronas motoras (MN) en el asta anterior de la médula espinal y los defectos en las
uniones neuromusculares. Los andlisis de las MN embrionarias cultivadas y neuronas de los
ganglios de la raiz dorsal de los animales afectados mostraron mitocondrias grandes vy
defectuosas, cambios en las cisternas ER, acetilacion del citoesqueleto a-tubulina reducida y
aumento de vesiculas autofagicas. Es importante destacar que los MNs mostraron una reduccién
del calcio citosoélico y de la respuesta SOCE. El desarrollo y la caracterizacion del modelo de
neuropatia GDAP1 en ratones reveldé que algunos de los cambios fisiopatolégicos presentes en
forma recesiva axonal de la CMT relacionados GDAP1 podrian ser la consecuencia de cambios en
la biologia de la red mitocondrial y la interaccibn mitocondria-reticulo endoplasmico que
conducen a anomalias en la homeostasis del calcio.

JPH1 como gen modificador del fenotipo en la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth 2K

Pla-Martin D, Calpena E, Lupo V, Mdrquez C, Rivas E, Sivera R, Sevilla T, Palau F* Espinds C*.
Junctophilin-1 is a modifier gene of GDAP1-related Charcot-Marie-Tooth disease. Hum Mol Genet
2015; Jan 1, 24: 213-229, doi: 10.1093/hmg/ddus40 (portada del ndm. 1, vol. 24)

Las mutaciones en el gen GDAP1 causan diferentes formas de la enfermedad de Charcot-Marie-
Tooth (CMT). La expresion clinica de esta variante es marcadamente variable, con una forma con
herencia dominante (tipo CMT 2K; CMT2K) en la que los portadores de la mutacién p.R120W
puede mostrar una amplia gama de gravedad clinica. Hemos investigado el gen JPH1 como un
modificador genético de la variabilidad expresion clinica porque junctophilin-1 (JPH1) es un buen
candidato posicional y funcional. Hemos demostrado que el cluster de genes JPH1-GDAP1 forma
una paralogon y se conserva en los vertebrados. Por otra parte, ambas proteinas desempefian un
papel en la homeostasis de Ca**, y hemos demostrado que JPH1 es capaz de restaurar la actividad
capacitativa del Ca* mediada por depdsitos (SOCE) en células silenciadas para GDAP1. Tras el
analisis genético de /PH1 en una serie de 24 pacientes CMT2K portadores de la mutacién p.R120W,
hemos caracterizado la mutacién p.R213P en JPH1 en un paciente con un cuadro clinico mas grave.
JPH1"®*" no puede rescatar la respuesta SOCE en células silenciadas para GDAP1. Hemos
observado que JPH1 colocaliza con STIM1, que es el activador del SOCE en el reticulo
endoplasmico durante la liberacién de Ca** de una manera dependiente de GDAP1. Sin embargo,
cuando se expresa la mutacion GDAP7”*°" |PH1 parece estar retenido en la mitocondria.
También establecimos que la combinacién de GDAP1”***" y JPH1"**"" reduce drésticamente la
actividad SOCE, imitando el efecto observado en células deplecionadas de GDAP1. En resumen,
podemos concluir que JPH1 y GDAP1 comparten un camino comin y dependen unos de otros; Por
lo tanto, JPH1 puede contribuir en las consecuencias fenotipicas de las mutaciones GDAP1.

Mutations in MORC2 gene cause axonal Charcot-Marie-Tooth disease

Sevilla T, Lupo V, Martinez-Rubio D, Sancho P, Sivera R, Chumillas M/, Garcia-Romero M, Pascual-
Pascual SI, Muelas N, Dopazo J, Vilchez JJ, Palau F*, Espinés C*. Brain 2016; 139: 62-72 (online
2015)

La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT) es un trastorno complejo con heterogeneidad
genética amplia. Aqui presentamos una nueva forma de la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth
axonal, asociado con el gen MORC2. La secuenciacion del exoma en una familia con la segregaci6n
autosémica dominante identific6 el cambio novel p.R19oW en cuatro pacientes. Ademas de
deteccion de mutaciones en nuestra serie clinica de enfermedad de Charcot-Marie-Tooth axonal
detect6 dos casos esporadicos adicionales, un paciente que también llev6 a la misma mutacion
p.R190W y otro paciente que albergaba una mutacién p.S25L en MORC2. Los estudios genéticos e
in silico apoyaron firmemente la patogenicidad de estas variantes de secuencias. El fenotipo fue
variable e incluyé pacientes con inicio congénito o infantil, asi como otras personas cuyos
sintomas comenzaron en la segunda década. Los pacientes con inicio temprano desarrollaron un
cuadro similar a atrofia muscular espinal, mientras que en los casos de inicio mas tarde, los
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sintomas iniciales eran calambres, debilidad distal y deterioro sensitivo. La debilidad y la atrofia
eran progresivas lo que llevaba a una incapacidad grave en la edad adulta. Pérdida sensitiva
siempre fue prominente y proporcional a la gravedad de la enfermedad. Los estudios
electrofisiolégicos fueron consistentes con una neuropatia motora y sensitiva axonal asimétrica,
mientras que las fasciculaciones y mioquimias se registraron con méas frecuencia mediante
electromiografia. La biopsia del nervio sural revel6 una pronunciada reduccién multifocal de fibras
mielinizadas con algunos grupos regenerativos y bulbos de cebolla pequenos ocasionales. Morcz
se expresa en ambos axones y células de Schwann de los nervios periféricos del ratén. Se han
descrito diferentes funciones biol6gicas de MORC2. Se ha asociado con la respuesta de dafio en el
ADN, por lo que es tentador especular que una desregulacién de esta via puede estar vinculada a
la degeneraci6n axonal observada en la neuropatia MORC2, anadiendo asi un nuevo mecanismo
patogénico de la larga lista de causas de la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth.

Tanto la biologia experimental como la investigacidon traslacional en el laboratorio se han
financiado el Plan Nacional I+D+i (Biomedicina, Ministerio de Economia y Competitividad), el
Instituto de Salud Carlos Il (Programa Internacional ISCIII/IRDiIRC en Enfermedades Raras,
Consorcio TREAT-CMT), el 7 2 Programa Marco de la Comision Europea (Consorcio EFACTS), la
Generalitat Valenciana (Programa Prometeoll), la Fundacion Maraté TV3 y la Fundacion Isabel
Gemio.

Nuestro grupo pertenece al CIBER de Enfermedades Raras (CIBERER, www.ciberer.es), del cual el
Dr. Palau es el actual director cientifico. El grupo colabora con otros grupos de investigacién
espanoles del CIBERER y de otras instituciones, especialmente en el contexto del Consorcio
TREAT-CMT (www.treat-cmt.es), y con grupos internacionales del Consorcio EFACTS (www.e-facts.eu)
y de la Universidad de Lausana/Instituto Karolinska. Especial mencién merece la colaboracién con
el Servicio de Neurologia del Hospital Universitari La Fe de Valencia y el Laboratorio de Bioquimica
- Enfermedades Metabdlicas Hereditarias del Hospital Sant Joan de Déu. Los estudios en la
enfermedad celiaca se han realizado en colaboracion con el Instituto de Agroquimica y Tecnologia
de Alimentos, CSIC.
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PROGRAMA MECANISMOS
MOLECULARES DE LA ENFERMEDAD

Director de programa: Dra. Susana Rodriquez Navarro

Grupos de investigacion:

1 Expresion génica y metabolismo de RNA. Investigador principal: Dra.
Susana Rodriguez-Navarro.

2 Modificacion del RNA y enfermedades mitocondriales. Investigador
principal: Dra. M2 Eugenia Armengod.

3 Patologia celular y molecular del alcohol. Investigador principal: Dra.
Consuelo Guerri.

4 Sehalizacion oncogénica. Investigador principal: Dra. Rosa Farras.
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Mecanismos Moleculares de la enfermedad

1. Resumen.

La actividad cientifica del grupo se centra en entender los mecanismos moleculares que son
responsables de la coordinacion de las distintas etapas de la expresion génica y su posible
relacion con enfermedades humanas.

Una cuestion clave en el avance del conocimiento biol6gico es entender cdmo a partir de una
misma dotacién gendmica, las células pueden diferenciarse, especializarse o adaptarse a distintas
condiciones ambientales. El papel de la expresion génica en este proceso es fundamental. La
expresion génica en células eucariotas depende de la accion coordinada de numerosos complejos
multiprotéicos que actdan a distintos niveles del proceso tanto en el nicleo como en el
citoplasma. Estas etapas engloban la remodelacion de la cromatina, la transcripcion, el
procesamiento de los RNAs mensajeros y su exportacion al citoplasma. Estudios realizados en la
Gdltima década demuestran, sin lugar a duda, la existencia de un acoplamiento fisico y funcional
entre las maquinarias responsables de las distintas etapas. Por ello, el nuevo reto que plantea el
estudio de la expresion génica es conocer los mecanismos que a nivel molecular permiten la
transicion entre sus etapas. Las lineas de investigacién de mi laboratorio se enmarcan en abordar
este reto. Para ello utilizamos principalmente la levadura Saccharomyces cerevisiae como modelo
eucariota, asi como cultivos celulares y pretendemos extender nuestros estudios funcionales a
otros modelos animales. Las aproximaciones técnicas y metodolégicas del laboratorio son
principalmente las de la biologia molecular, bioquimica, genética, microbiologia y biologia celular.
Nuestras aproximaciones son de caracter molecular y celular y seguimos tanto estrategias de tipo
“concreto”, como estrategias de tipo “global” haciendo uso de las técnicas —omicas.

2. Resultado de la Investigacion

1. La estructura del RNA del Intron 2 de SUS1 modula su expresion (RNA Dic 2015)

Sus1 es una proteina conservada que participa en expresion génica y metabolismo del mRNA. Al
contrario que la mayoria de genes en S. cerevisiae, el gen SUS1 posee dos intrones que se
procesan de forma alternativa, reteniendo uno o ambos intrones en respuesta a distintas
condiciones de crecimiento. De esta manera el procesamiento de los intrones permite producir
distintas cantidades de la proteina de Susi dependiendo de las necesidades celulares. Hasta
ahora conociamos parcialmente los mecanismos que controlan este proceso. En colaboracién con
el Dr. Gallego (UCV, Valencia), hemos investigado in silico y con distintas aproximaciones como
RMN, electroforesis en gel y experimentos de desnaturalizacion UV la estructura del RNA del
intron 2 de SUS1. Hemos identificado una estructura de horquilla de 37 nucleétidos parcialmente
estable que presenta el BS en su loop apical y el sitio 3° SS tras la horquilla (Figura 1). A través de
ensayos celulares tanto de crecimiento como de cuantificacion de transcritos, hemos determinado
que alterar la estructura de esta horquilla afecta la expresion de las distintas isoformas de SUS1.
Estos mutantes presentas afectadas las funciones basicas de la proteina Susi tanto en

exportacion de mRNA como en
i desubicuitinacion de la histona
} H2B.
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U64,U66 40— 58 spectrum and NMR-supported
Ues —o  12s | secondary structure of the 37-nt
\ Yuse 38 9—0 60 1 I2s oligomer. Conditions: 72 C, 2
i [ (uss) G36 | 638 i b mM Sodium phosphate (pH 6.0)
URS Yoy 7 o and 100 mM NaCl. The assignments
v |1/ @3 i o N||v v (parenthesis indicate tentative
(Us3) \ , G52 assignments) were obtained from
T e Y W AN A\ AUV SNALS 310—067 NOESY and TOCSY spectra in H20
e R I i s il and D20.
14 13 12 11 10 9 [ppm]

70



Centro de Investigacion Principe Felipe Memoria 2015

2. Caracterizacion funcional de la proteina de union a RNA Mip6

Mipé se asocia a transcritos especificos

Mip6 es una proteina que viaja del ndcleo al citoplasma y que en condiciones adversas de estrés
térmico o ayuno de glucosa se concentra en granulos de estrés en el citoplasma. Los granulos de
estrés son asociaciones de proteinas de RNAs que se forman cuando se limita la traduccién, y
estan relacionados conla aparicion de patologias humanas principalmente de caracter
neurodegenerativo. Sin embargo, la composicién, el comportamiento y las propiedades fisicas de
los granulos de estrés son en gran medida desconocidos.

A través de una estancia ARECES-CIPF de 3 meses de duracion, el estudiante predoctoral Manuel
Martin (Val i+D) ha aprendido y realizado la metodologia de PAR-CLIP (Photoactivatable-
Ribonucleoside-Enhanced Crosslinking and Immunoprecipitation), cuyo fin principal es la
purificacién e identificacion de los RNAs asociados a proteinas. Esta estancia se ha realizado a
través de una colaboracién con el Dr. J. Corden de la John Hopkins University (Baltimore, USA).
Datos preliminares tras la secuenciacion masiva de estas dianas apuntan a que el grupo de RNAs
regulados por Mipé6 es reducido vy, a su vez, relacionado funcionalmente (Figura 2). Actualmente
estamos caracterizando estos RNAs “diana” (targets) para concretar su funcion molecular y
determinar cual es el papel de Mip6 en este proceso.

Figura 2. Mip6 associates with SSA3 upon heat shock. IGB view of PAR-CLIP (RNA-seq) of Mip6.

Mipé vy su funcidn en la regulacion epigendmica

Las proteinas de unidén a RNA ejercen funciones en distintas etapas del proceso de expresion
génica. Con el fin de conocer en que etapas Mip6 tendria un papel relevante, la Dra Susana
Rodriguez-Navarro realiz6 una estancia en el laboratorio del Dr. Buratowski en la Harvard Medical
School (Boston, USA). Durante 6 meses y mediante una beca Fulbright la Dra. Rodriguez-Navarro
ha estudiado el impacto sobre distintas modificaciones de histonas que genera la ausencia de
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Mip6. Los resultados sugieren que Mip6 afecta principalmente a la acetiliiacién de histonas
ensambladas en cromatina. También se ha determinado que Mip6 interacciona genéticamente con
histona acetilasas y desacetilasas lo que permitiria establecer una conexién funcional entre
informaci6n epigenética y eventos citoplasmaticos que estarian relacionados con la estabilidad y
traduccion de RNAs.

3. Identificacion de un nuevo componente -Aim4- en la ruta de la MAP quinasa Hog1/p38 en
estrés

Se ha propuesto que la proteina Aimy interacciona con el factor de splicing Urn1 y componentes
del poro nuclear. Ademas, mutantes de este factor presentan una elevada frecuencia de pérdida
del genoma mitocondrial y una respuesta andmala al estrés por congelacion. En nuestro
laboratorio identificamos Aimg4 como un factor que interacciona genéticamente con Sus1y hemos
ahondado en su funcién celular. Hemos descubierto que Aimg4 es una proteina nuclear que posee
un NLS funcional donde los 3 residuos de lisina son claves para su entrada al ndcleo. Mutantes
aim4 muestran fenotipos severos de crecimiento y morfolégicos en condiciones estandar de
cultivo asi como en condiciones de estrés osmético y oxidativo. Nuestros resultados demuestran
una interaccion funcional entre Aimg4 y el regulador de la respuesta a estrés osmoético Hogi el
homélogo en levadura de la MAP quinasa p38 humana. Aproximaciones globales, tanto
transcriptomicas como metabolémicas nos han permitido identificar que el perfil de expresion
basal de un mutante aim4 coincide con el de células sometidas a estrés osmético y que la
cantidad de glicerol en la célula se encuentra reducida significativamente. Aimg y Urn1 estan
conservados en la evolucion siendo sus homélogos humanos WBP11 y TGERG1 respectivamente.
La proteina humana TGERG1 participa en transcripcion y splicing de pre-mRNAs. Ademas se ha
demostrado que interacciona con huntingtina proponiéndose un papel para la misma en la
fisiopatologia de la Enfermedad de Huntington (HD). Pretendemos continuar con el estudio de
Aim4/WBP11y su posible implicacién en HD.
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1. Resumen.

Nuestro Laboratorio investiga las funciones de algunas de las modificaciones quimicas
que sufren los tRNAs bacterianos y mitocondriales durante su maduracién; concretamente, las
modificaciones de la uridina situada en la posicién de tambaleo (U,,) de tRNAs que descodifican
los codones terminados en purinas (NNA/NNG) de cajas mixtas. Las enzimas que las introducen
(MnmE/GTPBP3, MnmG/MTO1 y MnmA/TRMU) estan conservadas evolutivamente desde
bacterias a eucariotas, donde modifican los tRNAs mitocondriales (mt-tRNAs).

Diversas enfermedades humanas estan asociadas con defectos en la modificacion de la
U,, de los mt-tRNAs. Se trata de enfermedades raras que cursan con disfuncion de la fosforilacion
oxidativa (OXPHOS), tienen mal prondstico y carecen de tratamientos especificos pues los
mecanismos moleculares subyacentes no estan claros (1).

En nuestra investigacion usamos tres tipos de modelos experimentales: 1) bacterias
(Escherichia coli), para determinar las propiedades bioquimicas y estructurales de las proteinas
MnmE y MnmG y su modo de accién; 2) modelos celulares y células de pacientes para investigar la
senalizacion entre mitocondria y nlcleo que se activa a consecuencia de la hipomodificacion de la
U,, de los mt-tRNAs; y 3) el nematodo Caenorhabditis elegans como modelo animal para estudiar
las consecuencias de tal sefalizacién a nivel tisular y del organismo completo. La informacién
obtenida es atil para comprender los mecanismos moleculares que subyacen en las enfermedades
objeto de estudio y explorar posibles tratamientos terapéuticos.

2. Resultado de la Investigacion

Linea 1: Estudios con E. coli

El uso de E. coli nos ha permitido demostrar la gran flexibilidad conformacional de MnmG que le
permite controlar pasos claves en el proceso de modificacion de los tRNAs y formar oligdmeros de
distinta complejidad cuya funcién investigamos actualmente (2).

Colaboraciones: Dr. José L. Carrascosa (CNB, CSIC, Madrid); Dr. Jeronimo Bravo (IBV, CSIC,
Valencia); Dr. Adridn Veldzquez (BIFl, Universidad de Zaragoza, Zaragoza).

Linea 2: Estudios con modelos celulares y células de pacientes

Una parte importante de nuestro trabajo reciente se ha centrado en las proteinas humanas
homélogas de MnmE, MnmG y MnmA, llamadas GTPBP3, MTO1 y TRMU (o MTU1),
respectivamente. Nuestro grupo, en colaboracién con el del Dr. Knecht, fue pionero al proponer
que defectos en estas proteinas causarian enfermedades OXPHOS al demostrar que el
silenciamiento transitorio de GTPBP3 reducia la sintesis mitocondrial de proteinas y causaba
disfuncién mitocondrial (3). Este propuesta ha sido recientemente confirmada al identificarse en
un estudio multicéntrico internacional los primeros pacientes portadores de mutaciones en
GTPBP3 (4). Estas mutaciones se asocian con cardiomiopatia hipertréfica infantil, acidosis lactica
y, en el 50% de casos, con problemas neuronales. El mismo fenotipo se asocia con mutaciones en
MTO1 (5), mientras que los defectos en TRMU producen fundamentalmente fallo hepatico infantil
agudo (6). En todos los casos, las células de los pacientes presentan disfuncion OXPHOS aunque
un defecto en la sintesis mitocondrial de proteinas no es siempre evidente, por lo que no estan
claros los mecanismos que conducen a los fenotipos descritos.

No es facil el estudio de la modificacion que supuestamente introducen de forma conjunta las
proteinas GTPBP3 y MTO1 en la posicion 5 de la U,,. Nuestro grupo ha obtenido por primera vez
evidencia experimental de que la deplecién de GTPBP3 causa hipomodificacion de los mt-tRNAs
(7). Para ello hemos utilizado un método indirecto basado en el hallazgo de que los tRNAs
hipomodificados en la U;, son mas sensibles a la digestion por angiogenina. Ademas, en el mismo
trabajo, hemos encontrado que el silenciamiento estable de GTPBP3 dispara una senalizaci6n
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retrograda (mitocondria-nicleo) dependiente de AMPK que conduce a una reprogramacion del
metabolismo mitocondrial y a un desacoplamiento entre la glicolisis y la fosforilacién oxidativa
que puede ser perjudicial para tejidos como el corazén (Figura 1).

También hemos abordado el estudio de un grupo diferente de enfermedades asociadas con
defectos en la modificacion de la U,,. Mutaciones en el DNA mitocondrial (mtDNA) que afectan al
tRNA""V® y tRNA™ son la principal causa de dos enfermedades raras conocidas como MELAS
(encefalomiopatia mitocondrial y acidosis lactica con episodios de tipo ictus) y MERRF (epilepsia
mioclénica asociada a fibras rojo-rasgadas), respectivamente. Las mutaciones MELAS y MERRF
parecen actuar como determinantes de identidad negativos para las proteinas encargadas de
modificar la U;, (es decir, GTPBP3, MTO1y TRMU) y, en consecuencia, los tRNAs mutados carecen
de las modificaciones de la U,, que estan presentes en los tRNAs sin mutaciones. Esta falta de
modificacion de la U,, se considera que es causativa en ambas enfermedades (8). Usando un
modelo celular de MELAS hemos demostrado que las especies reactivas de oxigeno (ROS), una
caracteristica de la condicién MELAS, inducen la expresion del microRNA 9/9* a través de una ruta
dependiente de NFkB (9). Este microRNA actia como un regulador post-transcripcional negativo
de GTPBP3, MTO1 y TRMU, contribuyendo asi al fenotipo de la enfermedad. Nuestro trabajo ha
mostrado por primera vez la implicacion de un microRNA en el mecanismo molecular de una
enfermedad OXPHOS. También ha demostrado que el estado de modificacion de los mt-tRNAs es
dindmico y que las células responden a situaciones de estrés modulando la expresion de las
enzimas modificadoras de los mt-tRNAs.

Colaboraciones: Dra. Elena Garcia-Arumi y Dr. Antonio L. Andreu (Hospital Universitari Vall
d‘Hebron, Barcelona, y CIBER de Enfermedades Raras); Dr. J. Antonio Enriquez (CNIC, Madrid); Dr.
Erwin Knecht (CIPF, Valencia, y CIBER de Enfermedades Raras).

Figura 1: Modelo sobre la reprogramacion metabdlica sufrida por las células establemente silenciadas para GTPBP3.
Estas células se caracterizan por presentar una importante disminucién de la actividad del complejo | y un incremento
de la actividad ATPasa del complejo V. Ademds, presentan un cambio en la expresién de genes nucleares que conducen
a una reprogramacion del metabolismo mitocondrial (a través, de la disminucién del transportador mitocondrial del
piruvato, MPC1, y de un incremento de la proteina desacopladora 2, UCP2) que, sin embargo, no es capaz de
compensar el defecto funcional del complejo | y la bajada en los niveles celulares de ATP. (Figura tomada de la
referencia 7).
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Linea 3: Estudios con C. elegans

Una incognita de las enfermedades mencionadas en el punto anterior es el hecho de que cursen
con fenotipos diferentes a pesar de que comparten como elemento comin el defecto en la
traduccion mitocondrial y, consiguientemente, la disfuncion de la fosforilacion oxidativa (al ser las
proteinas codificadas por el genoma mitocondrial integrantes esenciales del sistema OXPHQOS).
Nuestra hipdtesis es que la sefalizacion retrograda en cada caso es diferente. De hecho,
utilizando mutantes de C. elegans portadores de deleciones en los genes homélogos de GTPBP3,
MTO1 y TRMU hemos demostrado que la sefalizacion disparada por la inactivacion de TRMU es
diferente a la disparada por la inactivacién de GTPBP3 o MTO1 y, en consecuencia, la respuesta
nuclear es diferente (10). En cualquier caso, los nuevos patrones de expresion conducen a una
reprogramacion del ciclo de los acidos tricarboxilicos que promueve una compensacion parcial del
defecto OXPHOS a través de una activacion del complejo Il del sistema OXPHOS. Hemos
demostrado también que la inactivacion simultanea de TRMU y MTO1 causa letalidad embrionaria,
detencion del desarrollo en estadios larvarios tempranos y esterilidad completa en los adultos
que presentan, por otra parte, una longevidad dos veces superior a la cepa control. Esta
longevidad depende de una sefalizacién que emerge del tejido germinal e intestino y depende de
rutas controladas por AMPK y hormonas (10). Este trabajo muestra por primera vez a nivel de un
organismo modelo la importante reprogramacion de genes relacionados con el metabolismo
mitocondrial en respuesta a la hipomodificacion de la U,;, de los mt-tRNAs y revela nuevas
conexiones entre rutas de senalizacion que incrementan la longevidad.

Colaboraciones: Dr. Simon Tuck (Umed University, Umed, Sweden); Dr. Peter C. Dedon
(Massachusetts Institute of Technology, Cambridge, Massachusetts, y Singapore-MIT Alliance for
Research and Technology, Singapore).

Referencias:
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1. Resumen

Bases moleculares de la neurotoxicidad y alteraciones neurolégicas asociadas con el consumo
de alcohol.

Estamos interesados en las bases moleculares y celulares de las acciones del alcohol sobre el
cerebro adulto y en desarrollo. La exposicion prenatal al etanol es la principal causa, prevenible,
de defectos en el nacimiento, retraso mental y deficiencias cognitivas y conductuales, incluyendo
el Sindrome alcohélico fetal (SAF). Asi mismo, el nuevo patrén de consumo de alcohol en los
jovenes, altas cantidades en pocas horas durante los fines de semana, no solo puede inducir
neurotoxicidad y alteraciones cognitivas, sino que también puede aumentar la vulnerabilidad al
alcohol y a su dependencia. Finalmente, puesto que el abuso de alcohol puede inducir dano
cerebral y neurodegeneracion, estamos interesados en investigar los mecanismos moleculares de
las acciones del etanol sobre el cerebro adulto. Utilizamos células neurales en cultivo primario y
modelos animales que reproducen las patologias asociadas al consumo de alcohol. Nuestros
objetivos son:

i) Investigar los mecanismos moleculares de las acciones del etanol sobre los receptores del
sistema inmunitario (TLRs, NLRs) en cultivos primarios de células gliales.

ii) Establecer los mecanismos de activacion del sistema inmune innato en el dafio cerebral y
cognitivo que induce el abuso del alcohol en el cerebro. Estudio del papel de los receptores
TLRs y NLRs/inflamasoma en la neuroinflamacion.

iii) Evaluar marcadores biolégicos que nos permitan detectar la neuroinflamacion y el dafio
cerebral para poder prevenir un mayor dafo y las disfunciones neuroldgicas y cognitivas.

iv) Investigar nuevos tratamientos que puedan bloquear la neuroinflamacién vy
neurodegeneracion causada por el abuso de alcohol.

Con nuestros estudios esperamos contribuir a esclarecer las bases moleculares de los efectos del
etanol sobre el cerebro, para poder desarrollar estrategias que puedan prevenir e incluso curary
restaurar el dafio que induce el etanol en el cerebro.

2. Resultado de la investigacion

1-Las citocinas y las quemocinas como biomarcadores de la neuroinflamcién asociada al
consume de alcohol: Papel de los receptores TLR4 yTLR2.

Resultados recientes han manifestado la participacion del sistema neuroinmune en la conducta.
Nosotros hemos demostrado que el etanol es capaz de activar el sistema inmune innato, a través
de la via de senalizacion del receptor toll-like receptor 4 (TLR4) en células gliales, lo cual conlleva
a la liberacion de mediadores inflamatorios causando neuroinflamacion. Este estudio pretendi6
evaluar si la induccién de citocinas y quemocinas causada por el etanol estaba asociada a
alteraciones en la anisedad tras 24 h de retirada del alcohol, y si los receptores TLR4 o TLR2
estaban participando en estos efectos. Usamos ratones WT, TLR4-KO y TLR2-KO tratados con
alcohol durante 5 meses, y vimos que el consumo crénico de alcohol en los ratones WT produjo un
aumento en estriado de los niveles de varias citocinas (IL-1B, IL-17, TNF-a) y quemocinas (MCP-1,
MIP-10, CX3CL1), asi también como en el suero (MCP-1, MIP-1a, CX3CL1). La retirada del alcohol
durante 24 h indujo un aumento de los niveles de IFN-y en estriado y el mantenimiento de
niveles altos de varias citocinas (IL-1f, IL-17) y quemocinas (MIP-1a, CX3CL1). Estos dltimos
resultados estaban asociados con un aumento de la ansiedad, conducta que fue evaluada con la
caja luz/oscuridad y con el laberinto elevado. Cabe sefialar que los ratones deficientes en el
receptor TLR4 o TLR2 tratados con etanol no mostraron los niveles altos de citocinas o
qguemocinas, ni la ansiedad tras la retirada del alcohol. Estos resultados ponen de manifiesto la
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importante funcion de los receptores TLR4 y TLR2 en la respuesta neuroinflamatoria y en la
ansiedad tras la retirada del alcohol, y también proponen que las citocinas y quemocinas sean
posibles biomarcadores de la induccion de la respuesta neuroinmunitaria inducida por el etanol.

2-La eliminacion de los receptores TLR4 previene las alteraciones sinapticas y en mielina asi
como las disfunciones cognitivas a largo plazo que ocasiona el abuso intermitente de alcohol
durante la adolescencia.

El cerebro adolescente sufre cambios celulares plasticos y dinamicos de gran relevancia,
incluyendo la sobreproduccion de axones y sinapsis, seguidos por un rapido proceso de poda
sindptica o ‘pruning’ y mielinizacién axonal. Estos cambios propios del desarrollo cerebral hacen
que el cerebro adolescente sea particularmente vulnerable a los efectos neurotéxicos y
conductuales del alcohol. Aunque los mecanismos de dichos efectos no se conocen en
profundidad, nuestro grupo ha demostrado que el etanol a través de la activacion del receptor
toll-like 4 (TLR4) del sistema inmune innato induce neuroinflamacién y dano cerebral en ratones
adultos. El presente estudio se plantea si el tratamiento intermitente con etanol durante la
adolescencia causa procesos inflamatorios dependientes de TLR4, desencadenando disfunciones
mielinicas y sinapticas asociadas a alteraciones cognitivas a largo plazo. Con este objetivo,
ratones adolescentes normales o deficientes en TLR4 fueron tratados intermitentemente durante
2 semanas con etanol (3.0 g/kg), y demostramos que este tratamiento activa la via de
senalizacion de TLR4 (MAPKs, NFkB) provocando un aumento de citoquinas y mediadores pro-
inflamatorios (COX-2, iNOS, HMGB1), alterando los niveles de proteinas mielinicas y sindpticas y
causando alteraciones ultra-estructurales (ver Fig. 1). Dichos cambios fueron asociados a
disfunciones cognitivas a largo plazo en ratones adultos, mediante el empleo del test de
reconocimiento de objeto, de evitacién pasiva y de comportamiento olfativo. Cabe destacar que la
eliminacion del receptor TLR4 previene la neuroinflamacion y el subsecuente dafio mielinico y
sinaptico (ver Fig. 1), asi como las alteraciones cognitivas asociadas. Nuestros resultados ponen
de manifiesto el papel de la respuesta neuroinmune y la sefalizacion del receptor TLR4 en los
efectos neurotoxicos y conductuales del etanol en la adolescencia.

Figura 1. Imdgenes

del receptor TLR4 en

suero  fisiolégico  durante

vesiculas sindpticas.

microscopia electrénica del papel

alteraciones de las vainas de
mielina y estructuras sindpticas
inducidas por el tratamiento
intermitente de alcohol durante la
adolescencia. (A)  Imdgenes
representativas de las vainas de
mielina en la corteza prefrontal de
animales adolescentes (24 h tras
la ultima dosis intermitente) WT y
TLR4-KO tratados con etanol o son

adolescencia. Las flechas indican
separaciones interlaminales de las
vainas de mielina. (B) Imdgenes
representativas de las estructuras
sindticas en la corteza prefrontal
de animales adolescentes (24 h
tras la ultima dosis intermitente)
WTy TLR4-KO tratados con etanol
o0 son suero fisiolégico durante la
adolescencia. Las flechas sefialan
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3-El etanol activa la respuesta neuroinflamatoria de los receptores TLR4/NLRP3 en microglia y
promueve infiltracion leucocitaria a través de la barrera hematoencefalica.

Nuestro grupo ha demostrado que el etanol induce la respuesta del sistema inmune innato a
través de los receptores TLR4 causando gliosis y neuroinflamacién. Ademas, el etanol es capaz de
activar otro tipo de receptores del sistema inmune como son los receptores NOD-like,
especificamente el inflamasoma NLRP3 en células astrogliales, dando lugar a la escisién de la
caspasa-1y la produccion de las citoquinas IL-1f e IL-18 (ver Fig.2). Sin embargo, se desconoce si
los NLRs microgliales responden frente a los efectos del etanol y su posible contribucién a la
neuroinflamacién generada. Mediante el uso de cortezas cerebrales procedentes de ratones
normales (WT) o deficientes para el receptor TLR4 (TLR4 ™), tratados y no tratados crénicamente
con alcohol, hemos demostrado que el abuso de alcohol aumenta la activaciéon del complejo
NLRP3/caspasa-1 mediada por TLR4, aumentando los niveles de citoquinas y quemoquinas pro-
inflamatorias. De hecho, en cultivo de células microgliales, se observé que el etanol induce la
activacion del inflamasoma NLRP3 y la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS)
mitocondriales. Ademas, en las cortezas de los ratones WT tratados crénicamente con etanol se
encontrd6 un aumento significativo de la poblacion celular de infiltrados leucocitarios
(CD45™"/CD11b") y de los niveles de la metaloproteinasa-9. Cabe destacar, que la eliminacién de
la funcion del receptor TLR4 inhibe la mayor parte de los efectos neuroinflamatorios inducidos por
el etanol.

Nuestros resultados, demuestran que el etanol activa el complejo inflamasoma NLRP3 a través de
TLR4 en células gliales, y sugieren que la estimulacién de la microglia puede comprometer la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica, contribuyendo a la neuroinflamacién y el dafo
cerebral causado por un abuso de alcohol.

Figura 2. Diagrama abreviado sobre el papel de TLR4 en la generacién de ROS mitocondrial
(mROS), la activacién del complejo inflamasoma NLRP3 y muerte celular inducida por
etanol. Postulamos que el etanol mediante la activacion de TLR4 y la generacién de ROSm,
induce la activacién de NLRP3 y la muerte celular por piroptosis y apoptosis, amplificando la
neuroinflamacién causada por un abuso de alcohol. En la figura también se muestran los
distintos inhibidores usados como el NLRP3bp (péptido bloqueante de NLRP3), Z-VAD-FMK
(inhibidor de caspasa-1) y el Mito-TEMPO (inhibidor de ROSm) que confirman nuestra
hipdtesis. Destacamos que el bloqueo de NLRP3 ejerce cierta neuroproteccion contra la
neuroinflamacién inducida por alcohol.
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1. Resumen

El Cancer es, por su incidencia y su mortalidad, un problema de salud piblica de enorme
magnitud. La elucidacién de los mecanismos moleculares que subyacen en el desarrollo del tumor
sigue siendo un enorme desafio para la ciencia basica, ademas de representar un paso esencial en
el desarrollo de nuevos farmacos. Asi mismo, un reto importante de la medicina actual es el
desarrollo de terapias personalizadas en el tratamiento del cancer. Nuestro grupo trabaja en dos
lineas de investigacion destinadas a la mejor comprensién del cancer y mejora de sus
tratamientos. (i) Estudiamos la regulaciéon y funcion del factor de transcripcion AP-1 en la
proliferacion celular, diferenciacién y oncogénesis; y (ii) realizamos una investigacién orientada
hacia la biomedicina traslacional, para estudiar la heterogeneidad intratumoral de tumores
primarios; concretamente estudiamos la biologia de células madre de carcinoma de pulmén.

2. Resultado de la Investigacidn

1. Nuevas funciones del factor de transcripcion AP-1 en el control de la fase S del ciclo celular en
células cancerosas

JunB es un componente del factor de transcripcion AP-1, que consiste en homo- y heterodimeros
de una variedad de proteinas bZip. El factor de transcripcion AP-1 es esencial para que las células
integren una amplia gama de estimulos y particularmente la estimulacion mitogénica mediada por
factores de crecimiento. Las proteinas AP-1, la mayoria de los cuales son metabdlicamente
inestables, también son efectores esenciales de transformacién neoplasica en numerosas
situaciones. JunB actia como un supresor de tumores o un oncogén, dependiendo del contexto
celular. La actividad de JunB controla la expresion de las ciclinas D1 y A2 y del inhibidor
dependiente de ciclinas p16 durante la progresion de ciclo celular. Su sobreexpresion esta
vinculada a la linfomagénesis, aunque los mecanismos por los que JunB promueve el crecimiento
neoplasico son todavia poco conocidos. Mediante una combinacién de aproximaciones genéticas
y bioquimicas, hemos identificado la cascada de sefializacion y el complejo proteélitico que regula
la expresion de JunB durante el ciclo celular, y cémo la pérdida de regulacién de este proceso
afecta al desarrollo tumoral. Resultados recientes obtenidos en el laboratorio demuestran que la
desactivacién de JunB inhibe la replicacion del DNA y detiene el ciclo celular en fase G1 en células
cancerosas, remarcando la importancia de este factor de transcripcion en el control del ciclo
celular. Todavia no hay disponible un analisis global de los sitios de uniéon de JunB en el genoma,
y sélo se ha descrito hasta ahora un nimero muy limitado de dianas de JunB, explicando en parte
por qué el papel de JunB en el ciclo celular y la carcinogénesis esta poco definido. Experimentos
de inmunoprecipitacion de cromatina seguidos de secuenciacion masiva (ChIP-seq) realizados en
nuestro laboratorio han revelado nuevas dianas transcripcionales directas de JunB implicadas en
la regulacion del ciclo celular, embriogénesis, adhesiéon celular, comunicacién celular,
diferenciacién, respuesta a estrés, y traduccion. La regulacion de la expresion de estos genes
mediada por JunB representa un nuevo mecanismo por el cual JunB puede contribuir a la
tumorigénesis (Figura 1).
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Figura 1. Con objeto de identificar nuevas dianas transcripcionales de JunB se llevd a
cabo por un lado inmunoprecipitacién de cromatina seguida de secuenciacién masiva y
por otro un andlisis transcriptdmico en células tumorales donde se inactivo
genéticamente a JunB. La técnica ChIP-seq nos ofrece informacién sobre los sitios de
union de JunB al genoma y el andlisis transcriptémico ha identificado una lista de genes
cuya expresion estd alterada por el silenciamiento de JunB. La combinaciéon de ambos
datos nos ha permitido identificar nuevas dianas transcripcionales de JunB involucradas
en funciones celulares diversas.

2. Aislamiento, identificacion y caracterizacion de Células Madre Tumorales

El cancer de pulmdn es una de las primeras causas de muerte por cancer en el mundo, siendo la
supervivencia global a 5 afios del 15%, porcentaje que ha mejorado de manera marginal durante
las Ultimas décadas. En los Gltimos anos, se han identificado mutaciones genéticas en los tumores
de pulmén, y en consecuencia se han desarrollado farmacos especificos dirigidos contra algunas
de ellas (por ej. los inhibidores del dominio tirosina quinasa de EGFR, Gefitinib o Erlotinib, o el
inhibidor del receptor de la tirosina kinasa ALK, Crizotinib y Ceritinib). Sin embargo, incluso
disponiendo de terapias individualizadas, la adquisicién de resistencias a los tratamientos es una
de las causas principales de la elevada mortalidad del cancer de pulmén. Es evidente que se
requiere un nuevo enfoque para el desarrollo de nuevas terapias para el tratamiento de esta
devastadora enfermedad. El cancer de pulmén es una enfermedad heterogénea y cada vez hay
mas conciencia de que la heterogeneidad intratumoral contribuye al fracaso de la terapia y la
progresion de la enfermedad. Las células madre tumorales (cancer stem cells, CSCs), representan
una subpoblacién de células distinguibles de la mayor parte del tumor por su capacidad exclusiva
para conducir la tumorigénesis y la metastasis. Desempefian un papel crucial en la recaida de la
enfermedad debido a su resistencia inherente a las terapias actuales. En nuestro laboratorio
investigamos la biologia de las CSCs y analizamos si las estas células concretas de cada tumor
dictan la respuesta al tratamiento. En particular, la investigacion se ha centrado en: i) aislamiento
y caracterizacién de CSCs de biopsias de tumores humanos; ii) identificacion de rutas de
senalizacion activadas en estas células; (jii) identificacion de nuevos biomarcadores para las
CSCs; iv) estudios in vivo de la biologia de las CSCs en modelos de xenotrasplante en raton; y v)
blsqueda de nuevas terapias dirigidas contra las CSCs (Figura 2).
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Figura 2. La hiperpolarizaciéon de la membrana celular induce la diferenciacion celular y la pérdida de la
troncalidad de células madre cancerosas (CSCs) de pulmén, conduciendo a la eliminacién efectiva de esta
subpoblaciéon de células. Hemos utilizado dos moléculas aniéforas potentes inspiradas en la estructura de
los metabolitos marinos tambjaminas para comprender mejor el efecto inducido por estos compuestos a
nivel celular. Hemos demostrado cémo los ionéforos activos, capaces de facilitar el transporte
transmembrana de cloruro y bicarbonato en liposomas de fosfolipidos modelo, inducen la acidificacion
del citosol y la hiperpolarizacién de la membrana plasmatica. Hemos demostrado cémo este efecto
combinado puede ser utilizado contra las células madre del cancer de pulmén (CSC). (Vanessa Soto-
Cerrado et al.,, Am. Chem. Soc., 2015, 137 (50), pp 15892-15898)
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1. Resumen

Las ciencias de la vida se estan transformando en disciplinas basadas en datos debido a la
adopcion imparable de tecnologias omicas cada vez mas baratas. La consecuente profusion de
Big Data gendmico ha incentivado la aparicién de nuevas aproximaciones metodolégicas basadas
en la Biologia de Sistemas. En este escenario, pretendemos relacionar el genotipo (variantes
puntuales o estructurales, cambios en la metilacion o la expresién génica, etc.) con el fenotipo,
con especial interés en enfermedad y respuesta a farmacos, usando para ello modelos del
funcionamiento celular que expliquen los mecanismos moleculares de la enfermedad y los
mecanismos de accion de los farmacos.

Nuestro grupo lleva a cabo una investigacion puntera aplicando bioinformatica traslacional y
gendmica integrativa a la medicina personalizada. Las herramientas bioinforméaticas que
desarrollamos permiten convertir datos 6micos poco informativos en conocimiento biomédico (til
que puede ser usado con propdsitos diagndsticos o prondsticos.El resultado de esta investigacion
lo aplicamos al estudio de enfermedades raras, cancer y farmacogendmica, principalmente.
Nuestro grupo es parte del Instituto Nacional de Bioinformatica (INB), a través de la unidad de
gendmica funcional y del CIBERER (Centro de Investigacion en Biomédica Red sobre Enfermedades
Raras) a través del grupo de Bioinformatica de las Enfermedades Raras (BiER).

2. Resultado de la Investigacion

El motor de la innovacién en la investigacion en biologia computacional en los préximos afios
viene de la predecible generacion de enormes cantidades de datos gendmicos, la disponibilidad
de un conocimiento cada vez mas detallado de la funcién celular y la aparicion de nuevas
soluciones computacionales para el manejo de big data gendmico. El objetivo de nuestro grupo es
trabajar en aquellos aspectos, provenientes de la revolucion del big data, con mayor potencial
transformador de la forma en la que entendemos las relaciones entre genotipo y fenotipo, y su
aplicacién a la medicina de precision y la farmacogendmica.

Una importante parte de nuestra actividad nos ha hecho lideres en el desarrollo de algoritmos y
soluciones de software avanzadas para la gnémica funcional. Proyectos de gran escala como el
Babelomics (ver http://www.babelomics.org), la tercera herramienta mas citada para el analisis
funcional de experimentos gendmicos, nos ha permitido participar en importantes iniciativas
internacionales como el SEQC (FDA) o el proyecto ENCODE.

Algoritmos para datos gendmicos

El potencial de descubrimiento que tienen las nuevas tecnologias de secuenciacién es
obstaculizado por las dificultades asociadas al almacenamiento, manejo e interpretacion de los
datos que generan. Consecuentemente, hemos invertido un gran esfuerzo endesarrollar
herramientas que faciliten estas tareas, cubriendo desde el procesamiento primario de datos
(Salavert et al., 2015, BMC Bioinformatics; Martinez et al., 2015 IEEE/ACM Trans Comput Biol
Bioinform; Tarraga et al., 2015, Bioinformatics; Ewing et al.,, 2015 Nature Methods) hasta su
analisis avanzado (Alonso et al., 2015, NAR; Hernansaiz-Ballesteros, 2015, NAR; Minguez et al.,
2015 NAR)

Estudios genémicos en enfermedades raras y cancer

Gracias a nuestros desarrollos para analisis de datos gendmicos y debido a que somos miembros
del CIBERER, hemos participado en el analisis de numerosos estudios de secuenciacién exdémica
de diferentes enfermedades como: Opitz (Urreizti et al., 2015 Am ] Med Genet A), Hirschsprung.
(Luzon-Toro et al., 2015, Sci. Rep), Charcot-Marie-Tooth (Sevilla et al., 2015, Brain; Sevilla et al,
2015 Eur J Neurol.) labio leporino.(Fonseca et al., 2015, Eur J Oral Sci), Fragile-X (Alvarez-Mora et
al., 2015, Gene), Retinitis pigmentosa (Avila-Fernandez et al., 2015, Hum. Mol. Genet), Usher (Pozo
et al., 2015 Am ] Med Genet A), sorderas (Rodriguez de la Rosa et al., 2015, Hearing Research) and
enfermedades inflamatorias de la piel (Carretero et al., 2015 ] Invest Dermatol.). La contribucion
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de nuestra experiencia en manejo de datos y bldsqueda de genes al proyecto de secuenciacion
gendmica de pacientes del CIBERER ha permitido el descubrimiento de 13 nuevos gens de
enfermedad y 67 nuevas mutaciones.

El cancer es otro area de investigacion de gran interés para el grupo. Hemos publicado
recientemente el primer analisis epistatico a escala de genoma completo en cancer de tiroides
(Luzon-Toro et al., 2015 BMC Med Genom) y también un estudio de la contribucién del splicing
alternativo al cancer de mama (Romero et al, 2015 BMC Cancer). Aunque probablemente nuestra
contribucién mas relevante fue el estudio pan-cancer que nos permitié descubrir mas de 70
nuevos genes causativos de iniciacién o progresion de cancer (Porta-Pardo et al., 2015 PLoSComp
Biol)

Farmacogendmica.

Merece la pena citar aqui dor resultados importantes: nuestra participacién en el consorcio para
predecir la toxicidad de compuestos (Eduati et al., 2015, Nature biotech) y nuestra propuesta
innovadora de biomarcadores basados en mecanismo para predecir IC5o de farmacos (Amadoz et
al., 2015 Sci. Rep)

Otros estudios genémicos.

Tsmbién hemos colaborado con otros laboratorios en el analisis gendmico de distintos sistemas,
como células cerebrales (Gil-Ibafiez et l., 2015, Cereb. Cortex), alergia (Calzada et el., 2015 Molec
immuno) y, data nuestra previa participacién en proyectos internacionales y locales, en cultivos
(Moschen et al., 2015 Plant Biotechnol J; Terol et al., 2015 BMC Genomics). Nuestro trabajo con la
primera descripcion completa sobre el origen del genero citrus es especialmente relevante
(Carbonell-Caballero et al., 2015, Mol Biol Evol)

Biologia de sistemas.

El aspecto mas estratégico de nuestro trabajo en gendmica es el desarrollo de modelos de
funcionalidad celular suficientemente realistas como para explicar aspectos importantes de los
mecanismos de la enfermedad y de accién de farmacos. Hemos demostrado que modelos
ejecutables de la sefalizacion celular son capaces de generar biomarcadores basados en
mecanismo que pueden predecir con precision fenotipos complejos como la IC;, de farmacos
(Amadoz et al., 2015, Sci Rep). Ademas, estos modelos son accionables y hemos desarrollado un
entorno virtual (http://pathact.babelomics.org)donde se puede simular las consecuencias que
KOs o sobre-expresiones pueden tener sobre la sefializacion celular (y los correspondientes
acciones celulares desencadenadas por los estimulos). Este tipo de modelos es extremadamente
Gtil para la interpretacion clinica de datos gendmicos complejos y sientan las bases del futuro del
diagndstico y el tratamiento personalizado en medicina de precision.

También hemos estudiadop desde la perspectiva de la biologia de sistemas el paperl del
interactoma en cancer lo que nos ha permitido descubrir, basandonos en la distribucion y el
impacto de las mutaciones en miles de pacientes sobre la red de interaccién de proteinas, mas de
70 nuevos genes relacionados con origen y progresion de cancer (Porta-Pardo et al., 2015, PLoS
Comp Biol).

Proyectos y participacion en iniciativas internacionales.

Los proyectos en activo del grupo (BIO2014-57291-R, PROMETEOII/2014/025 and Fundacié la
Maraté TV3 20133134) tratan de aspectos funcionales de las enfermedades e intentan relacionar
defectos o desregulaciones génicas con los mecanismos de enfermedad usando una perspectiva
de biologia de sistemas. También participamos en una ITN Marie Curie on Machine Learning for
Personalized Medicine (http://www.mlpm.eu/) y el proyecto europeo ELIXIR-EXCELERATE H2020 (
676559). Los objetivos anuales de los proyectos han sido completados con éxito y su resultado
han sido 24 articulos publicados en revistas internacionales durante 2015.

El grupo es un miembro activo de ELIXIR (miembro del comité “Infrastructure for Tools
Integration” committee, European initiative for the future of Bioinformatics in Europe,
http://www.elixir-europe.org/). También participamos en las iniciativas SEQC y ENCODE, con las
que hemos publicado o estan enviados articulos de alto impacto (ej. Eduati et al., 2015, Nature
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biotech). Por (ltimo, hemos sido promotores de la iniciativa HPC4G (http://www.hpcsg.org) para
portar aplicaciones gendmicas a un entorno computacional de alto rendimiento (HPC) y asi
acelerar el proceso de analisis de datos. Esta iniciativa ha producido numerosas herramientas y
publicaciones (sélo este afio Salavert et al., 2015, BMC Bioinformatics; Martinez et al., 2015
IEEE/ACM Trans Comput Biol Bioinform; Tarraga et al., 2015).
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1. Resumen

El laboratorio Gendmica de la Expresién Génica trabaja en el estudio de los aspectos funcionales
de la expresidn génica a nivel de todo el genoma y su relacion con las enfermedades y el fenotipo.
Para ello, desarrollamos métodos estadisticos y herramientas de software que analizan la
dinamica del transcriptoma, integran esta informacién con otros tipos de datos moleculares, y los
caracterizan funcionalmente. Todo ello se lleva a cabo haciendo uso de las tecnologias de
secuenciacion masiva (NGS). Las areas actuales de investigacion son:

e Integracion de datos multi-6micos en el contexto de la diferenciacion de células del sistema
inmunolégico.

e El papelfuncional de ARN largo no codificante y su asociacién con la enfermedad.

e Papel funcional de la expresion alternativa de isoformas durante neurodiferenciacion.

La investigacion gendmica funcional se complementa con el desarrollo de software de
bioinformatica para el analisis de datos: Blast2GO (anotacién funcional), Paintomics
(visualizacion gendmica), Qualimap (Control de Calidad de datos NGS), maSigPro y SEA (analisis
de series temporales), minAS y ASCA-genes (analisis de la expresion génica), NOISeq (analisis
RNA-seq) y STATegraEMS (bases de datos).

Durante 2015 el laboratorio ha coordinado dos proyectos de investigacion del 7PM: STATegra,
para el desarrollo de herramientas estadisticas para la integracién de datos dmicos heterogéneos
y DEANN, una Marie Curie IRSES para el desarrollo de una red de analisis de NGS entre Europa y
Sudamérica, asi como de un proyecto financiado por el MINECO. También colaboramos con
empresas biotecnoldgicas en el desarrollo de estudios de transcriptdmica funcional y con diversos
grupos de investigacion en el andlisis de datos de secuenciacion masiva.

Durante 2015 hemos colaborado con unos 20 grupos de investigacion tanto para el desarrollo de
métodos bioinformaticos, como para la aplicacion de nuestras metodologias a resolver problemas
de diagn6stico y caracterizacién molecular en patologias humanas y en el ambito agronémico.

2. Resultado de la Investigacidn

En 2015 se publicaron 8 articulos en revistas indexadas y 1 capitulo de libro. Los principales
resultados de estos trabajos se resumen a continuacion.

Desarrollo de metodologias

Hemos publicado el paquete NOISeq, depositado en el repositorio Bioconductor, para el analisis
de calidad y de expresion diferencial para datos de RNA-seq. En este estudio demostramos la
necesidad de diferentes capas de control de calidad en RNA-seq, mostramos la utilizacion de
diferentes graficos de diagndstico e implementamos herramientas para la correccién de sesgos en
este tipo de datos. Ademas demostramos la superioridad del método de analisis de expresidn
diferencial NOISeq para controlar la tasas de falsos positivos en experimentos con mdltiples
réplicas biologicas.

Dentro del proyecto STATegra financiado por la UE hemos trabajado en diversos métodos de

analisis e integracion de datos dmicos. Los siguientes desarrollos estan en proceso:

e Métricas de evaluacién de la precision y rendimiento de datos multiémicos y comparacion
de niveles de ruido y reproducibilidad.

e Métodos para la simulacion de datos multiémicos y comparacién de métodos de integracion.

e Métodos para la integracion de cinéticas de datos multidmicos, como por ejemplo RNA-seq y
DNAse-seq para el estudio de la relacion entre estructura de cromatina y expresion génica.
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e Métodos de machine learning para definir programas regulatorios de la expresion génica en
base a sus elementos reguladores de naturaleza multidomica.

e Métodos para el modelado de la relacion entre regulacién transcripcional, sefializacion y
metabolismo.

Hemos continuado con el desarrollo de la metodologia del Analisis de Impacto Funcional de la
Expresion Alternativa de Isoformas. Este trabajo se ha desarrollado sobre un modelo de
diferenciacion neuronal en ratén y se ha utilizado la tecnologia PacBio para secuenciacion de
lecturas largas. En este trabajo hemos conseguido secuenciar transcriptomas “full-length”,
caracterizarlos estructuralmente y funcionalmente con detalle y encontrar métodos estadisticos
para evaluar diferencias funcionales. El estudio revela que la regulacién por “splicing” alternativo
fundamentalmente afecta a la unién de proteinas a sus parejas de interaccién, ya sean ADN, ARN
o proteinas constituyentes de membrana, lo cual sugiere que la expansién funcional conseguida
por el “splicing” alternativo, mas que generar funciones nuevas, permite una regulacién mas fina
de las interacciones moleculares en procesos celulares especificos. Procesos como la
transcripcion, “splicing” de ARN, desarrollo axonal, de la vaina de mielina y de la comunicacién
celular estan particularmente regulados por “splicing” alternativo. Este trabajo abre la puerta a la
realizacion de estudios del transcriptoma en profundidad para entender las consecuencias
funcionales a escala genémica del “splicing” alternativo.

Finalmente, hemos desarrollado una metodologia para predecir la potencialidad de IncRNAs como
esponjas de microRNAs. La caracterizacion de la funcionalidad de los IncRNAs es un tema de
actualidad porque todavia hay un gran desconocimiento del mismo, pero tiene una gran
potencialidad en el estudio de la regulacion de la expresidn génica y la especificidad de los tipos
celulares.

Desarrollo de Herramientas:

Se han desarrollado tres herramientas nuevas de software.

e RGmatch. Herramienta Python para calcular asociaciones entre regiones cromosdémicas y
genes anotados. Esta herramienta es especialmente (ltil para la realizacion de estudios
multiémicos que precisan integracién de datos de cromatina con datos de expresion génica.

e Paintomics V3. Herramienta web para la integracion y visualizacion de datos multiomicos en
el contexto de rutas de KEGG.

e Transcript2GO. Herramienta Java para el analisis y visualizacién del impacto funcional de la
expresion alternativa de isoformas.

e Qualimap V2. Herramienta Java para el analisis de calidad de diferentes tipos de datos de
NGS, incluyendo RNA-seq, DNA-seq, ChIP-seq y Methyl-seq.

Aplicaciones biomédicas de tecnologias transcriptomicas y epigendémicas.

Hemos colaborado con el grupo del Dr. Conesa-Zamora (Hospital El Rosell, Cartagena) en el
estudio del papel de marcadores epigenéticos en el diagnéstico y evoluciéon de cancer serrado de
colon (SAQ) en realacién con el colorectal normal (CRC). El analisis de los datos de expresion
génica (obtenidos mediante “microarrays”) mostré una presencia importante de funciones
biol6égicas relacionadas con la morfogénesis, la neurogénesis, el citoesqueleto, y el transporte
vesicular. También se detecté metilacion diferencial significativa en 15 genes, incluyendo los
genes de la yodotironina deiodinasa DIO3 y el factor de transcripcion FOXD2 de la familia
“forkhead” que fueron validados a nivel de CpG, mRNA vy proteina utilizando pirosecuenciacion,
PCR especifica para metilacion, reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR) e
inmunohistoquimica. Un estudio cuantitativo del estado de metilacién de las secuencias CpG en
FOXD2 mostré una nueva region implicada en el control de la expresion génica. Ademas, las
diferencias en estos marcadores también se hicieron evidentes cuando se comparé SAC con CRC,
mostrando caracteristicas moleculares e histolégicas asociadas a microsatélites de alto nivel de
inestabilidad.
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Con el grupo de la Dra. Victoria Castell del Hospital La Fe de Valencia, hemos desarrollado
biomarcadores epigenéticos que puedan ayudar en el diagnéstico, a dia de hoy dificil, del
neuroblastoma infantil. Utilizando una plataforma de “microarrays” de metilacion para todo el
genoma, observamos que el grado de metilacion del retinoblastoma 1 (RB1) y del factor de
crecimiento 1 derivado del teratocarcinoma (TDGF1) predice la supervivencia, independientemente
de los factores de riesgo establecidos. Ademas, demostramos que niveles bajos de expresion de
mRNA en RB1 estan asociados a una mala prognosis, sugiriendo que la metilaciéon del promotor
podria contribuir al silenciamiento transcripcional de este gen en NB. En resumen, hemos
obtenido una nueva firma epigenética para predecir la posible evolucién de los pacientes de NB:
el estado de metilacion de RB1 y TDGF1 esta asociado con la supervivencia. Esta informacion es
Gtil para evaluar la prognosis y mejorar la eleccion del tratamiento.

Hemos colaborado con el grupo del Dr. Braus de la Universidad de Gottingen, en el estudio de la
propagacion de la aspergilosis en pacientes inmunocomprometidos. Analizamos si la sangre es un
medio hostil al cual se tiene que adaptar la fisiologia de A. fumigatus. Se establecié un modelo in
vitro para la infeccién por A. fumigatus mediante la incubacién del micelio en sangre. Nuestro
modelo permiti6 discernir los cambios en el perfil de expresion génica de A. fumigatus en distintas
fases de la infeccion. La mayoria de los factores de virulencia previamente descritos como
relacionados con infecciones pulmonares no parecian activarse en sangre. Se identificaron tres
procesos activos que supuestamente ayudan al hongo a sobrevivir en sangre en un estado
avanzado de la infeccién: homeostasis del hierro, metabolismo secundario y la formacion de
enzimas de desintoxicacion.

Otras colaboraciones son en el &mbito agroalimentario. Con el Dr. Slapeta de la Universidad de
Sydney, en el estudio comparativo de la transcriptomica de diferentes cepas de Trichoderma que
infectan especificamente a ciertas especies ganaderas. Este estudio permite desarrollar
biomarcadores y tratamientos especificos para cada especie. Con el Dr. Rios del IVIA, hemos
caracterizado la regulacion epigenética de la dormancia del melocotén utilizando datos de ChlP-
seq.
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USA)
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Omics Data". Conesa, Ana (San Diego,
USA)
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University of Florida, Animal Science
department. Conferencia invitada:
""Developing statistical approaches for
the integration of multi-omics data".
Conesa, Ana (Florida, USA)

IWBBIO  2015. International  work-
conference on Bioinformatics and
Biomedical engineering. Comunicacion
oral: "Integrated variable selection from
multi-omics experiments using machine
learning". S Tarazona, M Clemente-
Ciscar, A Conesa(Granada, Espafia)

International workshop  Algorithmics,
Bioinformatics and Statistics for NGS
data analysis, Instituto Curie.
Conferencia: "Integration of multi-omics
data to study B-cell differentiation:
experimental design and analysis
issues". Ana Conesa (Paris, Francia)

Next Generation Sequencing Conference.
Conferencia invitada: ''Statistical and
Bioinformatics Resources for Analysis of

Multi-Omics  Projects”. Ana Conesa
(Boston, USA)

Centro del Cancer de Salamanca.
Conferencia invitada: "STATegra:

Developing new resources for the
integrative analysis of multi-omics data".
Ana Conesa (Salamanca, Espana)

Journées Ouvertes en Biologie,
Informatique & Mathématiques (JOBIM).
Ponencia: 'lLessons and results of
integrative multi-omics data analysis".
Ana Conesa (Clermont-Ferrand, Francia)

HitSeq 2015. Comité Oganizador. (Dublin,
Irlanda)

Conferencia Argentina de Bioinformatica
y Biolégica Computacional. Conferencia
de apertura. (Bahia Blanca, Argentina)

The Environmental Determinant of
Diabetes in the Youth Project.
Conference: 'Integrative analysis of
Omic’s data". Ana Conesa (Washintong,
USA)
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PROGRAMA DE TERAPIAS AVANZADAS

Director de programa: Dra. M2 Jes(s Vicent

Grupos de investigacion:
1 Endocrinologia molecular. Investigador principal: Dra. Deborah Burks
2 Moléculas organicas. Investigador principal: Dr. Santos Fustero.

3 Patologia molecular e investigacion traslacional en oncologia.
Investigador principal: Dr. Jer6nimo Forteza.

4 Polimeros terapéuticos. Investigador principal: Dra. M2 Jes(s Vicent.

5 Quimica de péptidos y proteinas. Investigador principal: Dra. M2 Mar
Orzaez.

6 Regeneracion tisular y neuronal. Investigador principal: Dra. Victoria
Moreno-Manzano.

7 Reparacion cardiovascular. Investigador principal: Dr. J. Anastasio
Montero.

8 Terapias con células madre en enfermedades neurodegenerativas.
Investigador principal: Dr. Slaven Erceg
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Endocrinologia molecular

Investigador principal: Dra. Deborah Burks

Co-Investigador principal: Investigadores Predoctorales:

e Luke Noon, Investigador e Fatima Manzano Nufez
Ramon y Cajal (CIBERDEM) (CIBERDEM)

Investigadores Asociados: Técnicos

e Carlos Acosta Umanzor e Aranzazu Leal Tassias
(CIBERDEM)

e Amparo Galan Albifana
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1. Resumen

Nuestro grupo de investigacion estudia el papel de la insulina y del receptor de transduccion de
sefial IGF-1 en la regulacion de varios sistemas fisioldgicos, con el objetivo principal de
comprender como los defectos en la transduccion de senal pueden provocar enfermedades
humanas tales como la obesidad, diabetes, enfermedades hepaticas, y neurodegeneracion.
Nuestra investigacion se centra en las proteinas sustrato receptor de insulina (insulin receptor
substrate; IRS) que son las principales dianas intracelulares del receptor de insulina activado. La
pérdida de Irs2 tanto en humano como en rat6én esta asociado con una reduccién de la masa de
células beta pancreaticas y la aparicion de resistencia periférica a insulina, sefas de identidad de
la diabetes de tipo 2. En estudios realizados con el modelo de ratén portador de la mutacién
(Knockout) de Irs2, se ha comprobado que esta molécula juega un papel clave en el desarrollo y
funcién del cerebro, ya que la deficiencia de Irs2 causa una disminucién del desarrollo del tamano
del cerebro. Ademas, hemos observado que en los cerebros adultos la ausencia de IRS2 da lugar a
una acumulacion de tau fosforilado, caracteristica de los ovillos neurofibrilares, asociada con la
enfermedad de Alzheimer, y consistente con la hipétesis de que los defectos en la accién de la
insulina pueden ocasionar trastornos neurodegenerativos. Nuestra meta es utilizar la informacion
de los estudios de investigacion basica de senalizacion de la insulina para comprender las
enfermedades metabdlicas. El desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para prevenir y tratar
la obesidad y la diabetes es una prioridad del sistema de salud pdblica.

Figura 1. IR Beta in HepaRG
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2. Resultado de la investigacion

Los cambios de sensibilidad de nuestros tejidos a insulina y al factor de crecimiento tipo-insulina
(insulin-like growth factor 1; IGF1) estan asociados con la edad, enfermedades metabdlicas, y
cancer. Utilizando el higado como 6rgano modelo, nuestro grupo de investigacion ha estudiado el
patron celular de este eje insulina/IGF1 para poder testar la influencia en homeostasis del tejido,
la respuesta a dano celular y tisular, y la desregulaciéon de estos procesos en enfermedades
metabdlicas y hepatocarcinogénesis provocados por cambios locales en la sensibilidad a estos
factores de crecimiento. Tanto en la obesidad como en la diabetes de tipo Il, en las que la
alteracion de la via de sefalizacion insulina/IGF1 tiene un papel clave en implicaciones
patogénicas, se aumenta el riesgo de enfermedad hepatica crénica y carcinoma hepatocelular
(HCO), la tercera causa de muerte por cancer a nivel mundial. No obstante, se conoce muy poco
sobre responden, o estan influenciadas, las células madre (stem) hepaticas en el parénquima
danado a alteraciones sistémicas en la sefializacion de insulina/IGF que ocurre en pacientes
obesos o diabéticos. Para estudiar la respuesta de las células madre a factores de crecimiento
metabdlico, hemos desarrollado una serie de herramientas moleculares nuevas que nos permiten
visualizar y estudiar aspectos clave de la via de sefializacién de insulina/IGF a nivel celular. De
esta forma, estamos utilizando estas nuevas herramientas en combinacién con las técnicas
clasicas de citometria de flujo del CIPF y plataformas de analisis de imagen de alta densidad para
descubrir nuevos aspectos de cémo la senalizacion de insulina/IGF1 y la resistencia a insulina
puede afectar a la capacidad de supervivencia, proliferacion y diferenciacion de las células madre.
En este sentido, estamos estudiando la respuesta de células “stem-like” en el contexto de HCC a
insulina/IGF1 y como el patron espacial de sensibilidad a insulina/IGF1 puede subyacer en la
heterogeneidad de este neoplasma incurable, la influencia en el destino celular, la resistencia a
terapias quimicas, el crecimiento tumoral y la supervivencia celular. Nuestro trabajo de
investigacion también pretende explorar el papel de la via de insulina/IGF1 en la diferenciacion de
novo de células madre humanas pluripotentes a hepatocitos, las células funcionales del higado. El
trasplante de hepatocitos parece una alternativa potencial segura all transplante de higado, por lo
que estamos trabajandopara optimizar las estrategias actuales que generen este tipo de células
para aplicaciones terapéuticas.
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1. Resumen.

La Quimica Médica es la disciplina que se refiere al descubrimiento, identificacién y obtencién de
nuevas entidades quimicas con actividad biolégica a nivel molecular, con el fin dltimo de
conseguir farmacos mas seguros y eficaces para el tratamiento de diversas patologias.

La principal finalidad de la investigacién que desarrollamos en el Laboratorio de Moléculas
Organicas es la sintesis de nuevos compuestos con potencial actividad biolégica. Para ello, el
nivel de investigacion elemental consiste en el desarrollo de nuevas metodologias de sintesis que
permitan acceder a dichas moléculas de manera eficaz y selectiva. En este sentido, nuestro grupo
de investigacidn esta interesado en la sintesis de compuestos organofluorados, puesto que es
bien conocido que la introduccién de fldor o agrupaciones fluoradas en moléculas organicas
conduce, a menudo, a cambios beneficiosos en sus propiedades quimicas y farmacolégicas. Por
otra parte, también estamos interesados en el disefio y sintesis de nuevos peptidomiméticos y
otras moléculas organicas pequefas capaces de activar o inhibir dianas terapéuticas concretas.
En este contexto resulta esencial la colaboracién con distintos departamentos a la hora de
identificar dichas dianas terapéuticas asi como realizar los ensayos biol6gicos correspondientes.

2. Resultado de la Investigacion

Titulo del Resultado de Investigacion 1

“A Versatile Approach to CF;-Containing 2-Pyrrolidones by Tandem Michael Addition
Cyclization: Exemplification in the Synthesis of Amidine Class BACE1 Inhibitors”

Descripcion

En este trabajo se describid la sintesis de nuevas pirrolidonas fluoradas partiendo de
aminoésteres no protegidos y aminonitrilos a través de una secuencia de adicion de Michael-
lactamizacion. Los productos resultantes conteniendo un grupo CF; y un centro estereogénico
cuaternario adyacente a la agrupacién fluorada, se convirtieron en aminopirrolidinas con actividad
inhibitoria del enzima B-secretasa (BACE1), que es una diana terapéutica para el tratamiento del
Alzheimer. Este trabajo se desarrollé en colaboracion con la multinacional farmacéutica Janssen y
fue publicado en Chemistry-A European Journal 2015, 21, 11719-11726. Se trata de un ejemplo de
fluoraciéon selectiva como una estrategia valida para la modulacion de las propiedades
fisicoquimicas y biolégicas de compuestos candidatos a farmacos.

Titulo del Resultado de Investigacién 2

“Asymmetric Intramolecular Aza-Michael Reaction in Desymmetrization Processes. Total
Synthesis of Hippodamine and epi-Hippodamine”

Descripcion

En este trabajo se describié por primera vez el empleo de sulfinilaminas quirales actuando como
fuentes de nitrégeno nucledfilas e inductores quirales en procesos de desimetrizacion mediante la
reaccion aza-Michael intramolecular. Los productos resultantes de esta transformacién se
utilizaron como intermedios avanzados en la sintesis total del producto natural hipodamina y su
epimero, epi-hipodamina, gracias a la especial simetria de estas moléculas (Organic Letters 2015,

17, 960-963).
Titulo del Resultado de Investigacion 3
“y-Silylboronates in the chiral Bronsted acid-catalyzed allylboration of aldehydes”

Descripcion

En el presente trabajo se describi6 por primera vez el empleo de ésteres alilbordnicos
funcionalizados en la alilacién catalitica enantioselectiva de aldehidos. Concretamente, el uso de
derivados de y-sililalil pinacolato permitié la obtencién de alcoholes homoalilicos a-sililados con
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elevados rendimientos y enantioseelctividades en la mayoria de casos. Finalmente, se demostroé la
utilidad de estos intermedios con su transformacién en alcoholes alilicos fluorados (Chemical
Communications 2015, 51, 5246-5249).

Titulo del Resultado de Investigacion 4

“Asymmetric Synthesis of Fluorinated Isoindolinones through Palladium-Catalyzed
Carbonylative Amination of Enantioenriched Benzylic Carbamates”

Descripcion

En este trabajo se llevd a cabo la sintesis asmétrica de isoindolinonas fluoradas mediante una
reaccion de aminocarbonilacién catalizada por paladio de las correspondientes a-fluoroalquil o-
iodobencilaminas. Con el fin de explicar la pérdida parcial de pureza 6ptica observada en los
productos finales, se propuso un proceso de B-eliminacion de hidruro anti mediado por una base.
Esta hipotesis mecanistica nos permitié minimizar esta racemizacién parcial mediante un fino
ajuste del pK, de la base utilizada (Chemistry-A European Journal 2015, 21, 11579-11584).

Publicaciones

4. Aparicil, Guerola M, Dialer C, Simon-
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nitrogenados fluorados
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Director: Dr. S. Fustero. Universidad de
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1. Resumen

La Unidad Mixta de Patologia Molecular y Oncologia Traslacional (CIPF-UCV) engloba el Instituto
Valenciano de Patologia de la Universidad Catélica de Valencia “San Vicente Martir” y realiza
investigacion aplicada y traslacional en Patologia y Cancer.

Incorporando al diagnéstico en Patologia aquellas metodologias de mayor implicacién prondstica
y terapéutica, favoreciendo la incorporacién de nuevas estrategias terapéuticas.

En el cancer, la taxonomia posibilita, el tratamiento personalizado de las distintas enfermedades.
Las clasificaciones tienen que ser clinicas, morfolégicas, inmunofenotipicas y moleculares. Las
clasificaciones moleculares permiten las terapias dianas y el desarrollo de marcadores predictivos
gue permiten estratificar a los pacientes.

El estudio del Cancer exige el conocimiento desde unas mutaciones a la capacidad de infiltracién
local, y su capacidad de metéastasis.

El conocimiento del genoma del Cancer abre nuevas posibilidades y, en especial, la oportunidad
de estudios moleculares y, como los de NGS, asi como en la expresion de miRNA. Estos estudios
moleculares necesitan la base morfolégica, estudios de expresién de “microarrays” asi como
inmunohistoquimica y “Tissue microarrays”. El desarrollo de este proyecto tiene que permitir el
poder guiar nuevas terapéuticas, y utilizar marcadores prondsticos de multigenes.

Ademas de su linea preferente de Cancer, la Unidad tiene lineas de diagnéstico e investigacion en
enfermedades neurodegenrativas e inflamatorias, a nivel, entre otros, de sistema nervioso y renal.

La finalidad principal de la Unidad es hacer de puente traslacional entre clinica e investigacion.

2. Resultado de la investigacion

Titulo del Resultado de Investigacion 1: NGS - Canceres de mala evolucion.

En el estudio del Cancer tenemos una serie de neoplasias con mutaciones diana como el EGFR en
el Carcinoma de Pulmén o el Ber-Abl en la Leucemia Mieloide Crénica, siendo éstas el Erlotinib y el
Gleevec respectivamente. En el caso del melanoma la droga diana seria el Vemurafenib, en los
casos que fuera positiva la mutacién para B-Raf.

Este planteamiento mutacién-drogas diana tiene la limitacién de las resistencias por nuevas
mutaciones. Por ello, tenemos planificado el estudio de secuenciacién e identificacion de
mutaciones en Canceres de mala evolucién. Se trataria de buscar mutaciones para guiar terapia.
Se iniciaria con un estudio mutacional sobre tejido tumoral que podria ser tanto sobre material
congelado como sobre muestras parafinadas, buscando el estudio de “pathways” de la
enfermedad y disefio de genes y mutaciones al estudiar, con la posterior elaboracién de librerias.
Se usarian farmacos que tienen acciéon como inhibidores de genes concretos, o que inhiben vias y
que ya estén aprobados para otras enfermedades.

En este momento, ya estan elaborados los paneles de genes, habiéndose hecho un disefo

customizado. Paralelamente, de forma retrospectiva se ha realizado una recogida de la casuistica
(muestras y datos) de canceres de mala evolucion.
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Titulo del Resultado de Investigacion 2: Linfoma de Hodgkin. Estudio Molecular.

En neoplasias como los linfomas, en concreto, en el linfoma de Hodgkin hay dos peculiaridades
cuando comparamos neoplasias como carcinomas, con linfomas de Hodgkin. En el linfoma de
Hodgkin las células neoplasicas son aisladas y pocas, y, al mismo tiempo, la reacciéon inmune
contra la célula neoplasica es muy intensa. En el linfoma de Hodgkin, el propio linfoma como
enfermedad esta disefiado como un experimento terapéutico de inmunoterapia.

Asi como en los carcinomas en las resistencias aparecen como mutaciones con clones resistentes,
en el linfoma de Hodgkin la clave terapéutica podria estar mas implicada en cambios en la
respuesta inmunolégica.

En el estudio del linfoma de Hodgkin puede tener una importancia especial el valorar el
“background” inflamatorio y realizar estudios moleculares comparativos entre las células
neplasicas (RS) y el estroma. Dentro de esta linea, parece interesante el estudiar los “check
points” inhibidores viendo el papel del pathway PD1 en el linfoma de Hodgkin, ya que existe una
posibilidad de bloqueo de esa via a través de nuevas drogas, lo que permitiria desarrollas
estudios en fase 1.

La incorporacion de los estudios con NGS puede ser una oportunidad de conocimiento de nuevas
vias terapéuticas en el linfoma de Hodgkin.

Las observaciones que hemos realizado en este sentido con inmunofenotipo y “tissue microarray”
apoyan el paso al estudio del Hodgkin con NGS, sobre estudios anteriores de marcadores
multigénicos (Blood 2010).

Ambos planteamientos tanto el de Canceres de mala evolucién como el de Estudios Moleculares
en Linfoma de Hodgkin corresponden a una planificacion mas que a resultados. La Unidad es de
nueva creacion y empez6 su andadura en Septiembre de 2014.

PD1A
Foliculo
linfoide

PDL 1.
Inmunohis
toquimica
Célula de
Reed
Sternberg

CD 30 Inmunohistoquimica células de

Reed Sternberg
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C-MYC (FISH). Linfoma de Burkitt.
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1. Resumen

Actualmente existen 17 Polimeros Terapéuticos en el mercado de uso clinico rutinario y 2 de ellos
forman parte de la lista de los 10 farmacos mas vendido en EEUU en 2013. Sin embargo, existen
muchas oportunidades para continuar desarrollando esta plataforma tecnolégica. La
administracion de agentes anticancerigenos de manera individual o en combinacién dirigida hacia
nuevas dianas moleculares, el desarrollo de materiales poliméricos con arquitecturas definidas, y
el tratamiento de enfermedades distintas del cancer, siguen siendo las areas mas interesantes y
prometedoras. Las lineas actuales de investigacion en el laboratorio de Polimeros Terapéuticos
del CIPF contindan en este sentido.

Nuestra principal actividad investigadora se centra en el disefio de conjugados poliméricos. Estas
nanomedicinas estan siendo empleadas como agentes terapéuticos y/o herramientas de
diagn6stico para aplicaciones en cancer y en regeneracion de tejidos. Con el fin de lograr
nanofarmacos altamente especificos y efectivos estamos empleando vehiculos biodegradables a
base de polipéptidos, terapia de combinaciéon y un disefio de nanoconjugados hibridos para
nuevas dianas moleculares, incluyendo tratamientos para trastornos neurodegenerativos, lo que
implica ser capaces de atravesar barreras bioldgicas tan importantes como la Barrera
Hematoencefalica (BHE).

Nuestros sistemas poliméricos nos permiten estudiar la influencia de la conformacién de agentes
bioactivos y como ello afecta al trafico intracelular, permitiéndonos ademas explorar una amplia
gama de aplicaciones clinicas. Adicionalmete, se estan implementando herramientas cuantitativas
para el estudio de la internalizacion de nanoconjugados in vitro e in vivo.

2. Resultado de lainvestigacion

Durante 2015 en el laboratorio de Polimeros Terapéuticos se han consolidado las lineas de
investigacion ya existentes, ademas de implementarse nuevos enfoques de trabajo. A
continuacion se resumen estos logros.

La investigacion actual de terapias anti cancerigenas para pacientes con enfermedad metastasica
no ha logrado aumentar las tasas de supervivencia. Recientemente, hemos conseguido
financiacion europea del programa Ideas del H2020, ERC-Consolitor Grants para llevar a cabo el
proyecto “Towards the design of Personalised Polymer-based Combination Nanomedicines for
Advanced Stage Breast Cancer Patients, (MyNano)”. En este proyecto desarrollaremos nuevos
conjugados utilizando poliglutamatos (PGA) y realizando un control preciso de tamafio, forma,
conformacién, multifuncionalidad y respuesta al medio. Estudiaremos también la relacion
estructura-actividad en modelos clinicamente relevantes. Emplearemos cultivos celulares, vy
modelos in vivo generados a partir de tejido de paciente de cancer de mama primario que
representen diferentes subtipos clinicos. Ademas tenemos como objetivo estudiar la sinergia
terapéutica entre determinados farmacos antitumorales e inhibidores de las vias de liberacion de
exosomas procedentes del tumor, fendmeno conocido por ser un mediador de metastasis y
resistencia a farmacos.

Actualmente, estamos realizando un cribado de farmacos en lineas celulares de cancer de mama
establecidas, para identificar las combinaciones mas efectivas. Al mismo tiempo, se estan
optimizando modelos murinos de cancer de mama metastasicos que proporcionaran una
plataforma in vivo definida que nos permitira evaluar la eficacia anti-tumoral. Con esta nueva
estrategia de trabajo se optimizara el disefio de una nueva generacion de nanoconjugados para el
tratamiento del cancer metastasico de manera individualizada.

El cancer de préstata (CaP) es otra de nuestras principales lineas de investigacion. Esta descrito

que el receptor de andrégenos (RA) y las vias de sefializacion PI3K en el CaP estan alteradas en un
25-70% de los casos. En este proyecto nuestro objetivo es utilizar terapia de combinacion basada
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en la conjugacién polimérica para disenar una terapia dirigida a ambas vias de sefnalizacion. Para
ello, estamos utilizando un agente endocrino empleado clinicamente y un anticuerpo monoclonal
(mAb) denominado anti-IGF1R. En una primera aproximacion se ha conjugado el anticuerpo a PGA
para disminuir la toxicidad sistémica mostrada en estudios clinicos previos. Resultados preliminares
in vitro han demostrado que la conjugacion

(PGA-mADb) es adecuada y no disminuye la actividad del anticuerpo. Utilizando este conjugado en
combinacion con la terapia endocrina se ha detectado una alta actividad anticancerigena y una
mayor selectividad frente a la diana de interés. Actualmente, se esta optimizando la conjugacién
del agente endocrino al PGA para obtener un conjugado de combinacién basado en polimeros de
Tipo Il (PGA-mAb-farmaco endocrino) que asegure el transporte del farmaco y del anticuerpo a la
misma célula tumoral. Posteriormente, se evaluara su actividad a nivel biolégico.

Otra linea de investigacion en nuestro laboratorio consiste en el desarrollo y caracterizacion de
nuevas estructuras de PGA con elevado peso molecular y alto tiempo de circulacion plasmatica
para ser utilizadas como vehiculos para el tratamiento/diagndstico de trastornos
neurodegenerativos (Panel A). Estas estructuras son capaces de atravesar la barrera
hematoencefalica utilizando para ello estrategias de transporte activo a través del uso de
“Caballos de Troya” moleculares (Panel B). Para este fin, se han disefiado y sintetizado polimeros
estrella autoensamblados usando el motivo BTA (benzene-1,3,5-tricarboxamide) con propiedades
de autoensamblaje, como iniciador. La modificacion quimica y el control de las condiciones
fisicoquimicas ha dado lugar a un rango de estructuras nanométricas con diferentes tamafios y
formas. Esto ha permitido la sintesis de conjugados de combinacién constituidos por
bisdemetoxicurcumina (BDMC) y residuos propargilamina con el fin de crear nuevas terapias
neuroprotectoras/neurorescatadoras para la enfermedad de Alzheimer. Se ha demostrado con
éxito, que estos conjugados de combinacion producen la inhibicion de forma efectiva de la
formacion de fibras in vitro, y ademas confieren neuroproteccién en respuesta a la induccién de
toxicidad provocada por el péptido AB1-42 en cultivos organotipicos del hipocampo (ex vivo).
Ademas de ello, se ha demostrado su seguridad in vivo tras la aplicacion de sucesivas dosis de
compuesto en un modelo murino de Alzheimer (ArcAbeta). (Paneles Cy D).

En colaboracién con la Dra Moreno del CIPF, se ha realizado ademas un estudio combinando
células madre con polimero terapéuticos para el tratamiento de la lesion medular (SCI). Los
modelos animales de SCl aguda mostraron que el transplante de células madre de médula espinal
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ependimales/progenitoras (epSPCs) induce la recuperacion funcional, mientras que la
administracion sistémica de curcumina anti-inflamatoria proporciona neuroproteccién. Sin
embargo, la recuperacion funcional de SCl en la etapa crbnica requiere mejoras en estas
estrategias terapéuticas. Por lo tanto, se ha disefiado y testado un conjugado polimérico
Poliacetal-curcumina sensible al pH para mejorar la biodisponibilidad en sangre, la estabilidad, y
para proporcionar una entrega mas localizada. Esto mejora la neuroproteccién, aumenta el
crecimiento axonal, mejora la recuperacion funcional en SCI aguda y mejora la recuperacién
funcional en un modelo de ratén SCI crénico. Todo esto sugiere que la terapia de combinacion
puede ser una opcidn terapéutica interesante para SCl crénica en los seres humanos. Desarrollos
mas avanzados en esta linea de investigacion estan dirigidos a proporcionar conjugados
polimérico-farmaco de combinacién con el objetivo de promover el crecimiento axonal y la
actividad neuroprotectora dentro de un vehiculo polipeptidico para mejorar el tratamiento de la
lesion medular cronica.

En otra linea dentro del area de regeneracion tisular, en colaboracién con la Dra Sepllveda en el
[IS La Fe, se estan desarrollando conjugados poliméricos como terapias preventivas para el dano
inducido por reperfusion miocardica. A pesar de que la lesiobn miocardica por
isquemia/reperfusion (I/R) durante la angioplastia se reduce por la administracién intravenosa de
agentes cardioprotectores, las tasas de mortalidad siguen siendo altas, por lo que es necesario
mejorar la cardioproteccion. En este proyecto, se ha propuesto la administracion de
cardioprotectores a base de polimeros a través de un novedoso catéter que permite la liberacion
local controlada. Nuestra hipétesis de trabajo es que esta liberacién sera mas eficaz en la
reduccién de la lesién I/R que la administracion intravenosa. Por otra parte, la conjugacién
polimérica aumentara la solubilidad del farmaco y la estabilidad, disminuyendo la toxicidad y la
exposicion sistémica. En concreto, estamos iniciando el desarrollo de nanogeles de PGA mediante
la unién covalente de farmacos cardioprotectores y probaremos su actividad in vitro e in vivo.

Otra linea de investigacion consiste en el disefio racional de vectores polipeptidicos zwiteriénicos
no virales destinados a terapia génica,
mas concretamente al transporte
citosélico de oligonucle6tidos. Estos
vectores se basan en derivados de
PGA y proporcionan avances en cuanto
a seguridad y comportamiento
endosomolitico a través de grupos
sensibles al pH que promueven el
transporte citosélico. Estamos
modificando el PGA con  3-
morfolinopropilamina y arginina metil-
ester (PGA-Morph-Arg), lo cual nos ha
permitido conjugar tanto siRNA como
DNA (ver figura). Nuestro objetivo es
validar esta plataforma no viral para

promover la aplicacion terapéutica en cancer y trastornos neurodegenerativos.

Finalmente, entendemos que el diseno racional de los portadores a base de polipéptidos bien
definidos requiere una comprension del comportamiento completo en diferentes condiciones
fisiologicas, a fin de estimar su capacidad de respuesta in vivo. Hemos aplicado técnicas fisico-
quimicas avanzadas, tales como Small Angle Neutron Scattering (SANS) o Small Angle X-Ray
Scattering (SAXS) para estudiar poliglutamatos ramificados, interesantes debido a sus
propiedades intrinsecas. A través de analisis de SANS, hemos decodificado los parametros
inherentes de comportamiento, auto-ensamblaje y conformacion. Esto demostré que el modelo
“Gaussian coil for a Dozier star polymer” era el mas apropiado para adaptarse a nuestros datos y
reveld una forma de esfera colapsada.
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1. Resumen

Las interacciones proteina proteina (PPIs) son responsables del control de la mayoria de procesos
relevantes en los seres vivos. El objetivo principal de la unidad de Quimica de Péptidos y Proteinas
es la identificacién y desarrollo de moduladores de PPIs dirigidos a restablecer el equilibrio en
procesos patoldgicos. En concreto, nuestra investigacion se centra en el estudio de las rutas de
apoptosis e inflamacion.

La linea de investigacion del grupo se enmarca dentro de los desafios definidos por el centro
contribuyendo en particular, al desarrollo de nuevas moléculas con potencial farmacolégico.
Estas moléculas constituyen ademéas herramientas biotecnol6gicas para el estudio de las bases
moleculares de la enfermedad.

Las interacciones proteina proteina (PPIs) son responsables del control de la mayoria de procesos
relevantes en los seres vivos. El objetivo principal de la unidad de Quimica de Péptidos y Proteinas
es la identificacion y desarrollo de moduladores de PPIs dirigidos a restablecer el equilibrio en
procesos patoldgicos. En concreto, nuestra investigacion se centra en el estudio de las rutas de
apoptosis e inflamacion.

La linea de investigacion del grupo se enmarca dentro de los desafios definidos por el centro
contribuyendo en particular, al desarrollo de nuevas moléculas con potencial farmacolégico.
Estas moléculas constituyen ademas herramientas biotecnolégicas para el estudio de las bases
moleculares de la enfermedad.

2. Resultado de la Investigacidn

1. Desarrollo de moduladores de apoptosis

La activacion de apoptosis (muerte celular programada) en células de mamifero ocurre a través de
dos vias diferenciadas, la via extrinseca o la via intrinseca. En ambos casos la muerte celular es
ejecutada por una familia de proteasas denominadas caspasas. La activacion de la ruta intrinseca
de apoptosis provoca la permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa (MOMP) en un
proceso modulado por la familia de proteinas Bcl-2. Tras la MOMP, el citocromo c se libera al
citosol, donde se une a Apaf-iinduciendo su oligomerizacion y el reclutamiento de la caspasa
iniciadora procaspasa-9. Caspasa-9, una vez activada, corta y activa a las caspasas ejecutoras
caspasa-3y caspasa-7 provocando la muerte celular por apoptosis.

Enfermedades neurodegenerativas o procesos de isquemia reperfusién, se caracterizan por la
aparicion de apoptosis excesiva. Nuestro grupo ha desarrollado una familia de inhibidores del
apoptosoma, la plataforma molecular responsable de la activaciéon de pro-caspasa-9, con el
objetivo de inhibir el exceso de apoptosis asociado a estos procesos patolégicos.

Durante 2015, hemos demostrado que los inhibidores de Apaf-1 contribuyen a la recuperacion
celular cuando la cascada de eventos que conducen al proceso de apoptosis ya ha sido iniciada.
Ademas hemos caracterizado en colaboracién con el profesor Angel Messeguer una nueva familia
de inhibidores del apoptosoma.

La apoptosis excesiva afecta a muchos otros procesos del organismo dificultando la vuelta a la
homeostasis tras producirse un dafio. El envenenamiento provocado por serpientes es muy
frecuente en los paises tropicales y el dafo renal agudo es una de las principales complicaciones
que se observan tras la mordedura de una serpiente del género Bothrops, lo que aumenta su
morbilidad y la mortalidad. Como expertos en el campo de apoptosis celular hemos colaborado
con la Dra. Monteiro de Brasil a la caracterizacion molecular de la muerte en células renales
provocada por la L-Amino Oxidasa, uno de los componentes fundamentales del veneno de este
tipo de serpientes.
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El control de la apoptosis dependiente de mitocondria que llevan a cabo las proteinas de la
familia Bcl-2 tiene un papel fundamental en la biologia del cancer. Las interacciones entre
miembros pro-y anti-apoptéticos de esta familia determinan el destino celular. La funcién de las
regiones citosélicas de estas proteinas en sus interacciones ha sido ampliamente estudiada, sin
embargo, hay un completo desconocimiento del papel que los segmentos transmembrana
desempeifian en el control del MOMP. Como la mayoria de las funciones de las proteinas de la
familia Bcl-2 se realizan en la membrana mitocondrial, nuestra hipétesis de trabajo sostiene que
los segmentos transmembrana desempefian una funcién relevante en el control de la
permeabilizacion mitocondrial. Hemos iniciado, por ello, el estudio del interactoma de los
segmentos transmembrana de las proteinas Bcl-2 y de su relevancia en el control de apoptosis. El
estudio de estos procesos a nivel molecular nos ha proporcionado la informacién necesaria para
mejorar el disefo de tratamientos antitumorales sobre nuevas dianas moleculares.

La resistencia de las células tumorales a ciertos tratamientos quimioterapedticos se ha
correlacionado con la incapacidad de dichas células de permeabilizar la mitocondria. La
implicacion dual de las proteinas de la familia Bcl-2 en el control de apoptosis y del metabolismo
nos ha llevado a hipotetizar la probable existencia de oncometabolitos marcadores de resistencia
a permeabilizacién mitocondrial. En concreto, hemos centrado nuestros estudios en el cancer de
endometrio, el tipo de tumor del sistema reproductor femenino mas frecuente. Realizamos estos
estudios en colaboracién con la Dra. Eva Colas y el Prof. Jaume Revent6s Nuestros resultados han
validado la existencia de resistencia a MOMP de muchas lineas celulares de cancer de endometrio
(figura 1) y ahora nuestra investigacion se ha focalizado en la caracterizacién de oncometabolitos
especificos como marcadores de resistencia a muerte celular.
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Figura 1. Sensibilizacién mitocondrial en lineas tumorales de endometrio. Analisis de la
permeabilizacién mitocondrial tras tratamientos con Cisplatino (CDDP), paclitaxel (PCTX) o el
mimético de BH3 ABT263.

Otro aspecto relevante de la modulacion de apoptosis es la liberacion controlada de los farmacos.
Nuestro grupo en colaboracioén con el Prof. Ramén Martinez Mafez ha disefiado nanoparticulas
para la liberacién controlada de drogas pro- o anti-apoptéticas. En concreto, hemos disefiado una
nanoparticula que posee una puerta molecular peptidica, substrato de caspasa-3. Esta
nanoparticula es capaz de transportar distintos cargos y liberarlos de manera dependiente de la
activacion de apoptosis en modelos celulares.
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2. Desarrollo de moduladores del inflamasoma.

Los inflamasomas son complejos macromoleculares del sistema inmune innato que activan la
respuesta inmune e inflamatoria en respuesta a patégenos o dafio celular. En general estan
formados por un receptor intracelular (proteina NLRP), una proteina adaptadora y la procaspasa
inflamatoria, procaspasa-1. Ante un estimulo proinflamatorio, se ensambla el macrocomplejo y se
produce la activacién proteolitica de caspasa-1, que procesa a las citocinas proinflamatorias prolL-
1 betay prolL-18 y activa el proceso de muerte proinflamatoria conocido como piroptosis.

Un creciente nimero de investigaciones demuestra que defectos en la estructura y/o actividad del
inflamasoma se correlacionan con la aparicion de numerosas enfermedades, desde artritis, a la
enfermedad de Crohn, cancer o diabetes. Las terapias actuales para el tratamiento de las
inflamasomopatias se centran en la inhibicién de la senalizacion mediada por IL-1 beta pero no
afectan al resto de la senalizacién proinflamatoria que promueve la activacion de este complejo.
Para abordar esas limitaciones nuestro objetivo ha sido el desarrollo de moduladores de la
activacion de procaspasa-1 mediada por ASC (iAC1s). Hemos identificado nuevos inhibidores y
caracterizado su actividad in vitro y en modelos de inflamacién celulares de THP-1, PBMCs y
astroglia. Ademas hemos iniciado el diseno y la caracterizacion in vivo de nanoparticulas que
realizan un transporte preferencial de drogas antiinflamatorias a la zona de dafio tisular.

Proyectos
e Exploiting Protein Complexes that InduceCell-death. Investigador: Howard FearnHead (Subgrupo: Mar

Orzdez) Entidad/es financiadora/s: H2020-MSCA-RISE-2015. Fecha de inicio: 2016 Fecha fin: 2018.

e Red de Excelencia “The Spanish Channel lon innitiative”. Investigador: Prof. Antonio Ferrer Montiel
(Subgrupo Mar Orzdez) Entidad/es financiadora/s: Ministerio de Ciencia e Innovacién. Investigacion
Fecha de inicio: 2016 Fecha fin: 2017.

e El interactoma de los dominios transmembrana de las proteinas Bcl-2 como diana antitumoral
Investigador: Mar Orzdez Calatayud Entidad/es financiadora/s: Ministerio de Ciencia e Innovacion.
Investigaciéon Fecha de inicio: 2015 Fecha fin: 2017.

o Determinacion de oncometabolitos mitocondriales responsables de resistencia en cdncer de
endometrio. Investigador: Mar Orzdez Calatayud Entidad/es financiadora/s: Conselleria de Sanidad
Fecha de inicio: 2015 Fecha fin: 2015.

e Modulacién de interacciones proteina-proteina en apoptosis como diana terapéutica en procesos
tumorales. Investigador: Ismael Mingarro, Mar Orzdez  Entidad/es financiadora/s: Generalitat
Valenciana Proyecto Prometeo Fecha de inicio: 2014 Fecha fin: 2018.
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Conferencias y congresos

1.

29th Annual Symposium of The Protein
Society.  Presentacion de  Péster:
“Insertion of the hydrophobic C-terminal
domain of apoptotic BH3-only proteins
into biological membranes”. Ismael
Mingarro, Mar Orzaez, Maria ). Garcia-
Murria, Manuel Bané-Polo,Vicente
Andreu-Fernandez.

Xl Aporeunién. Presentacion Oral: “Pro-
caspase-9 activators for breast cancer
treatment”. Yadira Palacios-Rodriguez,
Tatiana Guevara, Christian De Ford, Pablo
Lujan, Ménica Sancho, Guillermo Garcia-
Lainez, Angel Messeguer, Enrique Pérez-
Paya and Mar Orzaez.

XXXVIII  Congreso de la SEBBM.
Presentacion Oral: “Small molecule
activation of procaspase-9 induces
intrinsic apoptosis in breast cancer cells”.
Yadira Palacios-Rodriguez, Tatiana
Guevara, Christian De Ford, Pablo Lujan,
Ménica Sancho, Alicia Garcia-Jarefio,
Guillermo Garcia-Lainez, Natalia de la
Figuera, Angel Messeguer, Enrique Pérez-
Paya, Mar Orzaez.

XXXVIII  Congreso de la SEBBM.
Presentacion de Paster: “The interactome
of the Bcl-2 protein family
transmembrane domains”. M2 Mar
Orzdez Calatayud, Vicente Andreu-
Fernandez, Ainhoa Genovés, Laura
Sanchez-Pérez, Enrique Pérez-Payaz,
Ismael Mingarro Mufioz.

Tesis doctorales dirigidas

1.

Doctorando: Vicente Andreu Fernandez.
“The Transmembrane domain interaction
network of Bcl-2 family members”.
Directores: Dres. M. Orzaez, E. Mingarro y
E. Pérez-Paya. Universidad de Valencia
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1. Resumen.

En el Laboratorio de Regeneracién Tisular y Neuronal (LRTN) trabajamos en el campo de la
Medicina Regenerativa. Trabajamos en la bldsqueda de terapias celulares eficientes adaptadas a
la demanda del proceso patolégico y de su traslacion clinica desde los modelos experimentales.
Mejorar el rendimiento del potencial reparador con un mejor conocimiento de los mecanismos
celulares y moleculares que imperan en las terapias celulares en el rescate funcional y reparacion
tisular en diferentes patologias es nuestro objetivo Gltimo. Las lineas principales del grupo se
centran en: 1) Rescate de la funcién neuronal tras lesion medular (LM) aplicando estrategias de
combinacion de células madre (precursores neurales, epSPC) y el tratamiento con
nanoconjugados como sistema portador de farmacos con capacidad inductora de la regeneracion
axonal, vehiculizado ademas sobre un Biohibrido formado por un scaffold biodegradable; 2)
Desarrollo de terapia combinatoria en el tratamiento de lesiones articulares como en
osteoartritis (OA). Las nuevas tendencias en el uso clinico de las terapias biolégicas abogan por el
uso de tratamientos basados en terapias avanzadas como es de hecho en la regeneracion del
tejido cartilaginoso en procesos osteoartriticos. La aplicacion del potencial reparador de las
células madre mesenquimales (MSC) sélas o en combinacion con factores troficos derivados del
plasma rico en plaquetas es de hecho la base del desarrollo industrial de la spin-off FactorStem
(www.factorstem.es) fundada por el grupo en 2014.

2. Resultado de la Investigacidn

La regeneracion neuronal tras LM constituye uno de los grandes retos de este siglo para la
comunidad cientifica. En la actualidad no existe ningln tratamiento efectivo. Por primera vez
desde el LRTN demostramos que el trasplante de células ependimarias (epSPC) activadas tras una
lesiébn medular, inmediatamente después del trauma, mejora significativamente la actividad
locomotriz en ratas adultas (Moreno et al, Stem Cells 2009; Gémez-Villafuertes et al, Cell
Trasplantation 2015). Las epSPCs, alineadas formando el canal central medular, poseen capacidad
multipotente y constituyen el nico nicho neurogénico de la médula espinal adulta. La induccion y
reprogramacion de los nichos troncales endégenos es de hecho una estrategia terapéutica de
aplicacion no sélo en lesiones traumaticas sino también en procesos neurodegenerativos como en
esclerosis miltiple y esclerosis lateral amiotrofica.

Ciertos canales idnicos, entre los que se incluyen las conexinas (Cx, que forman hemicanales y gap
junctions) han sido asociados al control de la proliferacion y diferenciacion de precursores
neurales. Miembros de la familia de las CXs influyen sobre en expansién secundaria de la lesion
traumatica de la médula espinal y el dolor neuropatico. Sin embargo, las CXs también contribuyen
a la neurogénesis de la médula espinal, en procesos de remielinizacién y la recuperacién funcional
después de la LM. Por primera vez en el LRTN mostramos el patron de expresion de diversas Cxs
en células ependimarias, antes y después de una LM. Interesantemente, uno de sus miembros, la
Cx50, muestra un efecto dual, de promocién de la autorenovacién de la poblacién troncal, a través
de la regulacion de Sox2 (Rodriguez et al, ] Tissue Res, en prensa, 2016) y por otro lado de su
diferenciacion a neuronas o células gliales relacionado con su traslocacién al ndcleo en el proceso
de diferenciacion (Rodriguez et al, Int | Mol Sci, 2015). Las epSPC de animales sanos, sin LM,
mostraron altos niveles de expresion de CX50 en contraste con las epSPC activadas por la lesion,
(epSPCi) que expresan bajos niveles, tanto en ensayos in vivo como in vitro. Cuando ambas epSPC
0 epSPCi fueron inducidas a diferenciarse espontaneamente in vitro, se encontré que CXso
favorece el destino de la célula glial, asociando altos niveles de Cx50, endégenos o inducidos, con
la expresion de la GFAP, marcador de astrocitos, en detrimento de la expresiéon del marcador
neuronal Tuj1 (Figura 1A). CX50 se localiza en el citoplasma y nicleo de las células gliales,
astrocitos y oligodendrocitos. Sin embargo, en el proceso de diferenciacién dirigida a
oligodendrocitos, el perfil de expresidon para CX50 muestra un incremento opuesto en epSPC y
epSPCi a nivel nuclear (Figura 1B). En médula espinal, CX50 se expresa de forma constitutiva en la
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materia gris, y tras la LM ésta invade todo la zona lesionada (Figura 1C). El trasplante epSPCi, que
acelera la regeneracion funcional mostrando un potente efecto neuroprotector, se asocia a una
menor sefal de CX50 en el entorno del trasplante de la zona lesionada. Estos resultados abren
una nueva alternativa al disefo de estrategias centradas en los canales i6nicos y los precursores
neurales como dianas de regulacion tras LM.

Figura 1. Expresion CX50 en epSPC y epSPCi. (A) Panel superior: CX50 mostré una mayor expresion de proteina en
epSPC en comparacion con epSPCi, activadas tras la LM. Panel inferior: Inmuno analisis de co-localizacién de CX50 con
los marcadores de linajes gliales (GFAP, astrocito), (Olig 1, oligodendrocitos) y neural (Tujl) en epSPC y epSPCi en
condiciones de diferenciacién espontanea durante 24 h. (B) Panel superior: Evolucion de la expresiéon proteica de CX50
en epSPC y epSPCi a lo largo de un proceso de diferenciaciéon dirigida a oligodendrocitos. Panel inferior:
inmunodeteccion subcelular de CX50, y su co-localizacidn con el marcador de oligodendrocitos, RIP, en epSPCi después
de 21 dias de diferenciaciéon. Barra de escala = 100 micras; (C) Evaluacion inmunohistoquimica de la expresiéon de CX50
y GFAP en la médula espinal 2 meses después de la lesion, y 2 meses después de la lesiéon y GFP-epSPCi trasplante.
(Zoom; epSPCi / TuJ1) Barra de escala = 100 micras.

Por otro lado, hemos explorado el papel de CX50 en la modulacién de Sox2, un factor de
transcripcion crucial en el proceso de auto-renovacion de los precursores neurales, descrito
recientemente, como un objetivo muy prometedor en la reparaciéon del tejido neuronal. La
ablacion de la expresion de (x50 empleando SiRNA o su sobre-expresion modula
consecuentemente en paralelo la expresion de Sox2 en ambas poblaciones, tanto en epSPC como
en epSPCi. Curiosamente, CX50 y Sox2 co-localizan en el nicleo, lo que indica un papel diferente
para este canal i6nico mas alla de la comunicacién de célula a célula en la médula espinal.
Clotrimazol, un modulador farmacolégica especifico de CX50, mostré de nuevo que una mayor
expresion de CX5o, converge con una mayor induccién de Sox2, tanto en los cultivos aislados de
epSPC / epSPCi como in vivo, en el tejido médular después de una lesion (Rodriguez et al, ) Tissue
Res, en prensa, 2016). En defnitiva, una modulacién farmacolégica de CX5o constituiria un
mecanismo interesante para la induccién de Sox2, para favorecer el potencial de regeneracion de
tejido neuronal endégeno con una potencial aplicacién en terapias regenerativas.
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1. Resumen

Las enfermedades cardiovasculares son un problema de salud importante en los paises
desarrollados. Entre ellos, la insuficiencia cardiaca tiene un tratamiento limitado y la terapia
celular se ha convertido en una herramienta alternativa a las terapias convencionales. La Unidad
Mixta para la Reparacién Cardiovascular es un programa de colaboracion entre IISLAFE y Centro
de Investigacidn Principe Felipe. El grupo tiene como objetivo desarrollar una investigacién basica
con un componente traslacional de calidad, que contribuird al desarrollo de nuevos tratamientos
para las enfermedades isquémicas. El estudio de los mecanismos celulares desencadenados por
las células madre adultas y los factores que influyen en la muerte celular de los cardiomiocitos en
entornos apoptéticos e inflamatorios permitira la identificacion de dianas moleculares para el
desarrollo de nuevos farmacos. La actividad cientifica del grupo se centra en el uso de células
madre adultas en modelos preclinicos de reparacion cardiaca, el estudio de los exosomas como
mediadores de la comunicacién celular, el uso de iPSC como herramienta para el ensayo de la
cardiotoxicidad en el corazén, asi como la evaluacion de nuevos materiales para la reparacion
cardiaca.

2. Resultado de la Investigacion

Estudios preclinicos con células troncales adultas para el tratamiento del infarto de miocardio:
el grupo trabaja en el anélisis de la capacidad de las células mesenquimatosas y de las células
madre cardiaca residentes para reparar el miocardio infartado. Disponer de un modelo de infarto
en rata permite comprobar la capacidad de integracion de las células humanas trasplantadas y
realizar un seguimiento in vivo de la recuperacion funcional. Con ello, el grupo esta implicado en
estudios de aislamiento, expansion y marcaje de las células troncales adultas, optimizacion de la
dosis, combinacion de factores y células, protocolos de trasplante y evaluacion de la funcion
cardiaca de los animales infartados y tratados en distintas condiciones. De esta linea de
investigacion se han derivado las siguientes publicaciones:

Autores: . Moscoso, N. Tejados, O. Barreiro, P. Sepulveda, A. lzarra, E. Calvo, A.
Dorronsoro, J.M. Salcedo, R. Sdadaba, A. Diez-Juan, C. Trigueros y A. Bernad.

Titulo: Podocalyxin-like protein 1 is a relevant marker for human c-kit pos cardiac stem
cells

Revista: J. Tissue Eng. and Reg. Medicine (En prensa)

Autores: Dorronsoro A, Ferrin I, Salcedo JM, Jakobsson E, Ferndndez-Rueda J, Lang
V, Seplilveda P, Fechter K, Pennington D, Trigueros C.

Tituli: Human mesenchymal stromal cells modulate T-cell responses through TNF-a-
mediated activation of NF-xB.

Revista: Eur | Immunol. 2014. 44:480-8.

Autores: Ana Armifian; Pilar Sepulveda; Maria ] Vicent.

Titulo: Polymer Therapeutics as nano-sized medicines for Tissue Regeneration and Repair.
Libro: Polymers in Regenerative Medicine: Biomedical Applications from Nano- to Macro-
Structures. Chapter 8, Wiley-Blackwell. John Wiley & Sons, 2014. ISBN 978-0-470-59638-8
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Estudio de los alteraciones metabdlicas asociadas a situaciones de hipoxia.

Esta linea de investigacion se centra en el estudio de ciertos metabolitos del ciclo de Krebs, como
el succinato, cuyas concentraciones aumentan en situaciones de hipoxia. Por otra parte, la falta de
oxigeno y nutrientes en la célula provoca cambios en el nimero y composicion de los exosomas,
vesiculas secretadas por las células y que juegan un papel fundamental en la comunicacion
intercelular. El grupo estudia estos procesos empleando animales genéticamente modificados,
modelos de infarto y lineas celulares. De esta linea de investigacion se han derivado las siguiente
publicaci6n:

Autores: McCreath K], Espada S, Galvez BG, Benito M, de Molina A, Sepllveda P, Cervera
AM.
Titulo: Targeted disruption of the SUCNR1 metabolic receptor leads to dichotomous effects

on obesity.
Revista: Diabetes (en prensa). 2014 Oct 28.

Generacion de iPSC de pacientes con cardiopatias congénitas:

Esta linea se centra en el estudio de cardiopatias de tipo estructural y canalopatias. El grupo
investiga distintos procesos de reprogramacién de keratinocitos y fibroblastos para el diseno de
modelos celulares de ambas enfermedades. Esta linea de investigacion ha conseguido
financiacién a través de un proyecto propio del [ISLAFE denominado “Modeling cardiac disease
with cardiac resident stem cells and induced pluripotential stem (iPS) cell-derived
cardiomyocytes”.

Evaluacion y prevencion del daiio inducido por reperfusion:

Se trata de una linea de investigacion traslacional que aglutina investigadores basicos, clinicos y
de imagen con el objetivo de analizar las causas de la obstruccion microvascular y de
hemorragia intra-infarto en pacientes y generar un modelo en animales que permita
experimentar con diferentes farmacos y estrategias para disminuir en lo posible esta lesion de
gran impacto sobre el prondstico de los pacientes. Esta linea de investigacion ha conseguido
nueva financiacion en 2014 a través del proyecto de la “/ convocatoria de ayudas para el fomento
de la actividad investigadora de la fundacion para el fomento de la investigacion sanitaria y
biomédica de la comunitat valenciana (FISABIO) “ bajo el titulo “Estudio del dafio miocardico
inducido por reperfusién: nuevas estrategias basadas en el uso de microcatéteres sobre un
modelo porcino” (UGP-14-173), concedido al Dr. J.L. Diez.

Publicaciones

1. Garcia NA, Ontoria-Oviedo |, Gonzalez- 2. Garcia NA, Moncayo-Arlandi ], Sepulveda
King H, Diez-Juan A, Sepdlveda P. P, Diez-Juan A. “Cardiomyocyte exosomes
“Glucose starvation in cardiomyocytes regulate glycolytic flux in endothelium by
enhances exosome secretion and direct transfer of GLUT transporters and
promotes angiogenesis in endothelial glycolytic enzymes”. Cardiovasc Res.
cells". PloS ONE, 2015 2015 Nov 25. pii: cvv260. [Epub ahead of

print]

Conferencias y congresos

1. Reunién Anual Red de Terapia Celular —
TerCel — Sevilla nov. 2015
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Terapias con células madre en enfermedades
neurodegenerativas

Investigador principal: Dr. Slaven Erceg

Investigadores Postdoctorales Colaboradores
e  Francisco Javier Rodriguez e Dr. Heli Skottman
Jiménez (Universidad de Tampere,
o Helsinki)
Tecnicos e Dr. Victoria Moreno-
e Angel Vilches Manzano (CIPF)

e Dra. Roser Duarte
(Universidad de Barcelona)

e Dr. Miguel Carballo (Hospital
de Terrassa, Barcelona)

e Dra. Eva Sykova (nstituto de
Biomedicina, Praga)
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1. Resumen.

El objetivo de nuestro grupo es el desarrollo de nuevas terapias celulares usando células madre
pluripotentes que incluyen células madre embrionarias humanas (hESC), células madre inducidas
pluripotentes (ihPSC) y células madre adultas para usarlas en el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas. Nuestro objetivo es el desarrollo de protocolos clinicamente aceptables de
diferenciacién neural en condiciones libres de productos animales como herramienta terapéutica
para el tratamiento de lesiones medulares, enfermedad de Parkinson y ataxias cerebelosas. Al
mismo tiempo desarrollamos estrategias combinatorias usando farmacos para incrementar el
éxito de las terapias celulares.

Otro interés de nuestro grupo son las enfermedades oculares hereditarias. Tenemos particular
interés en crear nuevos modelos de enfermedad usando células madre inducidas pluripotentes
(ihPSC) obtenidas de los pacientes y diferenciarlas hacia células del epitelio pigmentario retinal
(EPR) y fotorreceptores para investigar los mecanismos de la enfermedad, desarrollar los
tratamientos y hacer ensayos de toxicidad. Investigamos los EPR y fotorreceptores como fuente
celular para la trasplantacion en enfermedades retinianas degenerativas.

2. Resultado de la Investigacién

El objetivo general del grupo es desarrollar nuevos protocolos de diferenciacion neural, modelos
celulares humanos y nuevas terapias celulares de enfermedades neurodegenerativas usando
como base las células madre pluripotentes que incluyen células madre embrionarias humanas
(hESQ) y células medre inducidas pluripotentes (ihPSC).

El Dr. Slaven Erceg es el director del Banco Nacional de Lineas Celulares, Nodo de Valencia con el
que se colabora estrechamente en las tareas de derivacion de lineas iPSC de los pacientes que se
van a usar en varios proyectos.

Actualmente el grupo cuenta con la financiacién nacional e internacional para 4 lineas o proyectos
que se resumen mas adelante:

1. a. Estudio preclinico de terapia celular con progenitores neurales derivados de hESC e ihPSC
combinado con modulacion de astrogliosis en tratamiento de lesiones medulares

Este proyecto esta financiado por la Fundacién Wings for Life (2 afios) and Ministerio de Salud e
Instituto Carlos Ill (FIS) (3 afios)

La lesion de medula espinal (SCI) causa una pérdida de las funciones motoras, sensoriales y
autonémicas por debajo del nivel de lesion. En la lesiébn medular los astrocitos reactivos
contribuyen a la formacién de la cicatriz glial, una estructura considerada detrimental para la
regeneracion axonal. Por otra parte muchos estudios, incluyendo el nuestro, sugieren que el
aumento de la migracién de los astrocitos reactivos tiene un papel crucial en la reparacion de
tejidos danados y en la recuperacion de la funcién motora en la fase subaguda de la lesion.
Recientemente hemos demostrado que el trasplante de derivados de células madre embrionarias
humanas (hESC) y células madre pluripotentes inducidas (ihPSC) en el modelo animal lesionado
es una estrategia prometedora para establecer conexiones sinapticas entre las partes de la
medula danada. La funcién motora en los animales lesionados se puede mejorar modificando las
vias de senalizacién implicadas en los procesos de la migracion de astrocitos tales como la
inhibicion de la glucdgeno sintasa quinasa-3 (GSK3). En este estudio se pretende tratar dos
aspectos de regeneracion del tejido danado en las lesiones medulares con el fin de buscar el
tratamiento mas eficaz: sustituir las células danadas usando terapia celular centrandose en el
trasplante de progenitores neurales derivados de hESC e ihPSC y potenciar el papel beneficiario
de la astrogliosis reactiva usando el inhibidor de GSK3. Este proyecto contribuira al
descubrimiento de nuevas terapias combinadas para SCI.

148



Centro de Investigacion Principe Felipe Memoria 2015

Durante el primer afio del proyecto se pretende estudiar el efecto in vitro del inhibidor de GSK3
sobre las células madre que se involucraran en los procesos de regeneracion después de la lesion
medular: células madre ependimarias de raton (células madre de huésped) y las hESC e ihPSC
(células que se van a trasplantar en combinacion con el inhibidor).

Durante el primer afio hemos obtenido resultados prometedores que demuestran que el inhibidor
de GSK3 tiene un efecto en el incremento de la neurogénesis, reflejado en el aumento de Tuj1y
MAP2 en tres tipos de células madre tanto adultas como pluripotentes tratadas con inhibidor de
GSK3. Estamos completando los resultados y comprobando si estos mismos resultados se
consiguen in vivo. En este proyecto colaboramos activamente con el grupo de Dra. Victoria
Moreno-Manzano compartiendo las mismas técnicas y modelos de rata y raton de lesién medular.
Para el segundo afio del proyecto esta previsto hacer los estudios in vivo de varias combinaciones
de terapia celular y modulacién de neurogénesis para averiguar si se consigue un mejor efecto
regenerador después de la lesién medular.

1. b. Modelos celulares de retinopatias hereditarias y nuevas terapias celulares basados en
iPSC

Parte de este proyecto esta financiado por la Fundacién Marat6 TV3 (3 afios)

Las Distrofias retinianas hereditarias (DRH) son responsables del 5 % de la ceguera en el mundo
occidental, y son la causa mas comin de pérdida de vision en nifos y adultos jovenes. A pesar de
la alta carga social y sanitaria, no existe una cura para estas enfermedades y el mecanismo
molecular de la DRH sigue siendo en gran parte desconocido. La retinitis pigmentaria (RP) es la
forma mas comn de ceguera hereditaria, que afecta a 1 de 4.000 personas en todo el mundo. La
RP comienza con ceguera nocturna, pérdida de la visidn central y, finalmente, pérdida completa de
la vision. Las DRH son uno de los trastornos con mas alto nivel de heterogeneidad genética. Hasta
la fecha se conocen ~ 250 genes que estan asociados con DRH (RetNet:
https://sph.uth.tmc.edu/Retnet/), de los cuales 40 genes se sabe que estan implicados en la RP.
Las mutaciones que causan RP afectan principalmente a las células del epitelio pigmentario de la
retina (EPR) y a los fotorreceptores, células que convierten la luz en sefiales nerviosas. Ambos
tipos celulares estan altamente especializados e interactdan mutuamente en la funcién de la
retina, de manera que la mayoria de las distrofias que son primarias en un tipo celular, conducen
a una distrofia secundaria en el otro tipo celular. Los genes involucrados realizan diferentes
funciones dentro de los fotorreceptores y células del EPR, incluyendo transporte de proteinas,
proteinas estructurales, ciclo visual, chaperonas, o factores de procesamiento de pre-ARNm
(splicing).

Las iPSCs proporcionan una fuente de células diferenciadas especificas del paciente y, en los
casos de enfermedades hereditarias monogénicas, son modelos excelentes para estudiar la
evolucién patogénica de la enfermedad, el mecanismo molecular y testar agentes terapéuticos.

En nuestro laboratorio se estan generando varias lineas ihPSC de DRH y se estan optimizando los
protocolos de diferenciacion hacia EPR y fotorreceptores. En colaboracién con la Dra. Roser Duarte
de la Universidad de Barcelona, con el Dr. Miguel Carballo del Hospital de Terrassa y la Dra.
Carmen Ayuso de la Fundacién Jiménez Diaz de Madrid hemos conseguido las biopsias de
pacientes con DRH con las mutaciones genotipadas: CERKL, AIPL1, MERTK, PRPF8 y RDH12. El
objetivo es derivar los modelos celulares humanos de EPR y fotorreceptores derivados de iPSC de
DRH e investigar los mecanismos de accion de los genes implicados en la enfermedad.

Para analizar en detalle el EPR y los fotorreceptores de los pacientes se cuenta con la
colaboracion del grupo de Heli Skotman en la Universidad de Tempere, el Dr. Nicolas Cuenca de
Univ. de Alicante y el Dr. Govendhan Dayanithy del Instituto de Biomedicina de Praga.

En el marco de este proyecto de investigan las células ganglionarias de iPSC derivadas de los
pacientes con diferentes tipos de glaucoma para poder determinar los eventos tempranos de
degeneracion de estas neuronas.
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1. ¢. Modelos celulares y terapia celular para ataxias cerebelosas. La Ataxia de Charlevoix-
Saguenay (ARSACS)

Este proyecto esta financiado por la Fundacién ARSACS, Canada

La Ataxia neuromuscular, autosémica y recesiva de Charlevoix-Saguenay (ARSACS) es una
afecciébn neurodegenerativa caracterizada por una ataxia temprana del cerebelo con trastornos
neuromusculares, sindrome piramidal y neuropatia periférica. Inicialmente fue descrita en la
region Charlevoix-Saguenay del Quebec, donde la incidencia de la ARSACS al nacer se estimd
entre 1/1,932. Su incidencia y prevalencia mundial contindan siendo desconocidas, aunque es
muy poco frecuente en paises con casos descritos como son Turquia, Jap6n, Paises Bajos, Italia,
Bélgica, Francia y Espana. En pacientes que no son del Quebec, la edad en que la ARSACS se
manifiesta varia (entre la infancia tardia a la juventud, hasta el inicio de la edad adulta), no
obstante, en los individuos del Quebec empieza entre los 12 y los 18 meses de edad, junto a
alteraciones y dificultades en el modo de andar. Otros sintomas iniciales de esta ataxia del
cerebelo incluyen disartria y nistagmo. Los trastornos neuromusculares van progresando hasta
que, al final, predominan en el cuadro clinico. Se ha descubierto que los pacientes con ARSACS
tienen la mutacion en el gen SACSIN.

En este proyecto pretendemos crear por primera vez un modelo celular de esta enfermedad
generando las células iPSC de los pacientes que llevan una mutacion de gen Sacsin. Las iPSC se
diferenciaran hacia organoides cerebelares derivando células Purkinje y granulares para
investigar los mecanismos moleculares de los genes implicados en la enfermedad. En el mismo
tiempo usando este proyecto pretendemos optimizar los protocolos de diferenciacion ihPSC sanas
hacia células Purkinje y descubrir nuevas proteinas de superficie para poder aislar los
progenitores de estas células con la citometria de flujo y usarlas en la terapia células para
modelos de ataxia cerebelosa.

Proyectos
o  “Cerebellar cells derived from induced pluripotent stem cells in 3D culture generated from ARSACS

patients as faithful disease model” Fundacion ARSACS, Quebec, Canada.

e “Dissecting protein trafficking in retinal neurodegeneration by super-resolution imaging on animal
models and human iPSCs” Fundaion Maraté TV3. Coordinador Roser Gonzalez-Duarte. Subgrupo Slaven
Erceg. 2015-2017

e “Modulation of reactive astrocytes upon cell transplantation of hESC and ihPSC derived neural
progenitors as a strategy for development of new treatments for spinal cord injury” Fundacion Wings for
life. Investigador Slaven Erceg. 2014-2016

e "Estudio preclinico de terapia celular con progenitores neurales derivados de hESC e ihPSC combinado
con modulacion de astrogliosis en tratamiento de lesiones medulares". Pli4/02209. Proyecto
financiado por Instituto de Salud Carlos Ill. Investigador Slaven Erceg. 2015-2017.

Publicaciones

2. Klabusay M, Skopalik J, Erceg S, Hrdlicka
A. (2015). “Aequorin as Intracellular Ca2+
Indicator Incorporated in Follicular
Lymphoma Cells by Hypoosmotic Shock
Treatment”. Folia Biol (Praha).

1. Rodriguez Jiménez F), Agudo AA,
Stojkovic M, Erceg S, Moreno-Manzano V
(2015) “Connexin 50 expression in
ependymal stem progenitor cells after

spinal ‘ cc,>’rd injury activation 2015;61(4):134-9
International” Journal of Molecular 5
Sciences (in press). 3. Jendelova P, Kubinova S, Sandvig |, Erceg

S, Sandvig A, Sykova E. (2015) “Current
developments in cell- and biomaterial-
based approaches for stroke repair”.
Expert Opin Biol Ther. 2015 Sep 30:1-14.
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4.

Lukovic D, Artero Castro A, Delgado AB,
Bernal M de L, Luna Peldez N, Diez Lloret
A, Pérez Espejo R, Kamenarova K,
Fernandez Sanchez L, Cuenca N, Cortén
M, Avila Fernandez A, Sorkio A, Skottman
H, Ayuso C, Erceg S, Bhattacharya SS.
(2015) “Human iPSC derived disease
model of MERTK-associated retinitis
pigmentosa”. (Co-corresponding author)
Sci Rep. 2015 Aug 11;5:12910 IF:5 (Q1)

Lukovic D, Moreno-Manzano V, Lopez-
Mocholi E, Rodriguez-Jiménez FJ,
Jendelova P, Sykova E, Oria M, Stojkovic
M, Erceg S. (2015) “Complete rat spinal
cord transection as a faithful model of
spinal cord injury for translational cell
transplantation”. Sci Rep. Apr 10;5:9640.
IF:5 (Q)

Lukovic D, Stojkovic M, Moreno-Manzano
V, Jendelova P, Sykova E, Bhattacharya S,
Erceg S (2015) “Concise Reviews:
Reactive Astrocytes and Stem Cells in
Spinal Cord Injury: Good Guys or Bad
Guys?” Stem Cells Apr;33(4):1036-
41.1F:7,1(Q1)
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Convenioss 2015

Fondos Competitivos

Subvenciones a proyectos de investigacion

Horizonte 2020

Tipo de subvencion

Proyecto

Investigador
Principal

Proyecto Colaborativo

Fast-track ELIXIR implementation and drive early user
explotation across the life-sciences

Joaquin Dopazo

Proyecto Colaborativo

MyNano: Towards the design of Personalised Polymer-
based Combiantion Nanomedicines for Advanced
Stage Breast Cancer Patients

M2 Jesus Vicent

72 Programa Marco

Investigador

Tipo de subvencidn Proyecto Principal
Proyecto Colaborativo Eurocondor Deborah J. Burks
Proyecto Colaborativo STATegra Ana Conesa
Programa de intercambio 612583 DEANN Ana Conesa

internacional

Proyecto Colaborativo

MLPM2012— Machine Learning for Personalized
Medicine

Joaquin Dopazo

Proyecto Colaborativo

Denamic

Vicente Felipo

Proyecto Colaborativo

SMARTCARE Joining up ICT and service processes for
management

Oscar D. Sanchez

Instituto de Salud Carlos Il

Tipo de subvencion

Proyecto

Investigador
Principal

Redes de Investigacion

Red de Trastornos Adictivos

Consuelo Guerri

Centros de Investigacion

Joaquin Dopazo,

S CIBERER Erwin Knecht,
Biomédica
Francesc Palau
Centros de Investigacién CIBERDEM Luke Noon

Biomédica

Proyectos de Investigacion
en salud

Plataforma de recursos biomoleculares y
bionformdticos

Joaquin Dopazo

Tipo de subvencidn

Proyecto

Investigador
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Principal

Proyectos de Investigacion
en salud

Plataforma de recursos Biomoleculares y
Bioinformaticos

Slaven Erceg

Proyectos de Investigacion
en salud (FIS)

Caracterizacion molecular de rutas de sefalizacion
oncogénicas en células madre tumorales de cancer de
pulmdn no microcitico. Implicacidn en el desarrollo de
nuevas estratégia terapéuticas

Rosa Farras

Proyectos de Investigacion
en salud (FIS)

Biologia celular y funcion de ANKK1 en el cerebro:
relacion con el sistema depaminérgico y la
neurogénesis

Janet Hoenicka

Proyectos de Investigacion
en salud (ERA NET)

Translational Research, Experimental Medicine and
Therapeutics on Charcot-Marie-Tooth (TREAT- CMT)

Francesc Palau,
Carmen Espinds,
Maximo Ibo
Galindo

Proyectos de Investigacion
en salud (FIS)

Estudio preclinico de terapia celular con progenitores
neurales derivados de hESC e ihPSC combinado con
modulacién de astroglia en tratamiento de lesiones
medulares

Slaven Erceg

Proyectos de Investigacion
en salud (FIS)

Investigacion traslacional y mecanismos de
enfermedad en neuropatias periféricas hereditarias

Carmen Espinds

Ministerio de Econémia y Competitividad

Tipo de subvencion

Proyecto

Investigador
Principal

Proyectos de Investigacion
fundamental no
orientada(BFU)

Degradacion intracelular de proteinas: regulacion y
alteraciones en enfermedades raras

Erwin Knecht

Proyectos de Investigacion
fundamental no
orientada(BFU)

Estudio de la relacién entre las distintas etapas del
proceso de expresidn génica

Susana Rodriguez-
Navarro

Proyectos de Investigacion
fundamental no
orientada(BFU)

Estudio de los mecanismos moleculares que acoplan
los procesos de transcripcion y biogénesis de RNAs en
eucariotas

Susana Rodriguez-
Navarro

Proyectos de Investigacion
fundamental no
orientada(BFU)

Modificacién de tRNAs bacterianos y mitocondriales:
funciones bioldgicas e implicaciones patélogicas

M2 Eugenia
Armengod

Proyectos de Investigacion
fundamental no orientada
(IPT)

ProstatePredict. Desarrollo de una prueba de
prondstico para predecir la probabilidad de
enfermedad agresiva después de la cirugia.

Joaquin Dopazo

Proyectos de Investigacion
fundamental no orientada
(SAF)

Bases moleculares de las alteraciones neuroldgicas en
hiperamonemia y encefalopatia hepatica.
Implicaciones terapéuticas

Vicente Felipo

Proyectos de Investigacion
fundamental no orientada
(SAF)

Bases moleculares de las alteraciones
neuroldgicas(cognitivas y motoras) en hiperamonemia
y encefalopatia heptatica. Implicaciones terapéuticas

Vicente Felipo
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Tipo de subvencién

Proyecto

Investigador
Principal proyecto

Proyectos de Investigacion
fundamental no orientada
(SAF)

Buscando una terapia para la epilepsia miocldnica
progresiva de Lafora

Erwin Knecht

Proyectos de Investigacion
fundamental no orientada
(SAF)

Diseccion de la fisiopatologia mitocondrial de la
neuropatia de Charcot-Marie-Tooth

Francesc Palau

Proyectos de Investigacion
fundamental no orientada
(SAF)

El interactoma de los dominios transmembrana de las

proteinas BCL-2 como diana antitumoral

Mar Orzaez

Proyectos de Investigacion
fundamental no orientada
(SAF)

Herramientas de RMN para el desarrollo de una
plataforma para la identificacién de dianas, la
evaluacion de farmacos y la personalizacion de
tratamientos basada en aproximaciones
metabolémicas

Antonio Pineda

Proyectos de Investigacion
fundamental no orientada
(SAF)

Importancia de los mecanismos de degradacién de
proteinas en la neurodegeneracion causada por
etanol

Consuelo Guerri

Proyectos de Investigacion
fundamental no orientada
(SAF)

Polimeros terapéuticos como agentes simples y en
combinacion para el tratamiento de cancery
neurodegeneracién

M2 Jesus Vicent

Ministerio de Sanidad

Tipo de subvencién

Proyecto

Investigador
Principal proyecto

Plan nacional de drogas

Biomarcadores de neuroinflamacién asociados al
consumo de alchohol en adolescentes y nuevas
terapias para paliar la neuroinflamacion

Consuelo Guerri
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Consejeria de Educacion GVA

Tipo de subvencidn

Proyecto

Investigador
Principal proyecto

Acciones complementarias

Estudio de los mecanismos moleculares que acoplan
los procesos de transcripcion y biogénesis de RNAs en
eucariotas

Susana Rodriguez-
Navarro

Acciones complementarias

Importancia de los mecanismos de degradacién de
proteinas en la neurodegeneracion causada por
etanol

Consuelo Guerri

Programa Prometeo para
potenciar a los grupos de I+D
Excelentes

Bases Moleculares de las alteraciones neuroldgicas
(cognitivas y motoras) en hiperamonemiay
encefalopatia hepatica. Implicaciones terapéuticas

Vicente Felipo

Programa Prometeo para
potenciar a los grupos de |+D
Excelentes

Estructura y funcidn de reguladores de expresion
génica

Erwin Knecht, M2
Eugenia Armengod
y Susana
Rodriguez-Navarro

Programa Prometeo para
potenciar a los grupos de I+D
Excelentes

Genes, proteinas y rutas de sefializacion en
enfermedades raras (BioMeder)

Francesc Palau

Programa Prometeo para
potenciar a los grupos de |+D
Excelentes

Modelado de la funcidn bioldgica para su aplicacion al
estudio de mecanismos de enfermedad y de accién de
farmacos asi como su uso en el disefio de terapias
racionales

Joaquin Dopazo

Consejeria de Sanidad GVA

Tipo de subvencidn

Proyecto

Investigador
Principal proyecto

Ayudas al Fomento del
Emprendimiento Cientifico

Programa Banco de Patentes

Oscar D. Sanchez

Proyectos de Investigacion
en metaboldmica

Determinacion de oncometabolitos mitocondriales
responsables de resistencia en cdncer de endometrio

Mar Orzaez

Proyectos de Investigacion
en metaboldmica

Identificacion de un panel de metabolitos en sangre
util para el diagndstico temprano de encefalopatia
hepatica minima en pacientes con cirrosis hepatica

Vicente Felipo

Ayudas para impulsar la
participacién en los
programas de investigacion
de la Unidén Europea en el
area de salud para los
ejercicios 2014-2015

Plan de accién para el impulso de la participacion en
H2020

Oscar D. Sanchez
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Proyectos 2015

Fundaciones y otras Entidades Privadas

Entidad

Proyecto

Investigador
Principal

Danish Research Council

Role of Neuroinflammation in the cognitive and motor
alterations in chronic hyperammonemia and hepatic
encephalopathy- Therapetic implications

Vicente Felipo

European Foundation for
Alcohol Research

Is the neuroinmune response involved in the neurot

Consuelo Guerri

Fundaciéon Ramon Areces

Caracterizacion de MORC2, nexo de union de
neuropatias hereditarias sensitivo-motoras

Carmen Espinds

Fundacién La Marato TV3

Implementation of Personalized Medicine in cutaneo

Joaquin Dopazo

Fundacién La Marato TV3

Dissecting protein trafficking in retinal
neurodegeneration by super-resolution imaging on
animal models and human iPSCs

Slaven Erceg

Fundacién La Marato TV3

Neurodegeneration with Brain Iron Accumulation:
Clinical Assessment and Genetic Characterization by
means of a Spanish Multi-Centre Research Network

Carmen Espinds

Wings for Life Spinal Cord
Reserach Foundation

Modulation of reactive astrocytes upon cell transp

Slaven Erceg

Federacién espafola de
Urologia

Ingenieria tisular vesical basada en la recelularizacion
de una matriz acelular vesical alogénica con células
madre mesenquimales adultas de tejido adiposo

Victoria Moreno-
Manzano

Fundacién IVO

PROMIse

M2 Jesus Vicent

Universidad Malaya

Estancia Dr. Kiew en espaina

M2 Jesus Vicent

F. Ataxie Chaerlevoix-
Saguenay

Cerebellar cells derived from induced pluripotent
stem cells in 3D culture generated from ARSACS
patients as faithful disease model

Slaven Erceg

AFM

Metabolic and functional characterization of clinically
relevant Charcot-Marie-Tooth genotypes in a
Drosophila model

Ibo Galindo

Contratos de investigacion

Entidad

Proyecto

Investigador
Principal

BCN Time4Research

Contrato de investigacion

M2 Jesus Vicent

BCN Time4Research

Contrato de investigacién

Victoria Moreno-
Manzano

CGB Lytimval Biotech, S.L.

Contrato de investigacion

M2 Jesus Vicent

Ferrer Internacional, S.A.

Contrato de investigacién

Victoria Moreno-
Manzano

158




Centro de Investigacion Principe Felipe

Memoria 2015

Entidad

Proyecto

Investigador
Principal

Fundacio Clinic perala
Recerca Biomedica

Contrato de investigacion

Antonio Pineda

Fundacion Cugat

Contrato de investigacion

Victoria Moreno-
Manzano

Instituto de Medicina
Genomica (IMEGEN)
Igenomix

Contrato de investigacion

Ana Conesa

University of Malaya

Contrato de investigacion

M2 Jesus Vicent

YEGANE, S.L. Contrato de investigacion Mar Orzaez
YEGANE, S.L. Contrato de investigacidn M2 Jesus Vicent
Univ. Florida Subcontratacion Ana Conesa

Subvenciones para la Contratacion de Personal

Ministerio de Econémia y Competitividad

Destinatario

Tipo de subvencion

Investigador
Principal

David Charbonier

Ayudas para la Contratacion de Personal Técnico de
apoyo

M2 Jesus Vicent

Nerea Marin lzquierdo

Ayudas para la Contratacién de Personal Técnico de
apoyo

Viviana Bisbal

Amaya Nino

Formacidn personal investigador

M2 Jesus Vicent

Carmen Navarro

Formacidn personal investigador

M2 Eugenia
Armengod

Marcos Lahuerta

Formacidn personal investigador

Erwin Knecht

Paula Oliete

Formacidn personal investigador

Susana Rodriguez-
Navarro

Sonia Ruiz

Formacidn personal investigador

M2 Jesus Vicent

Ministerio de Educacion

Destinatario

Tipo de subvencidn

Investigador
Principal

Aroa Duro

Formacidn profesorado universitario

M2 Jesus Vicent

Lorena de la Fuente

Formacidn profesorado universitario

Ana Conesa

Lucas Taoro

Formacién profesorado universitario

Vicente Felipo
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Proyectos 2015

Instituto de Salud Carlos IlI

Destinatario

Tipo de subvencién

Convocatoria

Carmen Espinds

Programa de incorporacion de personal investigador
al Sistema Nacional de Salud

Miguel Servet

Slaven Erceg

Programa de incorporacidn de personal investigador
al Sistema Nacional de Salud

Miguel Servet

Rosa Farras

Programa de Estabilizacion de investigadores y de
intensificacion de la actividad investigadora en el
Sistema Nacional de Salud

I3 SNS

Rosa Guasch

Programa de Estabilizacién de investigadores y de
intensificacién de la actividad investigadora en el
Sistema Nacional de Salud

I3 SNS

Janet Hoenicka

Programa de Estabilizacion de investigadores y de
intensificacidn de la actividad investigadora en el
Sistema Nacional de Salud

I3 SNS

Marta Llansola

Programa de Estabilizacién de investigadores y de
intensificacién de la actividad investigadora en el
Sistema Nacional de Salud

I3 SNS

Consejeria de Educacion GVA

Destinatario

Tipo de subvencién

Investigador

Principal
.. Ayudas contratacion personal de apoyo para grupos
Técnico . Ana Conesa
de calidad contrastada
. ., . . M2 Eugenia
Rachid Boutual Ayudas para la contratacion de personal investigador
Armengod

Tiziano Balzano

Ayudas para la contratacion de personal investigador

Vicente Felipo

Antoni Pla

Ayudas para la contratacion de personal investigador
en formacidn en fase predoctoral

Consuelo Guerri

Belén Gdmez

Ayudas para la contratacion de personal investigador
en formacion en fase predoctoral

Vicente Felipo

Jorge Montesinos

Ayudas para la contratacion de personal investigador
en formacion en fase predoctoral

Consuelo Guerri

Manuel Martin Exposito

Ayudas para la contratacion de personal investigador
en formacidn en fase predoctoral

Susana Rodriguez-
Navarro

Paula Sancho

Ayudas para la contratacion de personal investigador
en formacidn en fase predoctoral

Carmen Espinds

Inmaculada Conejos

Ayudas para la contrataciéon de personal investigador
en formacidn en fase postdoctoral

M2 Jesus Vicent
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Subvenciones a la movilidad

Ministerio de Economia y Competitividad

Destinatario

Tipo de subvencion

Investigador
Principal

Estancia Amaya Nifio

Estancias de Formacion de personal investigador (FPI)

M2 Jesus Vicent

Ministerio de Educacion

Destinatario

Tipo de subvencién

Programa

Susana Rodriguez-Navarro

Estancias de movilidad en el extranjero

Programa José
Castillejo

Consejeria de Educacion

Destinatario

Tipo de subvencién

Programa

Susana Rodriguez-Navarro

Ayuda complementaria estancias de movilidad en el
extranjero

Estancias BEST

Ayudas para la organizacion de Congresos

Consejeria de Educacion

Destinatario Tipo de subvencidén Congreso
Consuelo Guerri Ayudas a congresos 15TH ESBRA
Congress
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Innovacion y Transferencia Tecnoldgica

Cartera de patentes

Trasferencia Tecnolégica 2015

Titulo Referencia Estado
Patente
Compuestos Beta-lactam que inhiben APAF1 P201231137 ~
espanola
. e o Patente
Compuestos materiales para la aplicacién Biomédica P201231147 ~
espafola
Método para la deteccidn de cancer de vejiga P200900 Patente
P I8 SRR espafola
Conjugados novedosos de polimeros que tienen un agente
terapéutico activo y unido a ello un fragmento dirigido a la W0/2009/141826 Solicitud en
angiogénesis y usos de los mismos en el tratamiento de Fase nacional
enfermedades relacionados con la angiogénesis
Metodo Ex-vivo para el diagnéstico temprano de la Encefalopatia Solicitud en
2 . : 2 . ; . . P WO/2012/007624 .
hepatica minima por la determinacion de la 3-nitrotyrosine en suero Fase nacional
. - S Solicitud en
Derivados de la Triazine y sus usos como inhibidor de TRPV1 WO0/2012/136873 .
Fase nacional
Conjugados de polimeros para el tratamiento de la Amyloidosis Ep1338218 Patente
jug p p y p133 4 Europoea
Nuevos compuestos triciclicos con sustitucion bilateral para el pet/ E /
tratamiento de la infeccién por virus de inmunodeficiencia humana Cl/ Ep2014/053254 Solicitud PCT
tipo 1 (VIH-1) y otras enfermedades
Inhibidores especificos de mtor para el tratamiento de Ep14382353 Patente
adrenoleucodistrofia ligada al cromosoma x Europoea
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Programas Informaticos desarrollados por los grupos de investigacion

Aplicacién

Autores

1. VARIANT: Fast and accurate functional characterization
of variants in VCF files.

Medina |, De Maria A, Bleda M, Salavert F, Alonso R,
Gonzalez CY, Dopazo J.

2. CellBase: RESTful Web Services for retrieving releant
biological information

Bleda M, Tarraga J, de Maria A, Salavert F, Garcia-
Alonso L, Celma M, Martin A, Dopazo J, Medina .

3. GenomeMaps: higly efficient nex generation genome
viewer (used by the ICGC)

Medina | Salavert F Sanchez R de Maria A Alonso R
Escobar P Bleda M Dopazo J

4. BiERapp: Variant/gene prioritization tool (from VCF to
candidates)

Aleman A, Garcia Garcia F, Salavert F, Dopazo .

5. TEAM: Targeted enrichment sequencing (panels)
diagnostic tool

Aleman A, Garcia Garcia F, Dopazo ).

6. RENATO: Inferring the regulatory network behind a
gene expression experiment

Bleda M, Medina I, Alonso R, De Maria A, Salavert
F, Dopazo ).

7. Snow: Network enrichment of a set of genes

Minguez P, Gotz S, Montaner D, Al-Shahrour F,
Dopazo J.

8. Network Miner: Network enrichment analysis of a
ranked list of genes

Garcia-Alonso L, Alonso R, Vidal E, Amadoz A, de
Maria A, Minguez P, Medina |, Dopazo J.

9. PATHiWays: Pathway analysis Inferring the functional
effect of gene expression changes in signaling pathways

Sebastian-Leon P, Amadoz A, Salavert F, Dopazo J.

10. Babelomics Packages A program suite for advanced
functional genomic data analysis

Al-Shahrour F, Tarraga J, Dopazo J.

11. Blast2GO : functional annotation

Conesa A, Gotz S

12. Paintomics: genomics visualization

Conesa A, Garcia-Alcalde F, Garcia F, Hernandez R.

13. Qualimap: QC of mapped NGS data

Conesa A, Garcia-Alcalde F, Carbonell J, Tarazona S,
Okonechnik K.

14. maSigPro and SEA: time series analysis

Nueda MJ, Tarazona S, Conesa A, Ferrer A.

15. ASCA-genes: gene expression analysis

Nueda M), Conesa A, Ferrer A, Smilde A, Westernhuis
J.

16. SEA and NOlIseq: RNA-seq analysis

Nueda MJ, Conesa A, Carbonell J.

17. minAS: gene expression analysis

Tarazona S, Conesa A, Ferrer A.

18. Noiseq

Tarazona S, Conesa A, Ferrer A.

19. HPG Aligner an ultrafast and highly sensitive Next-
Generation Sequencing (NGS) read mapping

Tarraga J, Dopazo J.
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Colaboraciones Cientificas

Acuerdos de colaboracién 2015

Acuerdos de colaboracion o
acuerdos marco

Fundacion INCLIVA

Fundacion para el fomento de la
investigacion sanitaria y biomédica de
la comunidad valenciana (fisabio)
Hospital Sant Joan de Déu vy la
Fundacion Sant Joan de Déu

Fundacion Ramon Areces

Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (CSIC)

Repsol S.A.

Otsuka Pharmaceutical S.A.

Instituto  Investigacion Biomédica
(IRB) Barcelona

Fundacion Instituto
Oncologia (lvo)

Conselleria de Sanidad, Incliva, IIS La
Fe, Fisabio, Fundacion del Hospital
General de Valencia, Fundacion del
Hospital Provincial Castellén

Universidad Ostrava

Fundacion Pdblica Andaluza Progreso
y Salud (FPS)

Factorsterm S.L.

Lens Undergone Zonula Global, S.L.
Fundacion Incliva, Hospital La Fe,
Universidad de Valencia, Universidad
Ceu San Pablo, CIBERER, Escuela
valenciana de estudios en Salud
Piblica,CSIC, Hospital general de
Valencia, Hospital Provincial de
Castellon, FEDER.

Global Business Strategies S.L.

Valenciano

Acuerdos para la ejecucion
de proyectos o acciones especificas

Fundacié Per Amor A L'Art

Fundacién Garcfa Cugat-Factorsterm
Lundbeck Espaia, S.A.U.

University Of Cagliari

Conselleria Sanidad

Instituto Biomedicina Valencia (Ibv)-
Csic

Fundacion Investigacion En Urologia
Universidad Cat6lica De Valencia
Fundacion Instituto Valenciano De
Oncologia (Fivo)

Health Eugenia S.L.

Ediciones Paraninfo S.A.

Ampliacién acuerdo con Cgb Lytimval
Biotech S.L.

Ampliacién acuerdo con Hospital
Clinic Barcelona-Fundacion Recerca
Biomedica Barcelona
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Acuerdos de colaboracion formativos
con Universidades

Convenios de colaboracion para la
realizacion de las practicas formativas en el
CIPF  por parte de los estudiantes
universitarios con las siguientes
Instituciones:

e Universidad de Valencia

e Universidad Poliécnica de Valencia
e Universidad Catélica de Valencia
e Universitat Rovira i Virgili

e Universidad CEU San Pablo

e Erciyes University

e Universidad de Malaga

e University of Gent

e Universidad de Lleida

e Universitat Jaume |

e Universita degli Studi di Sassari

Convenios de practicas

Con el objetivo de acercar a los estudiantes el
trabajo de los laboratorios mediante la
realizacion de estancias formativas en el CIPF
de estudiantes de formacion profesional se
han firmado acuerdos de colaboracién con las
siguientes Instituciones:

e C.P.F.P.Juste

e (.P. Mascamarena

e C(Ciudad del Aprendiz

e Aula Campus

e C.F.P.Vicente Blasco Ibafnez
e |.S. Enric Valor

e LaFlorida

e Institut Educacié Secundaria Jorge Juan
e C.IP.F. MISLATA

e Institut Educacié Secundaria El Cabanyal
e |.E.S.E.Tierno Galvan

e Esclavas de Maria

e Técnicas Avanzadas de Estudio S.L.

e AulaMI2

e C.I.P.F.P.Batoi

e C(Ciudad del Aprendiz

Formacion

Ademas este ano, aprovechando al maximo el
crédito formativo del que disponemos, hemos
realizado diferentes cursos 100 % bonificados
por la Fundacion Tripartita, que no han
supuesto coste alguno para el CIPF.

Estos han tenido mucha aceptacion y un alto
grado de participacion entre el personal.
Durante el ejercicio 2015 se han realizado los
siguientes cursos:

e (Curso de Aplicaciones Image)

e (Curso de Experiemntacion animal
categoriaBy C

e Curso de Gimp
e Curso de Power Point y Prezi

e Curso de Prevencion de riesgos laborales
en laboratorios

e (Curso de Virtualizacion
optimizacion y escalabilidad.

avanzado
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Acuerdos de colaboracién 2015

Personal

Grafico 1 Personal

Personal CIPF 143

Personal
Investigador: 120

84% \

Personal de apoyo: 23

16%
Grafico 2: Distribucion por Grafico 3: Distribucién por
genero edades
>50 afios
Mujeres 11%
65%

40-50
afios 26%

Hombres

35%
20-30

afios 22% 30-40

afios 41%
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Acuerdos de colaboracién 2015

Tabla 1: Personal Investigador y de apoyo

N2 %
Personal Investigador 75 52%
Personal Técnico 45 31%
Personal de apoyo 23 16%
Total 143 100,0%

Tabla 2: Distribucion del personal por género

N2 %
Hombres 50 35%
Mujeres 93 65%
Total 143

Tabla 3: Distribucién del personal por edades

Categoria <25 25-35 35-45 45-55 55-65 >65 Total
Investigadores 1 33 26 9 5 1 75
Técnicos 2 15 19 9 45
Personal de apoyo 4 15 3 1 23
Total 3 52 60 21 6 1 143

Tabla 4: Personal por tipo de contratacion

N2 %
Plantilla Indefinida 64 45%
gfgic;r;:l;/inculado a 79 55% Gréafico 4 Personal seglin contrato
Total 143 100,0%

Indefinidos;
64; 45%
Vinculados aJ
proyecto;
79; 55%
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Tabla 5: Personal investigador en los programas
y en la plataforma tecnolégica

n2 %
Deterioro Neurologico 12 10,2%
Investigadores
Técnicos
Enfermedades raras y genética 12 10,2%
Investigadores 10
Técnicos 2
Gendémica Computacional 23 19,5%
Investigadores 14
Técnicos 9
Mecanismos moleculares de la o
enfermedad 21 Rk
Investigadores 17
Técnicos 4
Terapias avanzadas 38 32,2%
Investigadores 24
Técnicos 14
Plataforma tecnolégica 12 10,2%
Técnicos 12
Total 118 100%

Grafico 5 Personal de los programas y plataforma tecnolégica

Deterioro Neuroldgico

Plataforma
10%

tecnolégica
10%

\

Enfermedades raras
genética
10%

Gendmica
Computacional
20%

Terapias avanzadas
32%

Mecanismos

moleculares de la

enfermedad
18%
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Origen y Aplicacion de Fondos

Tabla 6: Ingresos 2015 Tabla 7: Proyectos y Contratos 2015
Importe N2 Proyectos
i 2015 Entidad iniciados en
Conselleria de Sanitat - Subv. . 2005
Funcionamiento 4.400.000 Internacionales 4
Fondos Competitivos Nacionales - Comisién Europea >
MINECO 880.073 -
Fondos Competitivos Nacionales - M2 Privados 2
Educacién 71.366 Nacionales Publicos 18
Fondos Competitivos Nacionales - ISCIII 448.719 Ministerio de 1
Fondos Competitivos Nacionales - M2 Econ;\mltat —
nisterio de
SANIDAD — Educacliéln | !
Fondos Competitivos - Conselleria Instituto de Salud
d'Educacio 392.007 Carlos Il 5
Fondos Competitivos - Conselleria de Ministerio de
Sanitat 53.583 Sanidad !
Fondos Competitivos Europeos e Nacionales Privados 3
Internacionales 674.335 Refonsles 5
Contratos y Convenios Privados 589.302
.. .. Consejeria educacion 6
Servicios Tecnolégicos 233.392
Otros Ingresos 470.224 Consejeria Sanidad 2
Donaciones 61.838 Consejeria Industria 1
TOTAL  8.290.183 Contratos 5
Total 39

Grafico 6: Origen de Fondos

Servicios Donaciones

Contratosy Tecnolégicos 1%
Convenios Privados 3%

7 %

Otros

6%

Fondos Europeos e :

Internacionales
8%

Conselleriade

Sanitat
1%
Conselleria de
Consellerfa Sanitat - Subv.
d'Educaci6 Funcionamiento
50/0 530/0
M2 Sanidad

% iscill

5 %

M2 Educacion
1% MINECO
10%
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Tabla 8: distribucion del gasto 2015

Distribucién del Gasto 2015

Personal 62,5%
Consumos de material fungible 10,2%
Suministros (Energia, 1269
Limpieza, Seguridad,...) 70
Publicaciones y suscripciones 0,3%
Mantenimiento y Reparaciones 4,3%
Seguros 0,7%
Servicios Externos 4,2%
Tributos 0,1%
Gastos Financieros 2,4%
Otros Gastos 0,3%
Desplazamientos, congresos, o

q 2,6 Yo
estancias, ponentes,...

Tabla 9: proyectos activos 2015

Proyectos
Entidad activos en
2015
Internacionales 13
Comision Europea 8
Privados 5
Nacionales Publicos 31
Ministerio de Economia 15
Ministerio Educacién 6
Instituto de Salud Carlos

I 1o
Nacionales Privados 6
Regionales 10
Consejeria educacion 6
Consejeria Sanidad 4
Contratos 11

Cifras y datos 2015

Grafico 7: Distribucion del gasto

Servicios Gastos Desplazamientos
Externos Financieros , congresos,...
4% 2,40% 3%

Mantenimientoy
Reparaciones
4%

Suministros
13%

Consumos de
material fungible
10%
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Eventos
Grafico 8 Distribucion de las actividades cientificas en el CIPF
Eventos N@
Congreso 2 407
Conferencias FBR 11 35 1
Cursos 10 30 -
Jornadas 5 25 -
Seminarios CIPF 38
20 -
Total 66
15 -
10 -
N I []
O - T T T T
Congreso Conferencias  Cursos Jornada Seminarios
FBR CIPF
— e
—

\ \/
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Tesis

Cifras y datos 2015

Titulo de Tesis

Doctorando

Director de Tesis

Institucion

The Transmembrane domain interaction

network of Bcl-2 family members

Trasplante de precursores neurales derivados
de médula espinal adulta en el rescate
funcional de lesiones medulares crénicas

Defining new biotypes for prostate cancer
diagnosis, prognosis and therapeutic
intervention

Efecto Neuroprotector de Curcumina en el
tratamiento de lesiones medulares agudas
Well-defined Polyglutamates for the treatment
and molecular diagnostics of
neurodegenerative

disorders. Alzheimer 's Disease as an example.

Aproximacion funcional a CERKL, un gen
causante de retinosis pigmentaria, mediante
el estudio de la localizacién intracelular de la
proteina y la identificacion de sus partners
proteicos y no proteicos

Functional profiling of human genomic data
using the protein interactome

Caracterizacion bioquimica y funcional de
MnmC, una proteina modificadora de tRNAs de
Escherichia coli

JunB y la proliferacién celular: Mecanismos de
control y dianas transcripcionales

Sintesis asimétrica de carbociclos
benzofusionados a partir de benzaldehidos o-
funcionalizados.  Aplicacion  de  y-silil
alilboronatos en catalisis asimétrica.

Caracterizacion funcional de GTPBP3: una
proteina G implicada en la modificacién de
tRNAs mitocondriales

Inferring the regulatory network from

heterogeneous data

Nuevas estrategias en la sintesis de
compuestos de interés bioldgico: Estructuras
terfenilicas y heterociclos nitrogenados
fluorados enantioméricamente enriquecidos

Andreu Fernandez,
Vicente

Bisbal Velasco,
Viviana

Casanova Salas, Irene

Cases Villar, Marta

Duro Castano, Aroa

Fathinajafabadi
Nasresfahani,
Alihamze

Garcfa Alonso, Luz M2

Garzo6n Garzén, Maria
José

Pérez Benavente,
Beatriz

Rodriguez Llera, Elsa

Martinez Zamora, Ana
Bleda Latorre, Marta

Ibafiez Sanchez,
Ignacio

Dra. Mar Orzaez
Calatayud y Dra.
Isabel Mingarro

Dra. Victoria Moreno-

Manzano y Dr. Jose
Maria Carrillo

Dr. José Antonio

Lopez Guerrero y Dra.

M&Jesds Vicent

Dra. Victoria Moreno-

Manzano

Dra. M2 Jesis Vicent

Dra. Eva Pérez
Jimenezy Dr. Erwin
Knecht

Dr. Joaquin Dopazo

Dra. M2 Eugenia
Armengod

Dra. Rosa Farras y Dr.

José Enrique Pérez
Ortin

Dr. Santos Fustero
Lardies

Dr. Erwin Knecht y
Dra. M2 Eugenia
Armengod

Dr. Joaquin Dopazo

Dr. Santos Fustero

Universidad de
Valencia

Universidad
CEU-San Pablo

Fundacion
Instituto
Valenciano de
Oncologia
Universidad
CEU-San Pablo

Universidad de
Valencia, UV

Universidad de
Valencia, UV

Universitat
Politecnica de
Valencia

Universidad de
Valencia, UV

Universidad de
Valencia, UV

Universidad de
Valencia, UV

Universidad de
Valencia, UV

Universidad
Pompeu Fabra

Universidad de
Valencia, UV
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Publicaciones
Tabla 10: Publicaciones CIPF Tabla 11: Articulos en revistas indexadas por
programas JCR
N Pub. Programa N2 Pub.
Articulos 109 Deterioro neurolégico 11
Libros y capitulos de libro 6 Enfermedades raras 18
Gendmica Computacional 32
Mecanismos Moleculares de
la enfermedad 2
Terapias avanzadas 34
104

Tabla 12: Articulos en revistas indexadas en JCR por grupo

Deterioro neurolégico 11 Genomica Computacional. 35
Neurobiologia 11 Gendmica Computacional. 27
Unidad Mixta Conectividad Cerebral o Gendmica de la Expresion Génica. 8
Enfermedades raras 26 Terapias avanzadas 41

Biologia desarrollo y modelizacion

Enfermedades neuromusculares 2 Moléculas Organicas. 10
Degradacién Intracelular de Proteinas y 5 Polimeros Terapéuticos. 6
Enfermedades Raras.
Genética y fisiopatologia traslacional. 4 Quimica de Péptidos y Proteinas. 7
Genética y Gendmica de Enfermedades i

7 Regeneracidn tisular y neuronal. 4
Neuromusculares.
Genética y Medicina Molecular. 8 Reparacién Cardiovascular. 2
Mecanismos Moleculares de la Terapias con células madre en

9 . 6
enfermedad enfermedades neurodegenerativa
E)Ii&resmn Génica y Metabolismo de s Endocrinologfa Molecular 4
Modificaciéon del RNA y Enfermedades 5 Patologia Molecular e Investigacién .
Mitocondriales Traslacional en Oncologia
Senalizacién O éni .

enatizacion ncogenica ! Total publicaciones grupos de 122

Patologia Celular y Molecular del Investigacion (*)
Alcohol >

(*) En algunas publicaciones participan varios grupos de investigacion por lo que el total por laboratorios difiere del total del centro
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Grafico 9: Publicaciones por grupo de investigacién

Terapias con células . . Degradacion Intracelular
madre en EN. Dr. Erceg Biologia desarrolloy de Proteinasy ER.Dr. _ Epdocrinologia Molecular.
5% modelizacion Knecht; 4% Dra. Burks; 3%

Enfermedades
neuromusculares. Dr.
Galindo; 2% Expresion Génica y
Metabolismo de RNA. Dra.

Rodriguez; 1%

Reparacion
Cardiovascular.
Dr. Montero; 1%

Regeneracion tisulary &

neuronal.Dra. Moreno
3%

Genética y fisiopatologia
traslacional. Dra.
Hoenicka; 3%

Genética y Genémica de
__— Enfermedades
Neuromusculares. Dra.

Quimica de Péptidos y Espings: 6%
spinés; 6%

Proteinas. Dra. Orzaez
6% .. -
Genética y Medicina
Molecular. Dr. Palau
0,
Polimeros Terapéuticos. 7%

. o
Dra. Vicent; 5% Modificacion del RNAy

Enfermedades
Mitocondriales.

Moléculas Organicas. Dr. Dra. Armengod; 2%

Fustero; 8%

Patologia Molecular e
Investigacion Traslacional
en Oncologia. Dr. Forteza
2%
Genémica de la Expresion
Génica. Dra. Conesa; 7%

Senalizacion Oncogénica.
Dra. Farras; 1%

Gendmica Computacional. Neurobiologia. Dr. Felipo

Dr. Dopazo; 22% Patologia Celulary 9%
Molecular del Alcohol. Dr.
Guerri; 4%
Tabla 13: Publicaciones por cuartil Grafico 10: Publicaciones por cuartil
periodo 2011-2015 Otras pub.
4%
Ne %
Otro cuartil
Primer Cuartil 349  73% 23%
Otro cuartil 113 23%

Otras publicaciones 19 4%

481

Primer
Cuartil
73%
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