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Rafael Blasco Castany
Conseller de Sanidad

En los dltimos afios la atencion sanitaria de calidhcuenta con un importante aliado. La evolucion ddos descubrimien-
tos cientificos y su pronta aplicacién han despertdo una generalizable esperanza social. En el procesinvestigador, sin
embargo, los objetivos parten de pequefios descubririentos que no son sino eslabones de avances minimogue van
entrelazandose en el tiempo y que en su desarrollo acostumbran a abrir nuevas posibilidades.

El acierto de una comunidad cientifica internacional buscando un mismo objetivo ha calado en este periodo de mundiali-
zacion en los diferentes centros de investigacion, hasta el punto que los actuales nodos donde se producen las investiga-
ciones concretas han trazado interminables encuentros fijados sobre un mismo objetivo: la mejora de las condiciones de
salud de la poblacién mundial.

La Comunitat Valenciana no es ajena a este procesampulsado desde el interior de la propia sociedadUnas veces
surgiendo de las propias instituciones publicas, en otras, nacidas de la sociedad civil.

La coincidencia de objetivos en este proceso interacional facilita mucho el avance. De ahi que cuandon gobierno, como
en este caso el valenciano, impulsa una politica investigadora concreta trata de acercar a las diferentes instancias que en
nuestra Comunidad trabajan en lineas de investigacion con objetivos semejantes.

El caso de la Fundacién de la Comunidad Valenciana Centro de Investigacion Principe Felipe resulta esclarecedor en este
sentido tanto por la impronta dejada en pocos afios como por los logros alcanzados desde su inauguracion. Quince afios
han bastado para situar a la comunidad cientificaalenciana en el circuito internacional. Los avancesn células madres

y su derivacion a otros centros de investigacion peaa continuar en el proceso investigador directamer relacionado con
enfermedades concretas o las lineas abiertas en laiomedicina permiten albergar sélidas esperanzas enuanto a resul-
tados en el corto y medio plazo.

Esta memoria que ahora presentamos no es sino el reflejo del diario acontecer de una produccion cientifica en constante
evolucion. Los profesionales y las profesionales di biomedicina o de la investigacion en cienciasella salud muestran
sus logros. Tanto los mas ambiciosos, como los menos llamativos. Sus resultados se mediran con el tiempo por su capa-
cidad de resolver situaciones concretas e individuas, es decir por su capacidad de llegar al ciudadao y dar respuesta

a su esperanza.

Una vez mas, mi enhorabuena a todos los equipos dérabajo de la Fundacién de la Comunidad Valencian€entro de
Investigacion Principe Felipe, a sus gestores y a cuantos de un modo u otro participan en la resolucién de los retos que a
diario nos plantea la ciencia.
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Rubén Moreno Palanques
Director General

En el afio 2006, el Centro de Investigacion PrincipEelipe (CIPF) ha alcanzado la cifra de 37 laboraios de investigacion, y 7 servicios
tecnoldgicos, una dimension considerable, teniendo en cuenta que el 2006 ha sido el segundo afio de actividad desde su traslado desde
el antiguo centro, donde contabamos con 10 laborateios. Esto ha supuesto un incremento muy significao en la complejidad de su
gestion, que va mucho mas alla del simple crecimieio cuantitativo, y que ha obligado a toda la orgarziacion a un proceso de adaptacion,
no siempre facil, ni mucho menos comprendido. Conwne resaltar por lo tanto, el gran esfuerzo que ska hecho a todos los niveles tanto
por parte de los grupos de investigacion como de todas las unidades de apoyo, de las cuales, estas Ultimas han tenido que asumir una
tarea significativamente mayor, sin ver aumentados sus recursos en la misma proporcién.

La actividad del CIPF que ha destacado mas durantel 2006, ha sido la obtencion de las tres primeradineas celulares troncales de
origen embrionario que se ha realizado en Espafa:AL3, VAL4 y VALS5, que fueron obtenidas y caracteraas en el segundo trimestre
del afio, y tras su aprobacién fueron presentadas plilicamente el 1 de Diciembre por el Conseller de S@dad y Presidente de nuestro
Patronato, D. Rafael Blasco Castany.

Por otro lado, el Centro y sus investigadores hanido distinguidos con distintos Premios y reconociméntos, como el Premio 2006
Computing Espafia al mejor proyecto I1+D+i; Premio ACER TURIA en reconocimiento a la labor cientificaell CIPF; Premio de Investi-
gacion Clinica de la Fundacion Hospital Clinico Urersitario de Valencia (Il Edicion) al Prof. Casl&imén; nombramiento de Ciudadano
Honorario de su ciudad natal, Leskovac, Serbia, al Dr. Miodrag Stojkovic; nombramiento del Profesor José Manuel Garcia Verdugo como
Académico de la Real Academia de Ciencias Exactasjombramiento del Dr. Miodrag Stojkovic como miembradel Comité Editorial del
Stem Cell Journal; y eleccion de la Dra. Consuelo Guerri como miembro del “Board of Directors” y “Chairman of the Publication Commit-
tee” de la International Society for Biomedical Research on Alcoholism.

Respecto a la creacién de nuevas unidades de investigacion e infraestructuras de 1+D, el Centro ha incorporado nuevas infraestructuras
y unidades tecnolégicas como el Servicio de Microaays; y el Laboratorio de Polimeros Terapéuticos. IEraslado al nuevo Centro ha
puesto de manifiesto la especial complejidad de unale los servicios basicos para cualquier centro dénvestigacion, como es el de sus
instalaciones radiactivas. Es notable el esfuerzo que tanto sus responsables como los usuarios estan teniendo que hacer, para disponer
de unas modernas y seguras instalaciones. A ello heque afiadir la ampliacion de la dotacion del Serwio de Proteccion Radioldgica tanto

en personal experto como en medios materiales, asi como la formacion del personal.

En el proceso de consolidacion del Centro estan fucionando cinco Comités constituidos por personal tato interno como externo: El
Comité Cientifico Asesor, el Consejo Cientifico Asesor Internacional en Medicina Regenerativa, al que se ha incorporado el Profesor José
Cibelli, de la Michigan State University, EEUU, experto en clonacion terapéutica; el Comité Etico de Investigacion Clinica; el Comité Etico
de Experimentacion Animal; y el Comité de Investigédn. Los érganos de Direccion agradecen publicamete la extraordinaria labor, siem-

pre desinteresada, de todos ellos, y que resulta imprescindible para el buen funcionamiento del mismo.



Siguiendo con su vocacién de colaboracién a nivel acional e internacional, el CIPF ha establecido dante este afio Acuerdos Marco y
Convenios de Colaboraciéon con distintos Centros e Instituciones, tanto nacionales como extranjeros, en los que se incluye la Universidad
de Newcastle Upon Tyne, de Reino Unido; la Agenci&alenciana de Salud de la Conselleria de Sanidadeda Generalidad Valenciana;

la Fundacion de Investigacién Médica Mutua Madriled] y la Universidad Complutense de Madrid. Ademasdurante 2006 el CIPF ha
colaborado y participado en intercambios y redes decooperacion cientificos que han incluido a méas del40 centros de investigacion,
asistencia hospitalaria y de formacion, de 16 paises.

Dentro de la labor docente y de intercambio del concimiento cientifico que el CIPF también tiene enaoendado, se han organizado
cuatro reuniones internacionales de gran nivel; 16ursos (300% mas que en 2005), la mayoria de ellode caracter internacional; y 31
seminarios cientificos dirigidos tanto a los gruposle investigacion internos como a los centros de imestigacion biomédica y hospitales
de Valencia. Al mismo tiempo, y por su marcado caréter internacional (CIPF mantiene colaboraciones entificas con mas de 55 insti-
tuciones extranjeras, y cuenta en su plantilla cogientificos de alrededor de 20 nacionalidades distias), el Centro tiene un programa
linguistico gratuito en varios idiomas, para fadiiir la comunicacion entre las instituciones y favercer la integracion del personal que forma
parte del mismo.

A través de sus programas cientificos, el Centro hafrecido la oportunidad de desarrollar tesis docteales de excelencia a estudiantes
universitarios cualificados que han comenzado su carrera cientifica en investigacion biomédica, medicina regenerativa, o descubrimiento
de nuevos farmacos. Durante 2006 se ha mantenido erecimiento sostenido que se viene experimentanddesde el afio 2002, habiendo
participado en el programa predoctoral del CIPF 80icenciados, un 18% mas que el afio pasado; y se harteido 7 tesis doctorales. Por

su parte, el programa de formacién posdoctoral ha cecido con respecto al afio 2005 en un 14%, manteniedose en la linea de los tres
ultimos afios después del enorme crecimiento experimentado en el 2003.

Los Programas de Practicas de Laboratorio para Estudiantes de Segundo Ciclo y de Estudiantes de Formacion Profesional han ofrecido
a un importante colectivo adquirir experiencia en las técnicas de Biologia Molecular y Celular, que les permita en el futuro formar parte de
grupos de investigacion y servicios tecnolégicos. La firma de convenios con distintas instituciones ha duplicado el nimero de estudiantes
de segundo ciclo en practicas, y sienta las bases para que este nimero aumente en afios subsiguientes.

Respecto a las incorporaciones a través del Program Ramoén y Cajal, el Centro ha tenido en el 2006, 42 investigadores, la mayoria
de los cuales contindan su trabajo como responsable de grupo independientes, y dos de ellos, ya se haincorporado a la plantilla del
centro al haber acabado su Programa y haber superado la evaluacion correspondiente.

La financiacion del CIPF se realiza fundamentalmemtmediante la aportacion realizada por la Generalédl Valenciana, a través de la
Conselleria de Sanidad, pero una parte significativa de su presupuesto procede del esfuerzo de todo el Centro en la obtencién de recur-
sos a través de convocatorias publicas para la adjicacion de proyectos en régimen de concurrencia canpetitiva, o de instituciones
privadas. En el 2006 el CIPF ha participado en 154 proyectos, un 10% superior al afio anterior, en gran medida debido al aumento expe-
rimentado en los programas de Medicina Regenerativa y de Descubrimiento de Nuevos Farmacos, que siendo de mas reciente creacion,
han debido hacer un mayor esfuerzo para alcanzar el buen nivel del Programa de Biomedicina. Asimismo, el Centro agradece el esfuerzo
que en distinta medida, aunque toda importante, han realizado todas aquellas instituciones que nos han ayudado a través de sus dona-
ciones. Esa ayuda representa para todos nosotros un gran estimulo para seguir investigando.



CIPF, memoria 2006
Introduccion 9/10

La produccion cientifica del personal vinculado aCentro se ha mantenido en las 172 publicaciones, lanmensa mayoria (90%) consis-
tente en articulos publicados en revistas internacionales, por lo que el excepcional resultado del afio pasado se ha mantenido a pesar del
esfuerzo extraordinario que ha supuesto el traslada un nuevo centro y su puesta en funcionamiento. B destacado por el niUmero de
publicaciones el Programa de Medicina Regenerativa, con casi el 50% de las mismas. Del mismo modo se han registrado tres patentes
mas que el afio pasado, especialmente en el campo del descubrimiento de nuevas moléculas.

Gracias a la labor del Gabinete de Comunicacién que ha sabido transmitir a través de los medios la labor de investigacion realizada en el
Centro, la presencia en los medios de comunicaciomle dicha labor de investigacion se ha incrementadootablemente, tanto en la prensa
escrita como en radio y televisién, nacional e internacional.

Agradecemos el apoyo de SS.AA.RR. Los Principes désturias, del Gobierno Valenciano y de su Presideaf el Molt Honorable Sr. D.
Francisco Camps; de la Conselleria de Sanitat y deu Conseller, el Honorable Sr. D. Rafael Blasco, Bsidente de nuestro Patronato, y del
Patronato de la Fundacion, que han demostrado sin imguna fisura la confianza en nuestro centro y erotlo su personal. Una vez mas,
esa es nuestra satisfaccion y nuestra mayor responsabilidad.



Gobierno y Administracion

Patronato de la Fundacion de la
Comunidad Valenciana Centro de
Investigacién Principe Felipe

Asesores Cientificos

Presidente

Hble. Sr. Rafael Blasco Castany
Conseller de Sanidad

Vicepresidente
D. Santiago Grisolia Garcia

Vocales

. Juan Antonio Barcia Albacar

. Alfonso Bataller Vicent

. José Vicente Castell

Manuel Cervera Taulet
Joaquin Farnés Gauchia
Eloy Jiménez Cantos

Manuel Llombart Bosch

José Mir Pallard6

Esteban Morcillo Sanchez

. Francisco Murcia Garcia

. Pablo Prada Alfaro

. Antonio Pellicer Martinez
Dfa. Pilar Viedma Gil de Vergara
D. Angel Villanueva Pareja

D. Juan Vifia Rives

D. Miguel Angel Utrillas Jauregui

UUUDUDUUDUDD

Secretario
Dfia. Maria José Feltrer Sanmartin

* Dr. Xavier Estivill
1 Centre de Regulacié6 Genomica, Barcelona

Dr. Carlos Lépez Otin
Universidad de Oviedo, Oviedo
Premio Rey Jaime | de Investigacion 2004

Dr. Federico Mayor Menéndez
Centro de Biologia Molecular “Severo Ochoa”,
Universidad Auténoma de Madrid

Dr. Alberto Mufioz Terol
Instituto de investigaciones Biomédicas, Madrid
Premio Rey Jaime | de Investigacion 1993

Dr. Francisco X. Real Arribas
/= Institut Municipal d’Investigacio Médica; Universitat
Pompeu-Fabra; Barcelona

Dr. Eugenio Santos
Centro de Investigacion del Cancer, Universidad de
Salamanca-CSIC, Salamanca

Dr. Eduardo Soriano
Institut de Recerca Biomédica de Barcelona/Parc
Cienti c; Universitad de Barcelona; Barcelona
Premio Rey Jaime | de Investigacion 2000
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Consejo Cientifico Asesor Internacional en Medicina Regenerativa

Prof. Peter Andrews Jane S. Lebkowski Ph. D
Universidad de Shef eld 1_"': 11 Geron Corporation
" Reino Unido EEUU

Roger A. Pedersen, Ph. D.

José Cibelli " q gici .
Michigan State University Prq eso.r e Medicina Regeneratlva
EEUU Universidad de Cambridge

Reino Unido

Susan Fisher
lx‘a: Departamento de biologia celular y de tejidos
Universidad de California San Francisco

EEUU

Olga Genbacev-Krtolica
lx‘a: Departamento de biologia celular y de tejidos
Universidad de California San Francisco

EEUU

e

\ Outi Hovatta

(?% _;_ﬁ' Karolinska Institutet
..J Suecia

Joseph ltskovitz-Eldor, MD DSc
Director, Departamento de Obstretricia y
Ginecologia

Centro Médico Ramban

Israel
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Personal de Administracion

Direccién General
Director General: Rubén Moreno Palanques
Adjunta a Direcci6on: Emma Todd

Gerencia
Gerente: Maria José Feltrer Sanmartin
Adjunta a Gerencia: Ana Rodrigo Williamson

Subdireccion
Subdirector: Miodrag Stojkovic

Area Econémico-Financiera
Responsable: Begofia NUfiez Navarro
M2 José Blanco Martinez
Isabel Lacreu Cuesta

Maria José Lazaro Suau
Amparo Piles Ciscar
Amparo Espi Bibian

Maria Vidal Pedros

Elisa Marco Roig

Olga Avellan Castillo

M2 Pilar Roca Tértola

Recursos Humanos

Julia Moncholi Garrigues
M2 Elena Tormo Gadea
Amparo Peris Jorques

Prevencion de Riesgos Laborales

Responsable: Javier Ramos Casamayor
Rubén Regafia Bastida

Compras y Logistica
Responsable: Arantxa Garcia Soria

Area Juridica
José Maria Marco Pascual

Instalaciones e Infraestructuras
Responsable: David Fernandez Caballero
Roberto Sdnchez Martin

Alejandro Galan Bauset

Juan Lépez Rodriguez

Seguridad e Instalaciones Radioactivas

Supervisor: Jefe Guillermo Baeza Oliete
Ma2 Luisa Juan Amo

Unidad de Apoyo a la Investigacién
Responsable: Marcos Alepuz Requena
Ma del Henar Armas Omedes

Sistemas Informaticos
Javier Sotos Ebstein
Enrique Herreras Monz6
Julio Esteve

Oscar Pisa Caplliure
Jhosland Maestre Ros
Vicent Viguer Benavent
Vicente Francés Martinez

Biblioteca
Ramona Sanchez Moatilla

Gabinete de Prensa
Victor Gdmez Monterde

Recepcion

Elisa Marco Vidal
Soledad Montoya Soto
Pilar Fortea Martin
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Personal Cientifico

Programa de Medicina Regenerativa

RESPONSABLE

Banco Nacional de Células Madre Embrionarias - Nodo de la Comunidad Valenciana

Terapia Celular, Reprogramacion y Biohibridos
Laboratorio de Reprogramacion Celular
Laboratorio de Neuroendocrinologia Molecular
Laboratorio de Cadioregeneracion

Unidad de Neuroregeneracion

Laboratorio de Biomateriales

Unidad de Regeneracion Celular

Biologia de las Células Troncales

Laboratorio de Morfologia Celular

Laboratorio de Citémica

Laboratorio de Diferenciacion de Células Troncales
Laboratorio de Regulacion de Células Troncales

Programa de Descubrimiento de Nuevos Farmacos

Carlos Simén Vallés

Miodrag Stojkovic
Deborah J. Burks
José A. Montero Argudo
Juan A. Barcia Albacar
Manuel Monleén Pradas
Manuel Alvarez Dolado

José M. Garcia Verdugo

Enrique O"Connor Blasco
José Luis Mullor Sanjosé
Isabel Farifias Gomez

Identi cacion de Dianas Moleculares

Laboratorio de Biologia de Células Epiteliales
Laboratorio de Biologia Sensorial

Laboratorio de Transporte de ARN

Laboratorio de Modelos Animales

Unidad de Hematologia Molecular

Farmacologia Molecular

Quimica Médica

Laboratorio de Péptidos y Proteinas

Laboratorio de Biologia Estructural

Laboratorio de Moléculas Orgéanicas

Laboratorio de Estructura y Simulacién Molecular
Laboratorio de Polimeros Terapéuticos
Bioinformatica

Unidad de Gendémica Funcional

Unidad de Farmacogenémica y Genémica Comparativa
Unidad de Gendmica Estructural

Unidad de Infraestructura y Apoyo Informatico

Programa de Biomedicina

Meel Vergés Aiguaviva
Rosa Maria Planells Cases
Susana Rodriguez-Navarro
Paloma Pérez Sanchez
Javier Garcia-Conde Bru
José Maria Sanchez-Puelles

Enrique Pérez Paya
Antonio Pineda Lucena
Santos Fustero Lardiés
José Gallego Sala

M2 JesUs Vicent Docén

Joaquin Dopazo Blazquez
Hernan Dopazo

Marc Marti Renom

Jordi Burguet Castell

Biologia del Cancer

Laboratorio de Biologia Molecular del Cancer
Laboratorio de Biologia Celular y Molecular
Neurobiologia

Laboratorio de Neupbiologia

Laboratorio de Patologia Celular
Laboratorio de Neurotransmisores
Laboratorio de Esclerosis Mdltiple

Biologia Celular, Molecular y Genética
Laboratorio de Patologia Autoinmune
Laboratorio de Biologia Celular

Laboratorio de Genética Molecular
Laboratorio de Organizacion Celular
Laboratorio de Reconocimiento Molecular

Servicios Tecnologicos

Rafael Pulido Murillo
Jaime Font de Mora Sainz

Vicente Felipo Orts
Consuelo Guerri Sirera
Juan Arturo Garcia Horsman
Maria Burgal Marti

Juan Saus Mas

Erwin Knecht Roberto

M@ Eugenia Armengod Gonzalez
José Hernandez Yago

Javier Cervera Miralles

Animalario, Salud y Bienestar Animal
Protedmica

Secuenciacion

RMN

Microscopia Confocal

Sintesis de Péptidos

Microarrays

Vicente rrent Guinot
Manuel Sanchez del Pino
Sonia Prado Lopez
Antonio Pineda Lucena
Maria Burgal Marti
Enrique Pérez Paya
David Blesa Jarque
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Comité Etico de Investigacion Clinica

Presidente Antonio Salvador Sanz
Secretaria Maria José Feltrer Sanmartin
Enrique Pérez Paya
Susana Rodriguez Navarro
José Maria Sanchez-Puelles
Inmaculada Blasco
José Maria Marco Pascual
Esteban Morcillo Sanchez
José Magraner
Luis Pallardé Mateu
Joaquin Ortega Serrano

Comité Etico de Investigaciéon Animal

Presidente Javier Gacia-Conde Bru

Secretaria Paloma Pérez Sanchez
Consuelo Guerri Sirera
José Luis Mullor Sanjosé
Deborah J. Burks
Rosa Maria Planells Cases
Vicente orrent Guinot
Vicente Muriach

Comité de Investigacion

Presidente Erwin Knecht Roberto

Secretario Antonio Pineda Lucena
Joaquin Dopazo Blazquez
Javier Cervera Miralles
José Manuel Garcia Vetugo
Manuel Alvarez Dolado
Henar Armas Omedes




Recursos Humanos

Distribucion del personal por categoria profesional

10%
11%
18%

5%
16%
26%
14%

I Administracion y Servicios
I Jefe de Unidad
Investigador
Posdoctoral
I Predoctoral
[ Técnico
I Colaborador Asociado

14%

16%

10%

18%
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Programa de Ayudas

El Centro de Investigacion Principe Felipe (CIPF¢ snancia fundamentalmente de la aportacion realizda
por la Generalitat Valenciana, a través de la Condleria de Sanidad. Pero otra parte importante de su
presupuesto procede de la participacion de los grups de investigacion del Centro en las convocatoriasle
concurrencia competitiva, para ayudas a proyectosgontratacion de personal y adquisicion de equipamieto.
En la relacion adjunta se especican las ayudas astadas en ejecucién durante 2006, nanciados por
entidades publicas y privadas.

Programa de Ayudas Institucionales

Proyectos

Titulo: Programa de Medicina Regenerativa de la Comunidad
Valenciana

Coordinador: Rubén Moreno

Organismo nanciador: Conselleria de Sanidad, Generalidad
Valenciana; e Instituto de Salud Carlos IlI, Minist erio de
Sanidad y Consumo

Vigencia: 2005-2008

Contratos de personal

Titulo: Contrato Ramén y Cajal para el CIPF

Investigador principal:Manuel Sanchez del Pino
Organismo nanciador: Ministerio de Educacién y Ciencia
Vigencia: 2001-2006

Titulo: Co nanciacion contrato Ramon y Cajal para el CIPF
Investigador principal:Manuel Sanchez del Pino

Organismo nanciador: Conselleria de Empresa, Universidad y
Ciencia de la Generalitat Valenciana

Vigencia: 2006

Titulo: Contrato Ramén y Cajal para el CIPF

Investigador principal:Jaime Font de Mora Sainz
Organismo nanciador: Ministerio de Educacién y Ciencia
Vigencia: 2002-2006

Titulo: Co nanciacion contrato Ramon y Cajal para el CIPF
Investigador principal:Jaime Font de Mora Sainz

Organismo nanciador: Conselleria de Empresa, Universidad y
Ciencia de la Generalitat Valenciana

Vigencia: 2006

Titulo: Contrato Ramon y Cajal para el CIPF

Investigador principal:Deborah Burks

Organismo nanciador: Ministerio de Educacién y Ciencia
Vigencia: 2002-2007

Titulo: Co nanciacion contrato Ramén y Cajal para el CIPF
Investigador principal:Deborah Burks

Organismo nanciador: Conselleria de Empresa, Universidad y
Ciencia de la Generalitat Valenciana

Vigencia: 2006
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Titulo: Contrato Ramén y Cajal para el CIPF

Investigador principal:Paloma Pérez

Organismo nanciador: Ministerio de Educacién y Ciencia
Vigencia: 2001-2006

Titulo: Co nanciacién contrato Ramén y Cajal para el CIPF
Investigador principal:Paloma Pérez

Organismo nanciador: Conselleria de Empresa, Universidad y
Ciencia de la Generalitat Valenciana

Vigencia: 2006

Titulo: Contrato Ramoén y Cajal para el CIPF

Investigador principal:Rodrigo J. Carbajo Martinez
Organismo nanciador: Ministerio de Educacion y Ciencia
Vigencia: 2004-2009

Titulo: Co nanciacién contrato Ramén y Cajal para el CIPF
Investigador principal:Rodrigo J. Carbajo Martinez

Organismo nanciador: Conselleria de Empresa, Universidad y
Ciencia de la Generalitat Valenciana

Vigencia: 2006

Titulo: Contrato Ramén y Cajal para el CIPF

Investigador principal:José Gallego Sala

Organismo nanciador: Ministerio de Educacion y Ciencia
Vigencia: 2004-2009

Titulo: Co nanciacién contrato Ramoén y Cajal para el CIPF
Investigador principal:José Gallego Sala

Organismo nanciador: Conselleria de Empresa, Universidad y
Ciencia de la Generalitat Valenciana

Vigencia: 2006

Titulo: Contrato Ramon y Cajal para el CIPF

Investigador principal:Rosa Maria Planells Cases
Organismo nanciador: Ministerio de Educacion y Ciencia
Vigencia: 2004-2009

Titulo: Co nanciacién contrato Ramén y Cajal para el CIPF
Investigador principal:Rosa Maria Planells Cases

Organismo nanciador: Conselleria de Empresa, Universidad y
Ciencia de la Generalitat Valenciana

Vigencia: 2006
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Titulo: Contrato Ramén y Cajal para el CIPF

Investigador principal:Juan Arturo Garcia Horsman
Organismo nanciador: Ministerio de Educacion y Ciencia
Vigencia: 2004-2009

Titulo: Co nanciacién contrato Ramoén y Cajal para el CIPF
Investigador principal:Juan Arturo Garcia Horsman

Organismo nanciador: Conselleria de Empresa, Universidad y
Ciencia de la Generalitat Valenciana

Vigencia: 2006

Titulo:Contrato Ramoén y Cajal para el CIPF

Investigador principal:Marcel Vergés

Organismo nanciador: Ministerio de Educacion y Ciencia
Vigencia: 2004-2009

Titulo: Co nanciacion contrato Ramon y Cajal para el CIPF
Investigador principal:Marcel Vergés

Organismo nanciador: Conselleria de Empresa, Universidad y
Ciencia de la Generalitat Valenciana

Vigencia: 2006

Titulo: Contrato Ramdn y Cajal para el CIPF

Investigador principal:Susana Rodriguez Navarro
Organismo nanciador: Ministerio de Educacion y Ciencia
Vigencia: 2004-2009

Titulo: Co nanciacién contrato Ramén y Cajal para el CIPF
Investigador principal:Susana Rodriguez Navarro

Organismo nanciador: Conselleria de Empresa, Universidad y
Ciencia de la Generalitat Valenciana

Vigencia: 2006

Titulo: Contrato Ramén y Cajal para el CIPF

Investigador principal:José Luis Mullor

Organismo nanciador: Ministerio de Educacién y Ciencia
Vigencia:2004-2009

Titulo: Co nanciacion contrato Ramoén y Cajal para el CIPF
Investigador principal:José Luis Mullor

Organismo nanciador: Conselleria de Empresa, Universidad y
Ciencia de la Generalitat Valenciana

Vigencia: 2006



Titulo: Contrato Ramoén y Cajal para el CIPF

Investigador principal:Manuel Alvarez Dolado

Organismo nanciador: Ministerio de Educacion y Ciencia
Vigencia: 2006-2011

Titulo: Contrato Ramén y Cajal para la Universidad de
Valencia

Investigador principal:Pilar SGnchez Gomez

Organismo nanciador: Ministerio de Educacion y Ciencia, y
Universidad de Valencia

Vigencia: 2004-2009

Titulo: Contrato Ramoén y Cajal para la Universidad de
Valencia

Investigador principal:Helena Mira Aparicio

Organismo nanciador: Ministerio de Educacion y Ciencia, y
Universidad de Valencia

Vigencia: 2004-2009

Titulo: Contrato FIS para el CIPF

Investigador principal:Rosa Guasch Aguilar

Organismo nanciador: FIS, Instituto de Salud Carlos lll,
Ministerio de Sanidad y Consumo, y CIPF

Vigencia: 2004-2007

Titulo: Contrato FIS para el CIPF

Investigador principal:Rosa M2 Farras Rivera
Organismo nanciador: FIS, Instituto de Salud Carlos lll,
Ministerio de Sanidad y Consumo, y CIPF

Vigencia: 2004-2007

Titulo: Contrato FIS para el CIPF

Investigador principal:Marta Llansola Gil

Organismo nanciador: FIS, Instituto de Salud Carlos lll,
Ministerio de Sanidad y Consumo, y CIPF

Vigencia: 2004-2007

Titulo: Contrato FIS para el CIPF

Investigador principal:Ana Isabel Gil

Organismo nanciador: FIS, Instituto de Salud Carlos lll,
Ministerio de Sanidad y Consumo, y CIPF

Vigencia: 2005-2008

Titulo: Contrato FIS para el CIPF

Investigador principal:Pilar Monfort Eroles

Organismo nanciador: FIS, Instituto de Salud Carlos lll,
Ministerio de Sanidad y Consumo, y CIPF

Vigencia: 2006-2008

Titulo: Contrato FIS para el CIPF

Investigador principal:Ruth Lucas Dominguez
Organismo nanciador: FIS, Instituto de Salud Carlos lIl,
Ministerio de Sanidad y Consumo, y CIPF

Vigencia: 2006-2008

Titulo: Contrato FSE para el CIPF

Investigador principal:David Serquera Peyr6

Organismo nanciador: Instituto de Salud Carlos Ill, Ministerio
de Sanidad y Consumo, y CIPF

Vigencia: 2003-2006

Titulo: Contrato Juan de la Cierva para el CIPF
Investigador principal:Beatriz Alvarez Pérez

Organismo nanciador: Ministerio de Educacién y Ciencia
Vigencia: 2005-2008

Titulo: Personal posdoctoral en Biologia Estructural
Coordinador: Rubén Moreno Palanques
Organismo nanciador: Bruker

Vigencia: 2005-2008

Titulo: Personal posdoctoral CIPF-BANCAIXA
Coordinador: Rubén Moreno Palanques
Organismo nanciador: CIPF-Bancaixa
Numero de Becas:8

Vigencia: 2006

Programa de Medicina Regenerativa

Titulo: Defectos metabdlicos y moleculares en la diabetes
Mellitus y sus complicaciones

Investigador principal:Deborah Burks

Organismo nanciador: Red Tematica. Instituto de Salud
Carlos Ill. Ministerio de Sanidad y Consumo

Vigencia: 2005-2006

Titulo:Bases moleculares de la neurodegeneracion por fall os
en la sefalizacion de insulina y IGF-I: Caracteriza cion de
nuevos marcadores mediante el modelo IRS-2
Investigador principal:Deborah Burks

Organismo nanciador: SAF 2005/06058. Ministerio de
Educacion y Ciencia

Vigencia: 2005-2008
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Titulo: Integracion de las vias de sefializaciéon de Shhy B MP
durante el desarrollo embrionario del sistema embri  onario
central

Investigador principal:José Luis Mullor Sanjosé

Organismo nanciador: BFU2005/09186. Ministerio de
Educacion y Ciencia

Vigencia: 2005-2008

Titulo: Integracion de las vias de sefializacion de Shhy B MP
durante el desarrollo embrionario de la placa neura |
Investigador principal:José Luis Mullor / J. Arturo Garcia
Horsman

Organismo nanciador: Grupos Emergentes GV05/221.
Conselleria de Empresa, Universidad y Ciencia. Gene ralitat
Valenciana

Vigencia: 2005-2006

Titulo: Integracion de las vias de sefializacion de Shhy B MP
durante el desarrollo embrionario del sistema embri  onario
central

Investigador principal:José Luis Mullor Sanjosé

Organismo nanciador: ACOMPO06/145. Generalitat Valenciana
Vigencia: 2006

Titulo: Neuropoyesis, regulacion de la auto-renovacion en
células madre neurales

Investigador principal:lsabel Farifias Gomez

Organismo nanciador: SAF 2005/06058. Ministerio de
Educacion y Ciencia.

Vigencia: 2005-2008

Titulo: Mecanismos moleculares de muerte neuronal en
modelos animales y patologia humana

Coordinador: Isabel Farifias Gémez

Organismo nanciador: Ministerio de Sanidad. Fondo de
Investigaciones Sanitarias. Convocatoria de Redes T ematicas
de Investigacion Cooperativa. Subproyecto del proye cto
coordinado “Investigaciéon en enfermedades neurolégi  cas’
Vigencia: 2002-2006

Titulo: Terapia celular y regeneracion nerviosa

Investigador principal:lsabel Farifias Gémez

Organismo nanciador: Ministerio de Sanidad. Fondo de
Investigaciones Sanitarias. Convocatoria de Redes T ematicas
de Investigacién Cooperativa. Subproyecto del proye cto
coordinado “Terapia Celular”

Vigencia: 2006
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Titulo: Regulacion de la multipotencia de células madre
neurales por sefiales propias de los nichos neurogén icos
Investigador principal:lsabel Farifias Gomez

Organismo nanciador: Fundacion “la Caixa”

Vigencia: 2006-2009

Titulo: CIBER en “Enfermedades Neurodegenerativas”
Investigador principal:lsabel Farifias Gomez

Organismo nanciador: Ministerio de Sanidad y Consumo
Vigencia: 2006-2010

Titulo: Relacién entre la desregulacion de las vias intrin  secas
de control de células madre y progenitores neurales en el
adulto y los procesos de formacion de tumores del s istema
nervioso central

Investigador principal:Pilar Sanchez Gémez

Organismo nanciador: Ayuda a grupos Emergentes.
Conselleria de Empresa, Universidad y Ciencia. Gene ralitat
Valenciana

Vigencia: 2005-2006

Titulo: Identi cacion de factores implicados en la
diferenciacion neuronal de las células madre y prog enitores
neurales del cerebro adulto

Investigador principal:Helena Mira Aparicio

Organismo nanciador: Ayudas a Grupos Emergentes.
Conselleria de Empresa, Universidad y Ciencia de la
Generalitat Valenciana

Vigencia: 2006

Titulo: Mecanismos intrinsecos de control de la poblacién  de
células madre y progenitores neurales en el adulto, relacion
con la formacion de tumores en el sistema nervioso  central
Investigador principal:Pilar Sanchez Gémez

Organismo nanciador: BUF 2005/08495. Ministerio de
Educacion y Ciencia

Vigencia: 2005-2008

Titulo: A-Cute-Tox: Optimization and pre-validation of an  in
vitro test strategy for predicting acute human toxi  city
Coordinador: Cecilia Clemedson

Investigador principal:José Enrique O’Connor Blasco
Organismo nanciador: Comision Europea (LSHB-CT-2004-
512051)

Vigencia: 2005-2009



Titulo: Predictomics: Short-term in vitro assays for long-  term
toxicity. Speci ¢ Targeted Research Project.

Coordinador: José Vicente Castell

Investigador principal:José Enrique O’Connor Blasco
Organismo Financiador:Comision Europea (LSHB-CT-2004-
504761)

Vigencia: 2005-2007

Titulo: Estudio de la expresion y funcién de los receptore s
TLR durante el envejecimiento: In uencia en laresp uesta
inmune frente a Candida albicans. (P104/1472)

Investigador principal:José Enrique O’Connor Blasco
Organismo FinanciadorFondo de Investigaciones Sanitarias
Vigencia: 2004-2006

Titulo:Mantenimiento de un Centro de Citometria y
Citogenética en la Universidad de Valencia
Investigador principal:José Enrique O’Connor Blasco
Organismo Financiadorizasa, S.A.

Vigencia: 2006

Titulo: Evaluacion in vivo e in vitro de materiales
biocompatibles con el sistema nervioso central:

supervivencia y diferenciacion neuronal

Investigador principal:Juan Antonio Barcia Albacar

Organismo FinanciadorMAT2006-13554-C02-02. Ministerio de
Educacion y Ciencia

Vigencia: 2006-2007

Titulo: Uso de biomateriales en la reconstruccion de la
corteza cerebral. Evaluacion funcional y aplicacion en
modelos animales con isquemia cerebral

Investigador principal:José Miguel Soria Lopez
Organismo FinanciadorFIS Pl 05/0751. Instituto de Salud
Carlos Ill, Ministerio de Sanidad y Consumo

Vigencia: 2006-2009

Titulo: Uso de biomateriales en la reconstruccion de la
corteza cerebral en rata: Aplicacion en modelo dei squemia
cerebral

Investigador principal:José Miguel Soria Lopez

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

Vigencia: 2006-2008

Titulo: Evaluacion del uso y tecnologia de biomateriales e n
terapias regenerativas: valoracion de la aplicacién  clinica

Investigador principal:José Miguel Soria Lopez

Organismo FinanciadorConselleria de Sanidad, Generalitat
Valenciana

Vigencia: 2006

Titulo: Evaluacién siolégica de células madre neurales
diferenciadas in vitro sobre biomateriales

Investigador principal:José Miguel Soria Lopez

Organismo Financiador:Conselleria de Sanidad, Generalitat
Valenciana

Vigencia: 2006

Titulo: Terapia celular contra el infarto de miocardio med iante
el uso de células pluripotentes humanas: estrategia s para
mejorar la funcion cardiaca

Investigador principal:Pilar Sepulveda Sanchis

Organismo FinanciadorFIS CP03/136. Instituto de Salud
Carlos Ill. Ministerio de sanidad y Consumo

Vigencia: 2004-2006

Titulo:Uso de células mesenquimatosas y endoteliales para el
tratamiento del infarto de miocardio

Investigador principal:Pilar Sepulveda Sanchis

Organismo FinanciadorIS P104/2366. Instituto de Salud

Carlos Ill. Ministerio de Sanidad y Consumo

Vigencia: 2005-2007

Titulo: Fusién celular como mecanismo regenerativo de
ataxias y enfermedades neurodegenerativas

Investigador principal:Manuel Alvarez Dolado

Organismo FinanciadorFIS 04/2744. Instituto de Salud Carlos
IIl. Ministerio de Sanidad y Consumo

Vigencia: 2004-2007

Titulo: Neuro-regeneracion mediante Fusion Celular con
Células Madre Adultas Hematopoyéticas

Investigador principal:Manuel Alvarez Dolado
Organismo FinanciadorFundacién Mutua Madrilefia
Automovilista

Vigencia: 2004-2007

Titulo: Ayuda complementaria para proyectos de 1+D+i

(Fusion celular como mecanismo regenerativo en atax ias)
Investigador principal:Manuel Alvarez Dolado

Organismo FinanciadorACOMP06/131. Generalitat Valenciana
Vigencia: 2006
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Titulo: Biologia, clinica y terapia de las ataxias cerebel osas
Investigador principal:José Manuel Garcia Verdugo
Organismo Financiadorinstituto de Salud Carlos I, Ministerio
de Sanidad y Consumo

Vigencia: 2004-2006

Titulo: Células hematopoyéticas como mecanismo
regenerativo de ataxias mediante fusién celular

Investigador principal:José Manuel Garcia Verdugo
Organismo Financiadorinstituto de Salud Carlos Ill, Ministerio
de Sanidad y Consumo

Vigencia: 2005-2007

Titulo: Aislamiento y caracterizacion de células madre de la
medula espinal de mamiferos

Investigador principal:José Manuel Garcia Verdugo
Organismo FinanciadorMinisterio de Educacion y Ciencia
Vigencia: 2005-2008

Titulo: Biologia, clinica y terapia de las ataxias cerebel osas.
Estudio in vivo e in vitro de las células madre del cerebro
humano adulto

Investigador principal:José Manuel Garcia Verdugo
Organismo Financiadorinstituto de Salud Carlos Ill, Ministerio
de Sanidad y Consumo

Vigencia: 2006-2009

Titulo: Multipotent Adult Progenitor Cells to treat Stroke
Coordinador: Catherine Verfaillie

Investigador principal:José Manuel Garcia Verdugo
Organismo Financiador:Comision Europea. (FP6- Life SciH. VI
Proyecto Marco)

Vigencia: 2006-2009

Programa de Descubrimiento de Nuevos Farmacos

Titulo: Estudio de los procesos moleculares que interviene n
en los nichos angiogénicos de las células troncales  neurales
murinas (MNSCs) adultas.

Investigador principal:José M2 Sanchez-Puelles

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

Vigencia: 2005-2008

Titulo:Modulacién de interacciones proteina-proteina
relevantes en apoptosis y autoinmunidad

Investigador principal:Enrique Pérez Paya

Organismo nanciador: Ministerio de Educacion y Ciencia
Vigencia: 2004-2007
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Titulo: Modulacién de interacciones proteina-proteina
relevantes en apoptosis y autoinmunidad

Investigador principal:Enrique Pérez Paya

Organismo nanciador: ACOMP 06/021 Generalitat Valenciana
Vigencia: 2006

Titulo: Disseny i sintesi de peptids i peptidomimetics com a
agents terapéutics amb capacitat antiin amatoria
Investigador principal:Enrique Pérez Paya

Organismo nanciador: Fundacion La Marat6 TV3

Vigencia: 2004-2006

Titulo: Caracterizacion estructural del enzima pro-metasta  tico
heparanasa y su isoforma renal fetal

Investigador principal:Antonio Pineda Lucena

Organismo nanciador: BFU2005/09141. Ministerio de
Educacion y Ciencia

Vigencia: 2005-2008

Titulo: Caracterizacion estructural del enzima pro-metasta tico
heparanasa y su isoforma renal-fetal

Investigador principal:Antonio Pineda Lucena

Organismo nanciador: Generalitat Valenciana

Vigencia: 2006

Titulo: Disefio racional de farmacos contra la metastasis
basado en la inhibicion de heparanasa

Investigador principal:Antonio Pineda Lucena
Organismo nanciador: Fundacién Mutua Madrilefia
Automovilista

Vigencia: 2005-2008

Titulo: Estudio estructural por RMN de heparanasa y sus
implicaciones en el disefio de nuevos farmacos anti-
metastaticos

Investigador principal:Rodrigo J. Carbajo Martinez
Organismo nanciador: Generalitat Valenciana

Vigencia: 2006-2007

Titulo: Transporte Intracelular del Receptor TRPV1 en la
etiologia del dolor

Investigador principal:Rosa Maria Planells Cases
Organismo nanciador: SAF2004-05684. Ministerio de
Educacion y Ciencia

Vigencia: 2004-2007



Titulo: Transporte Intracelular del Receptor TRPV1 en la
etiologia del dolor

Investigador principal:Rosa Maria Planells Cases

Organismo nanciador: ACOMPO06/129. Generalitat Valenciana
Vigencia: 2006

Titulo:Modelos animales para la diseccion molecular de lo s
mecanismos de accion del receptor de glucocorticoid es (GR)
en la siopatologia de la piel

Investigador principal:Paloma Pérez Sanchez

Organismo nanciador: SAF2005-00412. Ministerio de
Educacion y Ciencia

Vigencia: 2006-2008

Titulo: Exportacion de RNAs mensajeros en Saccharomyces
cervisiae: caracterizacion de Suslp

Investigador principal:Susana Rodriguez Navarro
Organismo nanciador: BFU 2005/06856/BM. Ministerio de
Educacion y Ciencia

Vigencia: 2005-2008

Titulo:Mecanismos de transporte de RNA mensajeros
dependientes del gen regulado por Fe CTH2

Investigador principal:Sergi Puig (Universidad de Valencia)
Investigadores:Susana Rodriguez Navarro (CIPF)
Organismo nanciador: GV05/081 Generalitat Valenciana
Vigencia: 2005-2006

Titulo: Exportacion de RNAs mensajeros en Saccharomyces
cerevisiae: caracterizacion de Suslp

Investigador principal:Susana Rodriguez Navarro
Organismo nanciador: Conselleria Valenciana de Empresa,
Universidad y Ciencia

Vigencia: 2006

Titulo:1denti cacion de Dianas del Retrémero Implicadas e n
Activacioén y Proliferacion Celular

Investigador principal:Marcel Vergés Aiguaviva

Organismo FinanciadorFIS PI1 041113. Instituto de Salud
Carlos I, Ministerio de Sanidad y Consumo

Vigencia: 2004-2007

Titulo: Transport of Immunoglobulins across Epithelial Cel Is
Coordinador: Keith E. Mostov

Investigador principal:Marcel Vergés Aiguaviva

Organismo FinanciadorNational Institutes of Health
Vigencia: 1987-2007

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

Investigador principal:José Gallego Sala

Organismo nanciador: BFU2004-07274/BMC. Ministerio de
Educacion y Ciencia

Vigencia: 2004-2007

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

Investigador principal:José Gallego Sala

Organismo nanciador: ACOMPO06/139. Generalidad Valenciana
Vigencia: 2006

Titulo: Desarrollo de nuevos métodos sintéticos para la
preparacion de compuestos organo uorados bioactivos
mediante sintesis uorosa

Investigador principal:Juan Francisco Sanz Cervera
Organismo nanciador: Generalitat Valenciana
Vigencia: 2005-2006

Titulo: Disefio, sintesis y evaluacion biolégica de nuevos
moduladores de interacciones proteina-proteina
Investigador principal:Juan Francisco Sanz Cervera
Organismo nanciador: CTQ2006-01317/BQU. Ministerio de
Educacion y Ciencia

Vigencia: 2006-2009

Titulo:Nuevos métodos sintéticos: sintesis, reactividad y
aplicaciones de compuestos organo uorados de interé s
biolégico

Investigador principal:Santos Fustero Lardiés

Organismo nanciador: BQU2003-01610. Ministerio de
Educacion y Ciencia

Vigencia: 2003-2006

Titulo:Nuevas dianas moleculares diagnésticas, pronéstica sy
terapéuticas en LLC-B estadio A: caracterizacion ge némica,
proteémica, y activacion de apoptosis

Investigador principal:: Javier Garcia-Conde Bru

Organismo nanciador: FIS PI051001. Instituto de Salud Carlos
I, Ministerio de Sanidad y Consumo

Vigencia: 2006-2008
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Titulo: Caracterizacién genomica de los sindromes Titulo:BANG. Bioinformatic algorithms of new generation f  or

linfoproliferativos
Investigador principal:Javier Garcia-Conde Bru

Organismo nanciador: FIS: Red de Grupos G03/179. Instituto

de Salud Carlos I, Ministerio de Sanidad y Consum o
Vigencia: 2003-2006

Titulo: Funciones del factor de transcripcion de AP-1 dura nte

la division celular y su regulacion

Investigador principal:Rosa Farras Rivera

Organismo nanciador: FIS PI 052139. Instituto de Salud
Carlos Ill, Ministerio de Sanidad y Consumo

Vigencia: 2006-2008

Titulo: Estudio de los mecanismos de degradacion del
supresor tumoral JunB para la identi cacion de nuev  as
drogas anti proliferativas

Investigador principal:Rosa Farras Rivera

Organismo nanciador: Grupos Emergentes. Conselleria de
Empresa, Universidad y Ciencia. Generalitat Valenci ana
Vigencia: 2005-2006

Titulo: Estudio de la desregulacion génica causada por
aberraciones cromosémicas en procesos tumorales.
Aproximacion bionformatica y genémica

Investigador principal:Joaquin Dopazo Blazquez
Organismo nanciador: BIO2005/1078. Ministerio de
Educacion y Ciencia

Vigencia: 2005-2008

Titulo: INDIGO. Integrated highly sensitive uorescence -
based biosensor for diagnosis applications

Investigador principal:Joaquin Dopazo Blazquez
Organismo nanciador: Proyecto STREP. Uni6n Europea.
Vigencia: 2005-2008

Titulo:EMERALD

Investigador principal:Joaquin Dopazo Blazquez
Organismo nanciador: Proyecto STREP. Unién Europea
Vigencia: 2006-2009

Titulo: Development of the bioinformatics infraestructure,

mining and intelligent decision support systems for ~ functional

genomics and proteomics

Investigador principal:Joaquin Dopazo Blazquez
Organismo nanciador: NRC Canada-SEPOCT Spain
Vigencia: 2004-2007

analysing gene expression data

Investigador principal:Joaquin Dopazo Blazquez
Organismo nanciador: Fundacion BBVA
Vigencia: 2004-2006

Titulo: Prediccion in silico y determinacién experimental  de
genes involucrados en procesos tumorales, afectados  por
cambios genémicos en el nimero de copias

Investigador principal:Joaquin Dopazo Blazquez

Organismo nanciador: Fundacio La Caixa

Vigencia: 2003-2006

Titulo:GNV3. Development of tools of new generation for
gene expression data analysis and implementation in  the
improves GEPAS platform

Investigador principal:Joaquin Dopazo Blazquez
Organismo nanciador: 2004/01/FG005. Genoma Espafia
Vigencia: 2004-2006

Titulo: CIBER en Enfermedades Raras

Coordinador: Francesc Palau

Investigador principal:Joaquin Dopazo Blazquez
Organismo nanciador: Fondo de Investigacion Sanitaria del
Instituto de Salud Carlos IlI

Vigencia: 2006-2010

Titulo: Genémica comparativa y estructural de polimor smos
de una sola base (SNPs) en el genoma humano. Predic cién
de mutantes patolégicos basada en la estimacion de

coe cientes de seleccion

Investigador principal:Hernan Dopazo

Organismo nanciador: GV06/080. Generalitat Valenciana
Vigencia: 2006-2007



Titulo: Genémica comparativa, logenémica y genética
poblacional de genes de enfermedades humanas y
farmacogenética

Investigador principal:Hernan Dopazo

Organismo nanciador: BFU2006-15413-C02-02/BMC.
Ministerio de Educacién y Ciencia

Vigencia: 2006-2008

Titulo: Comparative RNA structure prediction
Investigador principal:Marc A. Marti Renom
Organismo nanciador: Marie Curie. Unién Europea
Vigencia: 2006-2007

Programa de Biomedicina

Titulo:Mecanismos de control celular a través del supreso r
tumoral PTEN y PTPs duales especi cas de MAP quinas as
Investigador principal:Rafael Pulido Murillo

Organismo nanciador: Ministerio de Educacién y Ciencia
Vigencia: 2006-2009

Titulo: Andlisis mutacional y funcional del supresor tumor al
PTEN en sindromes tumorales hereditarios

Investigador principal:Rafael Pulido Murillo

Organismo nanciador: Fundacién Mutua Madrilefia
Automovilista

Vigencia: 2004-2007

Titulo: Andlisis estructural y funcional de los complejos
moleculares MAP quinasas/fosfatasas de MAP quinasas en
la sefializacién intracelular

Investigador principal:Rafael Pulido Murillo

Organismo nanciador: Ministerio de Educacién y Ciencia
Vigencia: 2003-2006

Titulo: Estudio de la funcién del supresor tumoral PTEN en el
nacleo de células de glioblastoma y de la astroglia  de ratones
transgénicos

Investigador principal:Ana Isabel Gil Tebar

Organismo nanciador: Generalitat Valenciana

Vigencia: 2006-2007

Titulo: Estudio de la funcién del supresor tumoral PTEN en el
nacleo de células de glioblastoma y de la astroglia  de ratones
transgénicos

Investigador principal:Ana Isabel Gil Tebar

Organismo nanciador: Fundacién Mutua Madrilefia
Automovilista

Vigencia: 2006-2009

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

Investigador principal:Lydia Tabernero

Organismo nanciador: The Wellcome Trust (UK)
Vigencia: 2003-2006

Titulo:Bases moleculares, neuroanatémicas y

neuro sioldgicas de la encefalopatia hepatica clini  cay
subclinica. Implicaciones Terapéuticas y diagnéstic as
Investigador principal:Vicente Felipo Orts

Organismo nanciador: Instituto de Salud Carlos III (FIS).
Ministerio de Sanidad y Consumo. Red Temética de
Investigacion Cooperativa. G03/155

Vigencia: 2003- 2006

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

Investigador principal:Vicente Felipo Orts

Organismo nanciador: European Commission: Food Quality
and Safety. FOOD-CT-2003-506143

Vigencia: 2003-2006

Titulo: Toxic threats to the developing nervous system: in  vivo
and in vitro studies on the effects of mixture of n  eurotoxic
substances potientially contaminating food.

Investigador principal:Vicente Felipo Orts

Organismo nanciador: Acciones Complementarias. SAF2004-
0001-E. Ministerio de Educacion y Ciencia

Vigencia: 2005-2006

Titulo: Bases moleculares de las alteraciones en los ritmo s
circadianos en encefalopatia hepética. Implicacione s
terapéuticas

Investigador principal:Vicente Felipo Orts, en colaboracion con
el Dr. Diego Golombek, de Argentina

Organismo nanciador: Ministerio de Educacion y Ciencia.
Programa Nacional de Cooperacion Internacional

Vigencia: 2005-2006
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Titulo: Bases moleculares de las alteraciones neurolégicas
(cognitivas y motoras) en hiperamonemia y encefalop atia
hepética. Implicaciones terapéuticas

Investigador principal:Vicente Felipo Orts

Organismo nanciador: SAF2005-06089. Programa nacional de
Biomedicina. Ministerio de Educacion y Ciencia

Vigencia: 2005-2009

Titulo: Assesing the toxicity and hazard of non-dioxin-lik e
PCBs present in food, ATHON

Investigador principal:Vicente Felipo Orts

Organismo nanciador: Comisién Europea

Vigencia: 2006-2010

Titulo: Bases moleculares, neuroanatémicas y

neuro sioldgicas de la encefalopatia hepatica clini  cay
subclinica. Implicaciones terapéuticas y diagnostic as
Investigador principal:Vicente Felipo Orts

Organismo nanciador: Proyecto Coordinado P1050253.
Instituto de Salud Carlos Ill. Ministerio de Sanida dy
Consumo

Vigencia: 2006

Titulo: Toxix threats to the developing nervous system: in  vivo
and in vitro studies on the effects of neurotoxic s ubstances
potentially contaminating food. (DEVNERTOX)

Investigador principal:Vicente Felipo Orts

Organismo nanciador: Ayudas Complementarias
ACOMPO06/005-017609. Conselleria de Empresa, Univers itaty
Ciencia. Generalitat Valenciana

Vigencia: 2006

Titulo: Neural regeneration and plasticity (NEREPLAS)
Investigador principal:Vicente Felipo Orts

Organismo nanciador: European Commission. COST, Action
B30

Vigencia: mayo 2006 - junio 2010

Titulo: Estudio de los mecanismos preventivos de anti-
in amatorios no esteroideos en la enfermedad de Alz
papel de las Rho-GTPasas

Investigador principal:Vicente Felipo Orts

Organismo nanciador: Fundacio la Marat6 de TV3
Vigencia: 2006-2009

heimer:

Titulo: Ayuda Complementaria Proyecto Europeo: “ATHON”
Investigador principal:Vicente Felipo Orts
Organismo nanciador: SAF2006-27512-E. Ministerio de
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Educacion y Ciencia
Vigencia: 2006-2009

Titulo: Investigacion de la Red de Encefalopatia Hepéatica en
la Comunidad Valenciana

Investigador principal:Vicente Felipo Orts

Organismo nanciador: Ayudas a proyectos 005/06.
Conselleria de Sanidad

Vigencia: 2006

Titulo: Efecto de la hiperamonemia y el fallo hepatico cr6 nicos
sobre los ritmos circadianos

Investigador principal:Vicente Felipo Orts

Organismo nanciador: A/4736/06. Agencia Espafiola de
Cooperacion Internacional, Ministerio de Asuntos Ex teriores
Vigencia: 2006-2007

Titulo: Encéphalopathie hépatique et mécanismes
moléculaires des alterations des rythmes circadiens
Investigador principal:Vicente Felipo Orts

Organismo nanciador: A/6048/06. Agencia Espafiola de
Cooperacion Internacional, Ministerio de Asuntos Ex teriores
Vigencia: 2006-2007



Titulo:1denti cacion y caracterizacion de genes nucleares
modi cadores de sordera no sindrémica asociada con
mutaciones del genoma mitocondiral

Investigador principal:Maria Eugenia Armengod Gonzalez
Organismo nanciador: FIS PI 051791. Instituto de Salud
Carlos lll.. Ministerio de Sanidad y Consumo

Vigencia: 2006

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

Investigador principal:Maria Eugenia Armengod Gonzalez
Organismo nanciador: Ministerio de Educacion y Ciencia
Vigencia: 2004-2007

Titulo: Andlisis protedmico y metabolémico de linfocitos
irradiados como factor predictivo en el diagnéstico  del
cancer de mama

Investigador principal:Andrés Cervantes

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

Vigencia: 2004-2007

Titulo: Determinacién de los mecanismos siopatdgicos
implicados en la reconstruccion axonal en esclerosi s
multiple

Investigador principal:Maria Burgal Marti

Organismo nanciador: FIS Pl 052210 Instituto de Salud
Carlos I, Ministerio de Sanidad y Consumo

Vigencia: 2006-2008

Titulo: Funcion de AIB1 en la prevencion de apoptosis y
regulacioén en el ciclo celular

Investigador principal:Jaime Font de Mora Sainz.
Organismo nanciador: SAF 2005-03499. Ministerio de
Educacion y Ciencia

Vigencia: 2005- 2006

Titulo: Animales transgénicos de AIB1: un modelo para
evaluar tratamientos terapéuticos en el cancer de m ama.
Investigador principal:Maria del Carmen Garcia Macias
Investigador colaborador:Jaime Font de Mora Sainz
Organismo nanciador: FIS PI030818. Instituto de Salud
Carlos Il

Vigencia: 2003- 2006

Titulo: Funcion de AIB1 en la prevencion de apoptosis y
regulacién en el ciclo celular

Investigador principal:Jaime Font de Mora Sainz
Organismo nanciador: SAF2006-12470. Ministerio de
Educacion y Ciencia

Vigencia: 2006-2009

Titulo:GPBP en la patogénesis de la brosis tisular asoci ada
a procesos autoinmunes: Ensayos terapéuticos en mod elos
murinos

Investigador principal:Juan Saus Mas

Organismo nanciador: SAF 2003-09772-C03-01. Ministerio de
Educacion y Ciencia

Vigencia: 2004-2006

Titulo:GPBP en la organizacién molecular y supramolecular
del antigeno Goodpasture y en la patogenia de
glomerulopatias autoinmunes

Investigador principal:Juan Saus Mas

Organismo nanciador: SAF 2006-12520-C02-01. Ministerio de
Educacion y Ciencia

Vigencia: 2006-2009

Titulo: Identi cacion de enfermedades mitocondriales
asociadas a disfunciones en el procedos de transpor te de
proteinas a mitocondrias

Investigador principal:José Hernandez Yago

Organismo nanciador: FIS Pl 052356. Instituto de Salud
Carlos I, Ministerio de Sanidad y Consumo

Vigencia: 2006 -2008

Titulo: Diagnéstico y Bases Moleculares del Sindrome de
Mohr.Tranebjarg

Investigador principal:José Hernandez Yago

Organismo nanciador: Generalitat Valenciana

Vigencia: 2006
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Titulo: Regulacion de las diferentes vias de degradacion
intracelular de proteinas y caracterizacion de meca nismos
lisosomales no macroautofagicos

Investigador principal:Erwin Knecht Roberto

Organismo nanciador: BFU 2005/0087/BMC. Ministerio de
Educacion y Ciencia

Vigencia: 2005 -2008

Titulo: Analisis del proteoma de las estructuras intracelu lares
implicadas en el trd co de proteinas, lipidos y col  esterol
Investigador principal:Erwin Knecht Roberto (grupo 4)
Organismo nanciador: Accion Estratégica sobre Genémica

y Proteémica GEN2003-20662-C07-04. Ministerio de
Educacion y Ciencia

Vigencia: 2004-2007

Titulo:Red de Grupos sobre Diabetes

Investigador principal:Erwin Knecht Roberto (grupo 11)
Organismo nanciador: GO3/212. Instituto de Salud Carlos III.
Ministerio de Sanidad y Consumo

Vigencia: 2003-2006

Titulo: CIBER en Enfermedades Raras

Coordinador: Francesc Palau

Investigador principal:Erwin Knecht Roberto

Organismo nanciador: Instituto de Salud Carlos IIl. Ministerio
de Sanidad y Consumo

Vigencia: 2006-2010

Titulo: Aproximacion a la estructura y funcion, regulacion

y patologia de gamma glutamil quinasa y carbamil fo sfato
sintetasa 1

Investigador principal:Javier Cervera Miralles

Organismo nanciador: BFU 2004-04472. Ministerio de
Educacion y Ciencia

Vigencia: 2004-2007

Titulo: Aproximacion a la estructura y funcién, regulacion y
patologia de gamma glutamil quinasa y de carbamil f osfato
sintetasal

Investigador principal:Javier Cervera Miralles

Organismo nanciador: Generalitat Valenciana

Vigencia: 2006
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Titulo: El etanol induce alteraciones en el citoesqueleto

de actina que pueden conducir a muerte por anoikis:
Implicacion de las proteinas Rho.

Investigador principal:Consuelo Guerri Sirera

Organismo nanciador: La Fundacion de la Comunidad
Valenciana para el Estudio, Prevencion y Asistencia a las
Drogodependencias (FEPAD)

Vigencia: 2005-2006

Titulo:Red de transtornos adictivos: Neurobiologia del
alchoholismo

Investigador principal:Consuelo Guerri Sirera
Organismo nanciador: FIS PI1 050732. Instituto de Salud
Carlos I, Ministerio de Sanidad y Consumo

Vigencia: 2005-2006

Titulo: Papel de los receptores IL-1Rl y TLR4 en la

neuroin amacion inducida por el consumo de alcohol  yen
los efectos inmunomoduladores del etanol

Investigador principal:Consuelo Guerri Sirera

Organismo nanciador: Ministerio Educacion y Ciencia
Vigencia: 2006-2009

Titulo: Efectos del consumo de alcohol durante la
adolescencia: Mecanismos de neurotoxicidad y
consecuencias a corto y largo plazo

Investigador principal:Consuelo Guerri Sirera
Organismo nanciador: Fundacion Mutua Madrilefia
Automovilistica

Vigencia: 2006-2009



Titulo: Consecuencias conductuales, a corto y largo plazo,
del consumo de alcohol durante la adolescencia (ext udio
experimental): Importancia en el campo de la preven cion
Investigador principal:Consuelo Guerri Sirera

Organismo nanciador: Conselleria de Sanidad. Generalitat
Valenciana

Vigencia: 2006

Titulo:Consumo de alcohol y gestacién: Vulneracion de la
embriogénesis y de las células troncales neurales a los efectos
del etanol y su repercusion en el sindrome alcohdli  co fetal
Investigador principal:Consuelo Guerri Sirera

Organismo nanciador: Ministerio de Sanidad y Consumo
Vigencia: 2006-2009

Titulo: Participacion de la via de sefializacion de RHOA 'y

RHOE en la muerte de astrocitos por ANOIKIS induci da por la
exposicion al etanol

Investigador principal:Rosa Guasch Aguilar

Organismo nanciador: FIS Pl 051207. Instituto de Salud
Carlos I, Ministerio de Sanidad y Consumo

Vigencia: 2005-2008

Titulo: Implicacion de las pequefias GTPasas RHOE Y RHOA
en cancer

Investigador principal:Rosa Guasch Aguilar

Organismo nanciador: Generalitat Valenciana

Vigencia: 2005-2006

Servicios Tecnoldgicos

Titulo: Interaccién proteina-proteina y su modulacién por
modi caciones postraduccionales. Goodpasture antige  n
binding protein (GPBP) como proteina modelo
Investigador principal:Manuel Sanchez del Pino
Organismo nanciador: GV05/21. Conselleria de Empresa,
Universidad y Ciencia. Generalitat Valenciana

Vigencia: 2005-2006

Titulo: Estudio del mecanismo de acci6n de nuevos
inhibidores de apoptosis y ciclo celular con potenc ial uso
terapéutico mediante técnicas de proteémica

Investigador principal:Manuel Sanchez del Pino

Organismo nanciador: FIS PI 0601718. Instituto de Salud
Carlos Ill, Ministerio de Sanidad y Consumo

Vigencia: 2006-2009

Titulo: Proteored

Investigador principal:Manuel Sanchez del Pino
Organismo nanciador: Genoma Espafa
Vigencia: 2005-2006
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2 - Programas Docentes

- El CIPF cuenta con programas docentes que
incluyen:

Formacion predoctoral, #
Formacion posdoctoral,

Formacioén investigadora de licenci
§ estudiantes que estan naliza
* estudios universitarios,

Practicas para estudiantes de formacion
profesional y futuros técnicos
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Programa de Doctorado

El CIPF ofrece una gran oportunidad de desarrollar tesis doctorales de excelencia a estudiantes universitarios cualific
dos que quieran comenzar su carrera cientifica en la investigacion en Medicina Regenerativa, descubrimiento de Nuevos
Farmacos y en Biomedicina. Durante 2006 el nimero de licenciados que han formado parte del Programa de Doctorado
ha sido de 80, seguin puede observarse en la siguiente tabla.

2000

2001

2002

2003

2004

2005

2006

Los investigadores que se encuentran desarrollando su Programa de Doctorado del CIPF, asi como su fuente de financiacion y universi-

dad a la cual estan adscritos, se detallan a continuacion:

Nombre

Céline Tarrega Moularde
Juanjo Mufioz Salvador
Pablo Rios Mufioz
Amparo Andrés Pons
Carlos Roméa Mateo
Arnaud Berthier

Ana Blanco Pérez
Inmaculada Esteban Ortiz
Francisco José Jodar
Miguel Angel Soriano Terol
Ana Armifian de Benito
MaCarmen Bartual Olmos
Ivan Zipancic

Eva Alloza Anguiano
Leonardo Arbiza Brustin
Lucia Conde Lagoa
Jaime Huerta Cepas
Pablo Minguez Paniagua

Entidad
Financiadora
CIPF
MEC
GV
MEC
MEC
CIPF
Proyecto
GV
CIPF
CIPF
MR
MR
CIPF
MEC
MEC
Genoma Espafia
Genoma Espafia
NRC Canada-
SEPOCT Spain

Laboatorio/Unidad

Biologia Molecular del Cancer
Biologia Molecular del Cancer
Biologia Molecular del Cancer
Biologia Molecular del Cancer
Biologia Molecular del Cancer
Biologia Molecular del Cancer
Biologia Molecular del Cancer
Biologia Celular

Biologia Celular

Biologia Celular y Genética Molecular
Cardioregeneracion
Cardioregeneracion
Regeneracion Celular
Bioinformatica

Bioinformética

Bioinformética

Bioinformatica

Bioinformética

Universidad

Valencia

Valencia

Valencia

Valencia

Valencia

Valencia

Santiago de Compostela
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universidad Autonoma de Madrid
Universidad Auténoma de Madrid
Universidad Autonoma de Madrid
Universidad Autonoma de Madrid
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Nombre

Omar Cauli

Blanca Piedrafita

Nisrin EI Mlili

Arnaud Berthier

Jordi Boix

Santiago Garcia

Jofre Tenorio Laranga
Cristina Alcantara Baena
Francisco Carmona

Satu Pekkala

Eva Donet Diaz

Pilar Bayo Zaera

Pilar Bosch Roig

Mario Blanco Alvarez
Jesls Macias Campos
Ernesto Lopez Pascual
Amador Garcia Sancho
Vanessa Rodrigo Argente
Ana Maria Blanco Sanchez
Sara Fernandez Lizarbe
Blanca Peris Navarro
Eloisa Jantus Lewintre
Amapro Andrés Pons
Pablo Rios

Carlos Roma-Mateo
Natalia Soledad Sotelo
Silvia Prado

Rafael Ruiz Partida

M? Isabel Sebastian Francisco
David Dufour Rausell
Maria JesUs Garcia Belda
Juan Antonio Martin Aldana
Vanesa Senyoret Molina
Macarena Ferrero Gimeno
Ana Virginia Sdnchez Sanchez
Laura Mondragén Martinez

Vanessa Giménez Navarro
Laura Chirivella Clemente
Maria Angeles Marqués
Zoraida Andreu Martinez
Natividad Pozo de la Rosa
Pau Pascual-Garcia
Bernardo Cuenca Bono
Alberto Hernandez Cano
Veronique Benavent Corai
Ana Blanco Pérez

Judit Corbalan Campos
Ma Carmen Félez Alquezar

Entidad
Financiadora
Proyecto
GV
CIPF
CIPF
CIPF
UE
CIPF
MEC-CIPF
CIPF
MEC
MEC
CIPF
MEC
MEC
MEC
CIPF
CIPF
CIPF
GV
CIPF
CIPF
MSC
MEC
GV
MEC
CIPF
MEC
CIPF
CIPF
CIPF
CIPF
MEC
CIPF
GV
MR
MEC

CIPF

MR

MRy MEC
MR

MR

CIPF

MEC

MSC y CIPF
MR
Proyecto
CIPF

MR

Laboatorio/Unidad

Neurobiologia

Neurobiologia

Neurobiologia

Biologia Molecular del Cancer
Neurobiologia

Neurobiologia
Neurotransmisores
Reconocimiento Molecular
Reconocimiento Molecular
Reconocimiento Molecular
Modelos Animales

Modelos Animales

Modelos Animales

Patologia Autoinmune

Patologia Autoinmune

Patologia Autoinmune

Moléculas Organicas

Moléculas Organicas

Patologia celular

Patologia Celular

Patologia Celular

Hematologia Molecular

Biologia Molecular del Cancer
Biologia Molecular del Cancer
Biologia Molecular del Cancer
Biologia Molecular del Cancer
Genética Molecular

Genética Molecular

Biologia de Células Epiteliales
Estructura y Simlacion Molecular
Endocrinologia Molecular
Endocrinologia Molecular
Biologia Celular y Molecular
Biologia Celular y Molecular
Diferenciacion de Células Troncales
Polimeros Terapéuticos y Péptidos
y Proteinas

Polimeros Terapéuticos
Regulacion de Células Troncales
Regulacion de Células Troncales
Regulacion de Células Troncales
Regulacion de Células Troncales
Transporte de RNA

Transporte de RNA

Esclerosis Mdltiple
Neuroregeneracion

Biologia Molecular del Cancer
Esclerosis Mdltiple
Neuroregeneracion
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Universidad

Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universidad de Borgogne
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia

Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universidad Politécnica de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia

Universidad de Santiago de Compostela

Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
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Nombre

Ida Friberg

Vicente Hernandez Rabaza
Sergio Lainez Vicente
Nuria Marti Gutierrez
Cristina Martinez Ramos
Pilar Miré Pardo

Silvia Mosulen Machuca
Lucia Sanz Salvador
Sabrina Tortosa Aparicio
Ghita Ghislat

José Manuel Vidal Donet
Sandra Vidueira Fernandez
Eva Maria Lafuente Villarreal
Eduardo Beltran Urefia
Jesus Angel Prieto Ruiz
Laura Dominguez

Vivian Capilla

Miriam Romaguera

Carles Marco Llorca
Alfonso Benitez Paez

M2 Luz Lacalle Garcés

GV = Generalitat Valenciana

Entidad
Financiadora

MR
MR
CIPF
MR
MR
CIPF
MEC
Proyecto
CIPF
CIPF
MEC
MR
MSC y CIPF
CIPF
MSC
CIPF
CIPF
MSC
CIPF
CIPF
CIPF

CIPF = Centro de Investigacion Principe Felipe
MR = Programa de Medicina Regenerativa
MEC = Ministerio de Educacién y Ciencia

Laboatorio/Unidad

Diferenciacion de Células Troncales

Neuroregeneracion
Biologia Sensorial

Reprogramacion Celular

Neuroregeneracion
Organizacion Celular
Biologia Estructural
Biologia Sensorial
Organizacion Celular
Biologia Celular
Biologia Celular
Neuroregeneracion
Esclerosis Mdltiple
Esclerosis Mdltiple
Organizacion Celular
Morfologia Celular
Morfologia Celular
Morfologia Celular
Organizacion Celular
Genética Molecular
Organizacion Celular

Universidad

Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universidad Cardenal Herrera
Universidad Politécnica de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universidad Auténoma de Madrid
Universitat de Valencia

Proyecto = Contrato nanciado con recursos de un proyecto
MSC = Ministerio de Sanidad y Consumo

UE = Union Europea

Las tesis doctorales defendidas por investigadores del CIPF en 2006 han sido las siguientes:

Nombre

Alvaro Mateos Gil

Fatima Al-Shahrour Nufiez

Omar Cauli

Rebeca Mifiambres Herraiz

Céline Tarrega Moularde

David Pérez Martinez

Ana Cristina Cervero Sanz

Fecha

Marzo 2006

Noviembre 2006

Diciembre 2006

Junio 2006

Julio 2006

Octubre 2006

Septiembre 2006

Universidad

Auténoma de Madrid

Auténoma de Madrid

Valencia

Valencia

Valencia

Valencia

Valencia

Titulo

Estudio y aplicacion de métodos supervisados para el
andlisis de patrones de expresion génica.

Desarrollo de métodos para la interpretacion funcional
de experimentos de escala gendmica.

Alteraciones motoras en hiperamonemia y encefalopa
tia hepatica: papel de los receptores de glutamato.

Implicacion de las proteinas RhoA y RhoEen la apoep
tosis inducida por el etanol en astrocitos.

Andlisis molecular de la activacién e inactivacion de la
MAP quinasa ERK2.

Anélisis comparativo de la proteina humana GTPBP3
la proteina bacteriana MnmE, dos proteinas G homoé-
logas implicadas en la modificacion de tRNAs.

El sistema de la leptina en la interfase materno-
embrionaria: impacto sobre la implantacion.
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Programa de Formacion Posdoctoral
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El programa de formacién posdoctoral ha contado ad largo de 2006 con 24 doctores que han desarrollad su trabajo

en los grupos del CIPF. En la siguiente grafica se puede observa la evolucién del niumero de posdoctorales durante los

Gltimos afios.
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El nombre de los doctores, entidad financiadora y el laboratorio o unidad al cual estan adscritos en el CIPF, quedan deta-

llados en la siguiente tabla:

Nombre

JesUs Rodriguez Diaz

Ana Isabel Martinez Pérez-Romero

Ana Maria Fernandez-Escamilla
Cheryl Hawkins

David Pantoja-Uceda

Anéas Saadeddin

José Luis Acefia Bonilla

Raquel Talens Visconti

Rocio Cejudo Marin

Ismail Moukadiri

Juan Esteve Esteve

Olga fernandez Miragall
Pilar Hernandez Acosta
José Ignacio Martinez Ferrandis

Rosa M# Mifiana Muros
Cristina Reinoso Martin

Financiacién

Bancaixa-CIPF
Bancaixa-CIPF

CIPF

Bruker BioSpin Espafiola
CIPF

Bancaixa-CIPF

CIPF

Bancaixa-CIPF

CIPF

Bancaixa-CIPF
Asociacion para la Investigacion

en Hematologia y Oncologia Médica

Bancaixa-CIPF
MR
Asociacion para la Investigacién

en Hematologia y Oncologia Médica

CIPF
CIPF

Laboratorio/Unidad

Neurobiologia
Reconocimiento Molecular
Biologia Estructural
Biologia Estructural
Biologia Estructural
Patologia Autoinmune
Moléculas Orgéanicas
Patologia Celular
Biologia Molecular del Cancer
Genética Molecular
Genética Molecular

Biologia Celular
Morfologia Celular
Genética Molecular

Patologia Celular
Neuroregeneracion
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Nombre

Francisco Javier Rodriguez Jiménez
Amparo Urios Lluch

Eva Villamén Ribate

Mar Orzaez Caltayud

Ana Sanchez-Pérez

Paqui Pastor Mansilla

Ester Camp

Abelardo Solano Palacios

CIPF = Centro de Investigacion Principe Felipe
MSC = Ministerio de Sanidad y Consumo
MR = Programa de Medicina Regenerativa

Financiacion
MR

CIPF
Bancaixa-CIPF
Bancaixa-CIPF
MSC

MR

MR
Bancaixa-CIPF

Laboratorio/Unidad

Farmacologia Molecular
Neurobiologia

Citomica

Péptidos y Proteinas
Endocrinologia Molecular
Endocrinologia Molecular
Diferenciacion de Células Troncales
Organizacion Celular

Programa de Practicas de Laboratorio para Estudiant es

de Segundo Ciclo

El Programa de Practicas de Laboratorio ha permitio que en 2006, 12 estudiantes hayan podido conoceren mayor profundidad el
trabajo cientifico que se lleva a cabo en el CIPEsto hecho, motivado por la firma de convenios eng& el CIPF y entidades académicas,

representa un 140% mas con relacion al afio anterior.

Nombre

Anita Hedge

Bridget Harrison

Guillermo Badenes

Aranza Ripoll Lillo

Joaquin Javier Barjau Vallet
Ana Martinez Zamora
Marta Parra Orenga
Eduardo Tormo Martin
Javier Sanchez Recio

M2 Dolores Paredes Carreras
Irene Nebot Ruiz

Teresa Cruces

Laboatorio/Unidad

Organizacion Celular

Organizacién Celular

Biologia Estructural

Biologia Estructural

Moléculas Organicas

Genética Molecular

Citémica

Diferenciacion de Células Troncales
Reprogramacién Celular

Diferenciacion de Células Troncales
Diferenciacion de Células Troncales
Polimeros Terapéuticos/Quimica Médica
(co-supervisada con Enrique O’Connor)

Universidad

Kansas University Medical Center
Kansas University Medical Center
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universitat de Valencia
Universidad Politécnica de Valencia
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Practicas de Estudiantes de Formacion Profesional

Al igual que ocurriera el afio anterior, durante 20®estudiantes de Ciclo Superior de Formacion Profésnal de Institutos de Ensefianza
Secundaria, han realizado la Formacién en Centro de Trabajo (FCT), en las instalaciones del CIPF.

Nombre Laboatorio/Unidad Instituto de Ensefianza Secundaria
Patricia Garcia Tarraga MorfologiaCelular IFPS Ciudad del Aprendiz
Moises Gonzalez Mufioz MorfologiaCelular IFPS Ciudad del Aprendiz

Béarbara Martos Martos Patologia Autoinmune IFPS Ciudad del Aprendiz




Cursos

Titulo:Mecanismos de Neurotoxicidad.

Fechas: 20-24 febrero 2006

Breve descripcion: Curso de doctorado integrado en el
programa de doctorado “Neurociencias basicas y aplicadas”.
Este programa obtuvo la mencién de calidad y se ha
convertido actualmente en Master de postgrado. El curso
de mecanismos de Neurotoxicidad se compone de 6 horas
de teoria y 24 de précticas. En él se aborda la realizacion
de cultivos primarios de neuronas; la muerte neuronal por
necrosis inducida por activacion excesiva del receptor
NMDA vy la apoptosis inducida por deplecién de potasio en
neuronas de cerebelo en cultivo; la potenciacion a largo plazo
dependiente del receptor NMDA en hipocampo; el andlisis de
la funcién de la via glutamato-6xido nitrico-cGMP en cerebro
in vivo en ratas y en cultivos primarios de neuronas. Se ensefia
también como determinar calcio intracelular, actividad NOS
y medida de cGMP intracelular y la técnica de microdialisis
cerebral.

Director/es: Vicente Felipo.

Ponentes:Omar Cauli, Regina Rodrigo, Pilar Monfort, Carmina
Montoliu, Marta Llansola.

N° de participantes:7

Horas lectivas:30

Titulo:1I Course on Microarray Data Analysis. (CIPF).
Fechas:22-24 marzo 2006

Breve descripcion: Curso tedrico-practico de analisis de datos
de microarrays.

Director/es: Joaquin Dopazo.

Ponentes: Fatima Al-Shahrour, Jaime Huerta,

Casper Jansen, Lucia Conde, Joaquin Dopazo.

N° de participantes:30

Horas lectivas:24

Titulo:Cursos Magistrales de la Catedra Santiago Grisolia.
Fechas: 2-4 mayo 2006

Breve descripcion: Nitric oxide as a unique signaling molecule
in biology. Nuevas neuronas en el cerebro adulto.

Director/es: Vicente Felipo.

Ponentes: Louis J. Ignarro (Premio Nobel
1998) y. Arturo Alvarez-Buylla.

N° de participantes:208

Horas lectivas:6

Titulo: Evoluciéon Molecular, Filogenia y Filogenémica (CIPF).
Fechas:15-19 mayo 2006

Breve descripcion: Curso teérico-

practico de logenia y evolucion.

Director/es: Hernan Dopazo.

Ponentes: Fatima Al-Shahrour, Jaime Huerta, Leonardo Arbiza,
Toni Gabaldon, Rasmus Nielsen, Arcadi Navarro y Hernan
Dopazo.

N° de participantes:40

Horas lectivas:40

Titulo:Course on Microarray Data Analysis. (Cambridge Univ.,
UK).

Fechas:22-24 mayo 2006

Breve descripcion: Curso teérico-practico de andlisis de datos
de microarrays.

Director/es: Joaquin Dopazo.

Ponentes: Juan M. Vaquerizas, Joaquin Dopazo.

N° de participantes:30

Horas lectivas:24

Titulo: Citémica.

Fechas:Junio 2006

Breve descripcion: Curso de Doctorado de la Universidad de
Valencia.

Director/es: José Enrique O'Connor Blasco, Alberto Alvarez
Barrientos.

Ponentes: Gunter Valet, Andrea Cossarizza, Alberto Alvarez,
Jordi Pétriz, Jaume Comas, Filipe Sansonetty, Beatriz Albella,
José Carlos Segovia, Pilar Ledn, José Enrique O’Connor.
Horas lectivas:40
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Titulo: Andlisis Citdbmico de la Sefalizacion Intercelular e
Intracelular.

Fechas:Junio 2006

Breve descripcion: Curso de Doctorado de la Universidad de
Valencia.

Director/es: José Enriqgue O’Connor Blasco,

Alberto Alvarez Barrientos.

Ponentes: Maria Luisa Gil, José Maria Sanchez-Puelles, José
Luis Mullor, Alberto Alvarez, Carlos Palacio, José Enrique
O’Connor.

Horas lectivas:40

Titulo: A Primer on Molecular Evolution, Phylogenetics and
Phylogenomics (Gulbenkian Inst., Portugal).

Fechas: 24-28 julio 2006

Breve descripcion::Curso tedrico-

practico de logenia y evolucion.

Director/es: Hernan Dopazo.

Ponentes: Hernan Dopazo, Antonio Gabaldén.

N° de participantes:20

Horas lectivas:40

Titulo: A Primer on Molecular Evolution and Phylogenetics
(Cambridge Univ., UK).

Fechas:11-13 septiembre 2006

Breve descripcion: Curso tedrico-practico

de logeniay evolucion.

Director/esHernan Dopazo.

Ponentes: Hernan Dopazo, Leonardo Arbiza.

Ne° de participantes:30

Horas lectivas:24

Titulo: Course on Microarray Data Analysis. (NBN, Ciudad del
Cabo, Sudafrica).

Fechas:18-20 septiembre 2006

Breve descripcion: Curso tedrico-practico de analisis de datos
de microarrays.

Director/es: Joaquin Dopazo.

Ponentes: Fatima Al-Shahrour, Joaquin Dopazo.

N° de participantes:35

Horas lectivas:24

Titulo: Course on Microarray Data Analysis. (Cambridge Univ.,
UK).

Fechas: 2-4 octubre 2006

Breve descripcion: Curso tedrico-practico de analisis de datos
de microarrays.

Director/es: Joaquin Dopazo.

CIPF, memoria 2006
43/44

Ponentes: David Montaner, Joaquin Dopazo.
N° de participantes:30
Horas lectivas:24

Titulo: A Primer on Molecular Evolution and Phylogenetics
(Cambridge Univ., UK).

Fechas:16-18 octubre 2006

Breve descripcion:Curso tedrico-practico

de logeniay evolucién.

Director/es: Hernan Dopazo.

Ponentes: Hernan Dopazo, Leonardo Arbiza.

N° de participantes:30

Horas lectivas:24

Titulo: Stem Cells in Reproductive Medicine: The circle of life
Annual Meeting Postgraduate Course. American Society for
Reproductive Medicine. New Orleans, USA.

Fechas:21-25 octubre 2006

Breve descripcion: Potencial, limitaciones e implicaciones
legales de la investigacion en medicina reproductiva.
Director/es: Carlos Simén, Antonio Pellicer.

N° de participantes: 180

Titulo: Course on Microarray Data

Analysis (VIB, Gante, Bélgica).

Fechas:11-13 diciembre 2006

Breve descripcion: Curso teérico-practico de analisis de datos
de microarrays.

Director/es: Joaquin Dopazo.

Ponentes: Fatima Al-Shahrour, David

Montaner, Joaquin Dopazo.

N° de participantes:30

Horas lectivas:24

Titulo:Médulo: Investigacion Basica en Reproducion Humana.
Células Madre enbrionarias. Master en Biotecnologia de la
Reproduccion Humana Asistida.

Fechas: febrero-abril 2006

Breve descripcion: A través de este modulo se pretende
transmitir el conocimiento sobre el proceso de derivacion y
diferenciacion de las Células Madre Embrionarias Humanas.
Director/es: Carlos Simén. Antonio Pellicer.

Ponentes: Carlos Simén, Diana Valbuena, Amparo Galan,
Silvia Sanchez, Moénica Romeu, Irene Cervell6, José Antonio
Martinez, M2 Eugenia P6o, Eva Sanchez, Eva Gomez.

N° de participantes:26

Horas lectivas:50




Programa especializado en Instalaciones Radioactivas

El CIPF cuenta con una moderna Instalacion Radiactiva, disefiada para cubrir las necesidades de los grupos de investigacion que forman
parte del Centro. Esta Instalacion, puesta en funcionamiento durante 2005, esta formada por un Laboratorio Central, una sala dedicada
a la gestion de residuos de vida media corta y medi, una sala de filtracion y tratamiento del aire d& instalacion radiactiva, un cuarto
oscuro, cuatro laboratorios en planta, una sala de medida de radioisétopos beta, una sala de medida de radioisétopos gamma y una sala
dedicada al uso de Uranilo.

El CIPF ha ido ampliando su dotacion del Servicio de Proteccion Radiolégica tanto en personal experto como en medios materiales.
Finalmente, el Centro ha realizado un gran esfuerzo en la formacion de sus investigadores y personal de apoyo a la investigacion, impar-
tiéndose en el CIPF diversos cursos de Supervisores y Operadores de Instalaciones Radiactivas en el campo de aplicacion de Laborato-
rios con Fuentes No Encapsuladas. En concreto se han formado:
- 29 Supervisores.
- 42 Operadores.
2 Directores de Instalaciones de Radiodiagnostico General frente a 1 que habia en 2005.

4 Operadores de Instalaciones de Radiodiagnéstico General.

Asi mismo, el CIPF a través del Servicio de Proteccion Radiol6gica ha impartido cursos de Proteccién Radiologica Basica para personal
en formacion al que han asistido un total de 29 personas.

Todo ello convierte a la Instalacion Radiactiva del CIPF en referente para nuevos centros de investigacion en Espafia.

Programas Linguisticos

Actualmente el CIPF mantiene colaboraciones cientificas con mas de 55 instituciones de todo el mundo y cuenta en su plantilla con cien-
tificos de alrededor de 20 nacionalidades distintas. Estas condiciones confieren al CIPF un marcado caracter internacional.

Para facilitar la comunicacion entre las instituciones y favorecer la@gracion del personal que forma parte del Centro, el CIPF dispone de
un programa linglistico en varios idiomas, al cual estan inscritos 80 alumnos.



Programa Docente

Biblioteca

La Biblioteca del CIPF tiene como objetivo satisfaar las necesidades de los investigadores de la cormidad cientifica en areas muy espe-
cializadas de la investigacion biomédica. Para ello, facilita el acceso a la informacion cientifica mas relevante contenida en las publicacio-
nes y documentos de los fondos propios o de otras bibliotecas nacionales e internacionales, por medio del préstamo interbibliotecario.

Durante el afio 2006, el CIPF ha estado suscrito a 138 titulos, entre revistas y publicaciones periddicas, y también a las siguientes plata-
formas electronicas:

- Wiley Interscience con acceso a aproximadamente 525 titulos.

- Springer, con acceso a alrededor de 210 titulos.

- Science Direct con acceso a mas de 1700 titulos.

Ademas, el CIPF ha contado en 2006 con las herramientas de busqueda y evaluacion de acceso online que se citan a continuacion:

- Faculty of 1000, suscrita por el CIPF.
- Isi Web of Knowledge acceso gratuito facilitado por la FECYT y el MEC.
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Titulo: Therapeutic potential of stem cells in reproductive
medicine.

Fechas:31marzo-1 abril 2006

Breve descripcion:Revision de los avances en el campo
de las células madre que pueden tener aplicaciones en la
Medicina Reproductiva Humana.

Director/es: Carlos Simén Vallés. Antonio Pellicer.

N° de participantes:200

Titulo: 1l Congreso de la Sociedad Espafiola de
Farmacogenética y Farmacogendmica.

Fechas: 4-6 de junio de 2006

Breve descripcion:Evaluar los avances en el campo de
farmacogenética y farmacogenémica.

Presidente:Rubén Moreno Palanques.

Ponentes: Abellan, Fernando; Aracil, Miguel; Benitez, Julio;
Benitez, Javier; Bertranpetit, Jaume; Calafell, Francesc;
Carracedo, Angel; Cordén, Carlos; Dopazo, Joaquin;
Dopazo, Hernan; Estivill, Xavier; Gut, Ivo; Hoheisel, J6rg;
Jorcano, José Luis; Piris, Miguel Angel; Robledo, Mercedes;
Rodriguez Villanueva, Julio; Romeo-Casabona, Carlos M3
Salas, José Antonio.

N° de participantes: 114

Titulo: International symposium on nitric oxide-cyclic GMP
signal transduction in brain.

Fechas:22-24 de Octubre 2006

Breve descripcion:El simposio traté del éxido nitrico-GMP
ciclico en transduccion de sefiales, con especial referencia
en el cerebro. Los mas destacados investigadores del
campo trataron los diversos aspectos que se relacionan
para cada uno en la lista de ponentes.

Director/es: Vicente Felipo.

Ponentes: Doris Koesling, Michael A. Marletta, Sharron H.
Francis, Vicente Felipo et al.

N° de participantes: 156 de 12 paises.

Titulo: 1l Workshop on SNPs analysis, tools and applications.
Fechas: 1-2-diciembre 2006

Breve descripcion:Workshop sobre nuevos avances en
genotipado.

Director/es: Joaquin Dopazo (CIPF), Javier Benitez (CNIO) y
Mercedes Robledo (CNIO).

N° de participantes: 80

Titulo: International conference on food contaminants and
neurodevelopmental disorders.

Fechas:3-5 de Diciembre de 2006

Breve descripcion:Los dos objetivos principales de este
Simposio fueron presentar los Ultimos avances de la
investigacion sobre los efectos de los contaminantes
presentes en la cadena alimentaria sobre el desarrollo
cerebral y discutir las posibles implicaciones de los
resultados de dicha investigacion en la politica de la Union
Europea sobre contaminantes en los alimentos.
Director/es: Vicente Felipo, Sandra Ceccatelli, Luigi Manzo y
Lucio G. Costa.

Ponentes: Herman B.W.M. Koéter. Valerie Rolland. Philippe
Grandjean. Gerhard Winneke. Vicente Felipo et al.

N° de participantes:220 de 28 paises
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El programa de seminarios cientificos incluye una conferencia semanal en la que participan cientificos tanto
nacionales como extranjeros. Los seminarios estanspecialmente dirigidos tanto a los grupos de invest
gacion internos, como a los centros de investigacion biomédica y hospitales de la Comudad Valenciana.
Estos seminarios tienen lugar en el Salon de Actos del Centro de Investigacion Principe Felipe.

Durante 2006 se celebraron los siguientes seminarios:

Enero

Dr. Esteban Morcillo

Departamento de Farmacologia

Facultad de Medicina, Universidad de Valencia

Inhibidores de fosfodiesterasa 4 como agentes antin amatorios
13/01/2006

Dra. Victoria Moreno Manzano

Centro de Investigacion Principe Felipe

Large DNA-microarray screening for Basal Ganglia §ti ¢ genes
20/01/2006

Dra. Paola Bovolenta

Departamento de Neurobiologia del Desarrollo

Instituto Cajal, CSIC, Madrid

SFRP1, a Wnt signalling modulator with multiple fustions in eye
development

27/01/2006

Febrero

Dr. David Blesa

Grupo de Citogenética Molecular

Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas, Madd.
Microarrays in functional genomics

03/02/2006

Dr. Grégoire Courtine

Department of Physiological Science and Brain Reseah Institute
University of California at Los Angeles (UCLA), USA

Evolution of locomotion and ne motor control in pimates:

changes in neurobiomechanics, muscular synergy, andeuronal
control
10/02/2006

Dra. Rosa Aligué

Dept. Biologia Celular.

Universitat Barcelona

Control de la progresion del ciclo celular a travéfa cinasa
activada por estrés MAPKAP-K2.

17/02/2006

Dra. Patricia Boya

Centro de Investigaciones Biolégicas

CSIC, Madrid

Autofagia y apoptosis: ¢ dos tipos de muerte celulé
24/02/2006

Marzo

Dr. Eduard Montanya

Hospital Bellvitge, Barcelona

Protection and Regeneration of Pancreatic Islets
03/02/2006

Dr. Victor J. Cid

Departamento de Microbiologia Il

Facultad de Farmacia. Universidad Complutense de Mirid

La levadura Saccharomyces cerevisiae como sistema odelo
para el estudio de genes implicados en enfermedadelumanas.
10/03/2006

PHPRULD
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Dr. Marc Piechaczyk

Recombinant Retroviruses and Oncogenes

Institut de Génétique Moléculaire de Montpellier, SRS,
Montpellier, France

Intermingled post-translational regulations operatg on Fos
onco-proteins in normal and cancer cells

07/04/2006

Dr. Manuel Macias Gonzalez

Laboratorio Medicina Regenerativa.

Fundacion IMABIS. Hospital Carlos Haya. Malaga.
Mecanismo molecular de los receptores nucleares huganos
(PPARalpha y LXRalpha) y el tratamiento de enfermades
metabolicas (obesidad-dislipidemia-ateroesclerosis)
21/04/2006

Dr. Majlinda Lako

Institute of Human Genetics, International Centreof Life.
Newcastle upon Tyne, UK.

Insights into the pluripotency and differentiatioof human
embryonic stem cells

28/04/2006

Mayo

Dr. Ricardo Flores

Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plansa(UPV-CSIC),
Valencia.

Viroides: un sistema para el estudio de la estructa, funcién y
evolucion del RNA

05/05/2006

Dr. JM Delgado

Division de Neurociencia

Universidad Pablo de Olavide, Sevilla

Mecanismos sioldgicos de aprendizaje asociativo ematones
silvestres y transgénicos

12/05/2006

Dr. Jim Bischoff, Ph.D.

Programa Terapias Experimentales

Centro Nacional de Investigaciones Oncolégicas. Maud
Aurora A: from gene to drug

19/05/2006

Dr. Arturo Garcia Horsman

Laboratorio de Neurotransmisores

Centro de Investigacion Principe Felipe

Digestion e Indigestion. Oligopeptidasas y Enfermeati Celiaca
26/05/2006

Junio

Dra. Luisa-Maria Botella

Centro de Investigaciones Biologicas, CSIC. Madrid.
Alteraciones en la via de sefializacién de TGFbetagn el
citoesqueleto de células endoteliales procedentes € pacientes
con el sindrome de Osler-Weber Rendu o HHT

02/06/2006

Dr. Ernest Giralt

Parc Cienti c Barcelona

Disefio de péptidos: reconocimiento de super cies poteicas e
internalizacion celular.

09/06/2006

Dr. Marcal Vilar

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular

Facultad de Ciencias Bioldgicas. Universitat de Viahcia

Identi cacién de nuevos interactores de p75. Un reeptor muy
promiscuo involucrado en diferenciacién y regeneraén neuronal
16/06/2006

Dr. Igor Kvetnoy

Department of Cell Biology and Pathology

Saint-Petersburg Institute of Bioregulation and Gentology.
(Russian Academy of Medical Sciences). Saint-Petebosirg,
Russia

Neuroimmunoendocrinology: the role of modern microsopical
methods for creation of new discipline

23/06/2006




Reuniones Cientificas y Seminarios

Septiembre

Dr. Joséf Gotzmann

Section of Molecular Cell Biology. Department of Meical
Biochemistry. Medical University of Vienna, Vienn&ustria
Nuclear Envelope and Disease. Outlooks from the Iran Side of
the Nucleus

22/09/2005

Octubre

Omar Cauli

Laboratorio de Neurobiologia

Centro de Investigacion Principe Felipe

Mecanismos de las alteraciones motoras en encefalagtia
hepéatica. Implicaciones terapéuticas.

06/10/2005

Dr. Ignacio Moreno de Alboran

Dept. Immunology & Oncology

National Center for Biotechnology. CNB-CSIC, Madrid
c-Myc function in hematopoiesis

20/10/2006

Dr. Ruth Duncan

Centre for Polymer Therapeutics.

Welsh School of Pharmacy, Cardiff University. Carffij United
Kingdom

Polymer conjugates as anticancer nanomedicines
26/10/2006

Dr. Miguel Medina

Director I+D de Neuropharma. Madrid

GSK3 como diana terapéutica en la enfermedad de Aleimer y
otras tauopatias

27/10/2005

Noviembre

Dra. Rosa Planells

Laboratorio de Biologia Sensorial

Centro de Investigacion Principe Felipe
Mecanismos de sensibilizacién in amatoria del dolor
03/11/05
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Dr. David Blesa

Responsable del Servicio de Microarrays

Centro de Investigacion Principe Felipe

El Servicio de Analisis de Microarrays del CIPF: Bibilidades del
analisis genémico y funcionamiento del servicio

10/11/05

Dr. Antonio Pineda

Laboratorio de Biologia Estructural

Centro de Investigacion Principe Felipe

Aplicaciones de la RMN a la caracterizacién de sistmas
biolégicos

17/11/05

Dr. Maria Jesus Vicent

Laboratorio de Polimeros Terapéuticos

Centro de Investigacion Principe Felipe

Nanomedicinas Poliméricas Moduladores de Apoptosi€elular
17/11/05

Diciembre

Dr. Luis Enjuanes

Department of Molecular and Cell Biology

Centro Nacional de Biotecnologia. Campus Univ. Autdoma,
Cantoblanco, Madrid

Sintesis discontinua de RNA en Nidovirus y disefioelvacunas
15/12/2006

Dra. Maria A. Blasco

Vice-Director of Basic Research. Director of Moledar Oncology
Program and Head of Telomeres and Telomerase Group
Spanish National Cancer Center (CNIO), Madrid

Role of telomerase and telomere length in stem celliology
22/12/2006
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Programas Cienti cos

El CIPF destina sus recursos a investigacion basica y aplicada bajo un enfoque integrado, favoreciendo la interaccién de
los tres programas fundamentales sobre los que se asienta su actividad cientifica:

1 _Programa de Medicina Regenerativa
2_Programa de Descubrimiento de Nuevos Farmacos

3_Programa de Biomedicina

El Programa de Medicina Regenerativa esta orientado fundamentalmente a la investigaciéde la biologia celular
y molecular de las células troncales; la reprogran@én celular; la ingenieria de tejidos; la terapieelular; los biohibri-
dos como sustitutos o complementarios al trasplantebiol6gico tradicional. Constituye una pieza fundamntal de este
programa, elBanco Nacional de Células Madre Embrionarias-Nodo &l la Comunidad Valencianaal que se afiaden los
laboratorios de:

- Neuroendocrinologia Molecular

- Reprogramacion Celular

- Cardioregeneracion

- Neuroregeneracion

- Biomateriales

- Regeneracion Celular

- Citbmica

- Diferenciacién de Células Troncales
- Regulacion de Células Troncales

- Morfologia Celular

El Programa de Descubrimiento de Nuevos Farmacos esta dirigido fundamentalmente a la identificacion y validacién
de nuevas dianas moleculares en patologia humana, §l disefio de compuestos con posible actividad farmcolégica.
Para el desarrollo de este programa, se esta incogrando la experiencia y medios técnicos necesariode los laboratorios
gue se citan seguidamente:

- Biologia de Células Epiteliales
- Biologia Sensorial

- Transporte de ARN

- Modelos Animales

- Hematologia Molecular

- Farmacologia Molecular

- Péptidos y Proteinas

- Biologia Estructural

- Moléculas Orgénicas

- Estructura y Simulacion Molecular
- Polimeros Terapéuticos

- Bioinformatica
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El programa deBiomedicina , que actualmente aglutina a once grupos de inveggiacion, centra principalmente su trabajo en el esttio de

las bases moleculares de algunas enfermedades humas tales como: enfermedades autoinmunes, alcoholismy sindrome alcohélico
fetal, hiperamonemia y encefalopatia hepatica, cares, enfermedades mitocondriales, degeneracion neumal o esclerosis mdltiple. Los
grupos que forman parte de este programa son:

- Laboratorio de Biologia Molecular del Cancer
- Laboratorio de Biologia Celular y Molecular
- Laboratorio de Neurotransmisores

- Laboratorio de Neurobiologia

- Laboratorio de Patologia Celular

- Laboratorio de Esclerosis Mltiple

- Laboratorio de Patologia Autoinmune

- Laboratorio de Biologia Celular

- Laboratorio de Genética Molecular

- Laboratorio de Organizacion Celular

- Laboratorio de Reconocimiento Molecular
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Banco Nacional de Células Madre Embrionarias
Nodo de la Comunidad Valenciana

El principal objetivo del Banco de Lineas Celularesonsiste en la derivacion de lineas de células mad de
origen embrionario (hESC) como soporte fundamentglara su posterior aplicacion en medicina regenera-
tiva. Las hESCs se caracterizan por ser capaces dautoperpetuarse indiferenciadas de forma ilimitad&
vitro, y bajo condiciones adecuadas, de presentar kpotencial de diferenciarse a cualquier tipo celal de
las tres capas germinales, ectodermo, mesodermo y edodermo. Durante el presente afio, estan previstos
los primeros ensayos clinicos para el tratamiento de patologias humanas incurables hasta el momento, por
lo que se prevé un aumento de la demanda de lineaselulares de calidad terapéutica, asi como un mejor
conocimiento y caracterizacion de las mismas, parau posterior empleo en el campo de investigacion
béasica y aplicada. En este sentido, nuestro grupo &ta trabajando principalmente, en la derivacion dauevas
lineas celulares de grado terapéutico obtenidas aartir de preembriones criopreservados. Recientemeetse
nos ha aprobado la posibilidad de derivar lineas dsle embriones con alteraciones monogénicas especki
cas, en la caracterizacion bioquimica y molecularellas mismas, asi como en el control de la diferenacion y

en la identificacion de las vias de sefializacion implicadas en el mantenimiento de las células pluripotenciales
e indiferenciadas.

Derivacion de lineas de células madre de origen embrionario humanas de grado terapéutico.

Este trabajo se realiza sobre un soporte celular derigen humano, fibroblastos humanos, evitando el so

de componentes animales, facilitando su posterior sio en ensayos clinicos. La derivacion de nuevas kas
celulares a partir de embriones crioconservados déarga duracion debe realizarse en condiciones GMP
necesarias para su aplicacion terapéutica. Ademas, todas las lineas celulares deben presentar elevada acti-
vidad telomerasa y un perfil inmunohistoquimico y oiecular caracteristico. Cada linea celular es Uracy

necesaria para el desarrollo de terapias regenerativas.

Tras realizar la derivacion y caracterizacion deddineas VAL3, VAL4 y VALS5, recientemente se haViado a
cabo su deposito en el Banco Nacional de Lineas Celulares.

Derivacion de lineas celulares a partir de blastocistos con alteraciones monogénicas especificas.

Se esta llevando a cabo la derivacion de Lineas celulares a partir de blastocistos con alteraciones monogé-
nicas especificas causantes de enfermedades hereditias humanas, cedidos para esta investigacion pdas
pacientes que acceden al programa de Diagnéstico Geético Preimplantatorio del IVI para posteriormente
tratar de reemplazar el gen mutado por un gen funcnal, rescatando, total o parcialmente, el fenotipo
debido a la mutacion.



Derivacién de nuevas lineas de células madre embrio narias
humanas sin destruccion del embrién.

Hemos solicitado permiso a la Comisiéon Nacional par trabajar
en la derivacion de nuevas lineas desde la blastoma obtenida
de un embrion de 2-3 dias de forma que se consiga rantener la
viabilidad embrionaria a la vez que obtenemos la linea celular.

Utilizacion de sistemas de sefializacion fluorescentes.

Buscamos sistemas de sefializacion fluorescentes (B&P, CFP
etc) que permitan el marcaje de las lineas celulasein vivo e in
vitro, mediante la transfeccién de vectores.

Estudio de soportes para el crecimiento y propagaci 6n de
hESCs en estado indiferenciado.

Esta linea de investigacion incluye el estudio deibmateriales
como soporte alternativo para la derivacion de nueas lineas en
ausencia de componentes de origen animal.

Val 3.

Val 4.

Val 5.
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Reprogramacion Celular

El interés cientifico del laboratorio de Reprogran@én Celular esta dirigido hacia tres areas distias. En
primer lugar, la obtencién y derivacion de célulasnadre a partir de embriones de primates no humanos
obtenidos por transferencia nuclear de células sonmticas. En segundo lugar, el desarrollo de protocols de
diferenciacion dirigida que permitan obtener células con caracteristicas neurales, cardiomiocitos funcionales
y adipocitos, empleando para ello hESC en todos los casos y ademas, progenitores neurales, procedentes
de tejido adulto, en la diferenciacion celular con caracteristicas neurales. Por Gltimo nuestro grupo esta inte-
resado en el disefio y optimizacion de procedimients de cultivo en condiciones animal-free, que sin dda
van a ser necesarios para futuras aplicaciones terapéuticas.

Transferencia Nuclear.

Nuestro objetivo se centra en la derivacion de célas madre a partir de embriones obtenidos por trans
ferencia nuclear de células somaticas (NTESCs), urde las estrategias mas prometedoras en medicina
regenerativa. La obtencion de NTESCs a partir de células del propio paciente (en nuestro caso, primates no
humanos), ofrece la gran ventaja de eliminar losatamientos immunosupresores a los que se veria soniilo

el paciente tras la transferencia de células no isogénicas, ademas de permitir la creacion de modelos in vitro
de enfermedades humanas, la realizacion de ensayode toxicologia, asi como el estudio del efecto deds
proteinas mitocondriales de origen oocitario sobréas NTESCs. Tanto la transferencia nuclear de céhs
somaticas (SCNT) como la obtencion de NTESCs permitiria, ademas, estudiar los mecanismos moleculares
implicados en la reprogramacion celular (especialmente modificaciones epigenéticas) de nucleos diferencia-
dos, asi como sus consecuencias sobre NTESCs.

Diferenciacion de hESC a precursores neurales.

La diferenciacion neural de hESC tiene importantesnplicaciones terapéuticas, incluyendo la obtenciomle
oligodendrocitos y neuronas motoras para transplantes en el tratamiento de lesiones medulares. Durante la
lesion de la médula espinal se genera dafio neurongl glial que desencadena una disfuncion neuroldgica
Como consecuencia de la pérdida masiva de oligodenéndrocitos algunos axones pierden su vaina de
mielina y este proceso es solo el inicio de la dewstacion tisular que ocurre en la médula espinal lesnada.

La diferenciacion de hESC hacia precursores neurales, especialmente progenitores de los oligodendrocitos
(OPC), puede ser un concepto prometedor para deternmar la eficacia del uso de las hESC de promover
remielinizacion y recuperacion funcional en la méda dafiada. Este proyecto se basa en el transplante
celular de OPC y neuronas motoras derivados de hESC puede ser una buena estrategia para recuperacion
funcional de las ratas con lesion medular.



Diferenciacion a adipocitos.

Hasta el momento, se han conseguido identificar gna cantidad de marcadores especificos de tejido adipso, empleando PCR real-
time, RT-PCR, immunofluorescencia y microscopia cdiocal. Para comprobar las propiedades estructuraley funcionales de las células
diferenciadas a partir de hESC en nuestro laborat@w, emplearemos distintas técnicas de analisis moofégico, fisiolégico y molecular:
microscopia electronica, electrofisiologia, transfeccion y registro hormonal, asi como técnicas de marcaje celular que permitan el uso de
las células diferenciadas en posteriores ensayos de transplante, empleando para ello ratas y primates como modelos animales. Nuestro
objetivo es traducir los resultados obtenidos mediante estudios de biologia basica de las células madre y emplearlos en la puesta a punto
de procedimientos de investigacion aplicada.

Diferenciacion de hESC a precursores cardiacos.

La isquemia cardiaca es la principal causa de muegten los paises industrializados. Actualmente, etdtamiento 6ptimo ante un cuadro de
fallo cardiaco es el trasplante de corazén, pero ldemanda de 6rganos excede a su disponibilidad, pofo que se hace necesaria la puesta

a punto de nuevas tecnologias que permitan reempla los tejidos dafiados. El propésito de nuestro prgecto es disefiar protocolos

de diferenciacion dirigida que permitan mejorar el porcentaje de precursores cardiacos obtenidos evitando el uso de reactivos de origen
animal. Ademas, pretendemos analizar la funcionalidl de las células obtenidas mediante pruebas in vib y ensayos funcionales. Estos
ensayos sin duda permitiran ademas, revelar nueva informacion a cerca de posibles estrategias moleculares para aumentar el nUmero y
la calidad de las células obtenidas, antes de aborar la fase de trasplantes in vivo utilizando modefoanimales o protocolos de terapia
clinica de enfermedades cardiacas.

Optimizacion de procedimientos de cultivo en condiciones de cultivo animal free.

La puesta a punto de sistemas y reactivos que perntan mantener y diferenciar células madre evitandoleiso de reactivos animales, es
crucial antes de plantear cualquier ensayo clinicdEl objetivo de esta linea de investigacion, es desrollar procedimientos que permitan
obtener células susceptibles de ser empleadas en ensayos clinicos o ingenieria de tejidos.
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Neuroendocrinologia Molecular

Insulina e IGF-I regulan una amplia variedad de sesos fisioldgicos criticos relacionados con el trasporte
de glucosa, el crecimiento celular y la transcripéin de genes. Las proteinas IRSs (sustrato del recepr de
insulina) son los principales sustratos de los reqeores activados de insulina e IGF-1. Las proteinatRS
contienen mdltiples sitios de fosforilacion en tiina que, cuando se activan, reclutan otras molécals sefiali-
zadoras intracelulares como PI-3K y Grb2. Por tanto, las proteina®E median los distintos efectos celulares
de lainsulina e IGF-1.

Los ratones deficientes en IRS-2 desarrollan diabes por una reduccion de la masa de células 3; inven-
mente, la sobreexpresion de esta molécula revierte la diabetes en varios modelos de ratones al incrementar
la masa de células B y a su proteccion frente a lapoptosis. Adicionalmente, estos ratones tienen utamafio
normal pero presentan una reduccion del 40% del pes del cerebro. Ademas, consistentemente con la
reduccion en la expresion de fosfatasa 2A, Tau (ucomponente presente en los nudos neurofribrilares,
caracteristicos de los cerebros con Alzheimer) esta constitutivamente hiperfosforilado en los cerebros adul-
tos de ratones IRS-2-/-, lo que sugiere que la rutade IRS-2 es necesaria para mantener un balance erg

las actividades de las kinasas de Tau y la fosfatasa en neuronas. El objetivo global de nuestro laboratorio es
definir los mecanismos por los cuales las sefiales de IRS-2 regulan la proliferacion celular y relacionar defec-
tos en esta via de sefializacion con enfermedades humanas.

Identificacion de nuevos marcadores de neurodegeneracion mediante el modelo IRS-2.

La diabetes esta asociada con un aumento en la indencia de la enfermedad de Alzheimer. Aunque nues-
tros avances recientes demuestran que IRS-2 es esencial para la fisiologia normal del cerebro, los mecanis-
mos por los que los defectos en esta via de sefialacion contribuyen a la neurodegeneracion no son toa-
via conocidos. La expresion de IRS-2 en el cerebraisminuye con el envejecimiento. Mediante el anals
genético de microarrays para comparar cerebros deatones viejos IRS-2 KO con cerebros viejos control,
hemos obtenido recientemente una lista de genes, ®cuales pueden representar importantes dianas eral
neurodegeneracion. Estamos empleando Western blotsRT-PCR e inmunohistoquimica para confirmar los
cambios en la expresion de estos genes. Los KOs IRS-2 proporciona una herramienta Unica para averiguar
la conexion entre la resistencia a insulina y la pérdida de la funcién neuronal.

El papel de IRS-2 en la regulacién del ciclo-celular de las celulas beta.

La pérdida de las células B pancreaticas es el elemento comun en la fisiopatologia de la diabetes tipo 1 y la
de tipo 2. La plasticidad de las células 3 es un factor critico a lo largo de la vida para mantener la secrecion



normal de insulina durante los cambios del metabamo que ocurren durante el desarrollo de la obesida, el embarazo y el envejeci-
miento. Aungue IRS-2 es clave para esta plasticidad, lo fundamental es que apenas se tiene conocimiento de cémo las sefiales de IRS-2
promueven la progresion del ciclo celular. La ausesia de IRS-2 aumenta niveles del inhibidor p27KIP#&n celulas beta y reduce la acti-
vidad de cdk4. El objetivo de este proyecto es identificar qué sefiales downstream de IRS-2 regulan estas proteinas del ciclo celular. Un
mejor entendimiento de la funcion de IRS-2 permitirdesarrollar nuevas estrategias para estimular legeneracion endégena del pancreas

endocrino.

Obtencién de celulas productoras de insulina a partir de celulas troncales embrionarias humanas

Con el éxito del Protocolo Edmonton, el trasplantele islotes pancreéaticos ha emergido como la opciérmas prometedora para tratar
pacientes con diabetes tipo 1. A pesar de su enormepotencial, la aplicacion de este tipo de trasplargs esta limitada por la escasez de
células 3 humanas (obtenidos a partir de cadaveresjisponibles para trasplante. Para mejorar este tip de tratamiento de la diabetes,
nuestro objetivo global es generar células 3 humargafuncionales a partir de hESC. Ademas, ya que IR3-es una molécula clave en el
desarrollo de las células R en ratones, estamos exprarando el papel de IRS-2 en la diferenciacién deaESC a células 3 maduras y su
papel en la expansion y supervivencia de las mismagstos estudios nos proporcionaran una informaciomovedosa acerca de estrategias
para incrementar la disponibilidad y calidad de las células humanas productoras de insulina.
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Cardioregeneracion

La insuficiencia cardiaca (IC) constituye uno de los principales problemas sanitarios. El misculo cardiaco, a
diferencia del esquelético, carece de la capacidadle regeneracion tras el dafio isquémico. Las modal@des
terapéuticas actuales para el tratamiento del fallo por IC son limitadas y van desde la asistencia mecanica al
transplante de corazén. Por ello, el desarrollar égtegias terapéuticas alternativas al trasplanteanstituye

un importante reto.

La regeneracion funcional se ha abordado por dos vias:
1- Estimulacion de la proliferacion de los progenitores cardiacos residentes y/o circulantes.

2- Implante de células autdlogas o alogénicas tales como mioblastos o células troncales adultas.

Nuestro grupo se encuentra centrado en el analisisle la capacidad de las células mesenquimatosas y de
las células precursoras hematopoyéticas para reparael miocardio infartado. El disponer de un modelale
infarto en rata atimica, un protocolo de microscog electrénica puesto a punto en colaboracién con eDr.
J.M. Garcia-Verdugo, asi como de un ecografo Doppler de alta resolucion, nos permite no solo el comparar
la capacidad de integracion y transdiferenciacion de las células humanas transplantadas, sino de realizar un
seguimiento in vivo de la recuperacion funcional déos animales sometidos a las distintas terapias. €os
estudios estan dirigidos a obtener informacion sobre la capacidad de reparacion de algunos tipos de células
troncales humanas adultas que podria ser de interés en el desarrollo de protocolos de uso clinico.

Estudio del papel de las células troncales adultas y de los precursores endoteliales en el tratamiento
del infarto de miocardio.

El objetivo principal de nuestro grupo es el aislamanto de células mesenquimatosas (MSC) y precursose
endoteliales contenidos en la médula 6sea humana (®), con el fin de utilizarlos en una estrategia deardio-
mioplastia celular.

Se pretende establecer un protocolo que permita lanaxima eficiencia del implante intracardiaco, en un
modelo de infarto agudo de miocardio en rata atimica. Ademas también estamos interesados en el estudio
de MSC derivadas de otros tejidos como la pulpa dentaria, el tejido adiposo o el cordén umbilical.
Asi, el tipo celular idéneo se definira en base a los siguientes parametros:

1- Facilidad de obtencion y capacidad de expansion.

2- Capacidad de inducir una mejora funcional.

3- Capacidad de inducir angiogenesis en la zona infartada tras su transplante.

4- Capacidad de diferenciacion in vivo a cardiomiocitos.

5- Capacidad de integracion y conexion eléctrica con el tejido miocardico



Analisis de factores o moléculas capaces de inhibir la apoptosis de cardiomiocitos cultivados en bajas  concentraciones de
oxigeno.

La puesta a punto en nuestro laboratorio de cultive primarios de cardiomiocitos neonatales de rata hgermitido establecer un modelo
ex vivo con este tipo celular. Asi, para estudiarldenémeno de muerte celular inducida por hipoxialos cardiomiocitos son cultivados
en hipoxia y se estudia la capacidad de diversos atamientos de reducir la apoptosis y aumentar la abilidad de los cardiomiocitos del
cultivo. En concreto estamos realizando por un laddratamientos con mezclas de moléculas derivadas déas células troncales adultas
con las que trabajamos y por otro, en colaboraciércon el Dr. E. Pérez-Paya y la Dra. M. J. Vicent, aoinhibidores poliméricos capaces de
bloquear la ruta apoptética mediada por Apaf, con resultados prometedores. Ademas, en colaboracién con el Dr. J.M2 Sanchez-Puelles
pensamos estudiar la influencia de factor inducibl@or hipoxia (HIF-1) en la supervivencia celular de las células trontss adultas en
condiciones de bajas concentraciones de oxigeno.

Estudio de la capacidad de transdiferenciacion y conexion eléctrica de las células mesenquimatosas de distinto origen tisular.

La distinta capacidad de transdiferenciacion de lagélulas troncales puede estudiarse in vitro anaindo la expresion de proteinas cardia-
cas mediante microscopia confocal y electronica y keincremento en la expresion de factores de transgpcion cardiacos. Los estudios
electrofisiolégicos se estan realizando en colaboracion con la Dra. R. Planells (CIPF). Como agente desencadenante de la transdiferencia-
cion de las células MSC hemos utilizado el cocultivcon cardiomiocitos neonatales de rata. Hemos detetado variaciones importantes

en la capacidad de transdiferenciacion o capacidad de conexion con los cardiomiocitos (flujo de calcio y expresion de conexinas), de las
células mesenquimatosas dependiendo de su origen (MSC de médula 6sea, tejido adiposo o pulpa dentaria).

Esta aproximacion nos permitird identificar las pdaciones de células troncales con mayor capacidad d transdiferenciacion y conexiéon
con células cardiacas.
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Caracterizacion funcional de las conexiones entre células mesenquimales
de rata GFP y cardiomiocitos neonatales de rata.

A.Localizacion de las conexina 43 y conexina 45 por microscopia confo-
cal y de uniones gap entre ambos tipos celulares, pr microscopia elec-
trénica.

B.Flujo de calcio entre cardiomiocitos y células mesnquimales de rata
GFP cargadas con Fura-2 AM. Grafica en la que selmserva la sincroni-
zacion de una célula mesenquimal (marcapasos blango/ un cardiomio-
cito adyacente (marcapasos verde).
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Neuroregeneracion

Somos un grupo multidisciplinar que estudia las pobles aplicaciones clinicas de las células troncageneura-

les. En colaboracién con otros laboratorios del cetro (JM Garcia Verdugo y M. Monleén) y del Hospit&ene-

ral Universitario de Valencia (JM Soria), estamos desarrollando métodos para facilitar el implante y la super-
vivencia de precursores neurales, facilitar su difenciacién y promover su crecimiento axonal empleaso
biomateriales como soporte. Nuestro interés fundamstal es el tratamiento quirdrgico de enfermedades
neurodegenerativas y las producidas por dafio cerelal (traumatico, vascular o tumoral), y la busquedde
alternativas de tratamiento a las enfermedades nealdgicas farmacorresistentes (como la epilepsia). @
ello, estamos trabajando en el uso de biomaterialepara promover la reconstruccion cerebral en models

de ictus, el uso de biomateriales como soporte paral crecimiento axonal en modelos de Parkinson, yleiso

de las células neurales como vectores para el aporte de neuroransmisores.

Biomateriales y reconstruccion cortical: aplicacion en Isquemia.

El principal objetivo de esta linea, es la seleccion de biomateriales con potencial utilidad como soporte para
la regeneracion del Sistema Nervioso Central (SNQ)ermitiendo una adecuada supervivencia y diferenat
cion neural. Para seleccionar biomateriales éptimopara ser implantados, combinamos estudios tanto ‘i
vitro” como “in vivo” y estudiamos en profundidad dferentes procesos fundamentales como la supervivesia

y diferenciacion neural y la capacidad funcional de progenitores neurales. Los resultados obtenidos podrian
ser aplicados en modelos animales de Isquemia Cerahl u otros tipos de dafo cerebral, permitirian un
mayor conocimiento de la utilizacion de biomateriales en el SNC y serian la base para futuras estrategias de
regeneracion y reconstruccion clinicamente efective Esta linea se realiza en colaboracion con el Hpstal
General Universitario de Valencia (J.M. Soria), con el laboratorio de Biomateriales (M. Monleén) y con el labo-
ratorio de Biologia Sensorial (R. Planells).

Reconstruccion de la via nigrosestriatal en modelos de enfermedad de Parkinson.

Uno de los posibles motivos del fracaso de los ensgos clinicos de implante de células dopaminérgicagn
pacientes parkinsonianos es que las células implaatlas en el estriado, a pesar de que sobreviven, ld
ran dopamina de manera independiente del control déa sustancia negra, provocando disquinesias. Esta
linea pretende reconstruir la proyeccién de las célas dopaminérgicas hasta el estriado mediante injeos
que hagan de puente mediante ambas estructuras y faliten la regeneraciéon axonal. Actualmente hemos
demostrado la regeneracion de axones de las céluladopaminérgicas de la sustancia negra hacia el esaido
usando injertos de nervios periféricos. En un futerinmmediato, vamos a emplear biomateriales como pen-
tes, en colaboracion con la unidad de Biomateriales dirigida por el prof. Monleon.



Uso de células gabaérgicas en modelos animales de epilepsia.

Esta linea se basa en el efecto de la infusion continua intra-amigdalar de GABA en el modelo de kidling amigdalar en la rata (Barcia et al,
2004), en el que hemos demostrado que el foco epilptégeno incrementa el umbral epiléptico sin afectatos componentes generaliza-

dos del modelo de epilepsia de kindling amigdalar. Hemos inyectado intracerebralmente células procedentes de la eminencia ganglionar
media (MGE), precursoras embrionarias de las células gabaérgicas del adulto, en la amigdala de ratas kindlizadas, para evaluar su efecto
sobre el foco epileptégeno. Los resultados sugieren que a medida que maduran estas células se produce un control progresivo sobre la

actividad epileptégena.

Efecto sobre la modulacion de la neurogénesis en el aprendizaje y la epilepsia.

La neurogénesis en el hipocampo esté influida poristintos factores, de manera positiva entre otros pr el ejercicio, los antidepresivos,
los antioxidantes, y de manera negativa por algunoagentes toxicos, tales como las drogas adictivasp por la deprivacién social. Tal
regulacion podria tener un efecto importante sobre el aprendizaje.

En colaboracion con JJ Canales (Instituto CavanikeUVEG) y JM Garcia Verdugo hemos demostrado el ef& negativo de las drogas

de abuso cocaina y éxtasis sobre la neurogénesis en el hipocampo, y el efecto de un inhibidor de la proliferacion celular, la colchicina, en
el aprendizaje contextual. Actualmente estamos estudiando el efecto de la irradiacion sobre el aprendizaje y su posible aplicacion para el

tratamiento de la epilepsia.
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Inmuno tincion frente a tirosina hidroxilasa (TH).
A. La linea de puntos delimita el nervio.
B. Magnificacion en la que se observa la presencia de fibras TH-inmunoreactivas en el interior del nervio ciatico.

(SNpc) Sustancia Negra pars compacta, (SNpr) Sustancia Negra pars reticular.
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Biomateriales

Desarrollo de materiales para asistir la regeneraim tisular y estudio de su interaccion con las célias. Se
trata principalmente de materiales con estructurgorosa ordenada en las escalas nano y micrométrica
(scaffolds), con matrices poliméricas funcionalizadas para la interaccion biolégica (nanocomposites hibridos
bioactivos y superficies con injerto de péptidos de adhesion). Se produce y modifica los materiales, se mide
y caracteriza sus propiedades, y se estudia en cultivo celular la interaccion bioldgica.

Soportes macroporosos para ingenieria tisular.

Se investiga procedimientos para producir estructuas porosas micrométricas con caracteristicas de tarafio

e interconectividad determinadas en matrices poliméricas de diferente naturaleza (estables, biodegradables;
amorfas, semicristalinas; bioactivas). Se trata dpoder modular las propiedades mecanicas de la estro-
tura (“scaffold”) resultante conjuntamente con supropiedades morfolégicas y fisicoquimicas, de las ge
depende la interaccion del material con la célula.

Materiales para la regeneracion y reparacion de estructuras del sistema nervioso central.

Se investiga qué materiales y qué estructuras podan asistir la regeneracion de lesiones del tejidoerebral
en el cortex y en el tracto nigroestriatal. Se trata de identificar materiales que permitan el cocultivo de células
gliales y neuronales, con estructuras porosas tubulares y reticulares para guiar el crecimiento axonal.

Materiales para el encapsulamiento de células productoras de insulina.

La terapia celular para el tratamiento de la diabetes esta basada en el suministro de células productoras de
insulina. Se investiga materiales en los que estastlulas sean viables y que permitan mantenerlas ladiza-
das en el organismo receptor y mantenerlas aisladammunologicamente, permitiendo el paso a través de
material de nutrientes, glucosa e insulina.



Ejemplos de estructuras porosas empleadas como scdblds, producidas por el
grupo en materiales poliméricos bioestables y biodegradables.

A. soporte macroporoso de PLLA,
B. membrana que combina policaprolactona y quitosano,
C. scaffolds de polimero acrilicos con poros en forma de canales alineados

D. scaffolds hibridos polimero-silice con estructurgporosa en forma de capas de
canales interconectados en tres direcciones ortogonales.

Materiales sustrato para la expansion y diferenciacion controlada de células troncales embrionarias.

Se desarrolla materiales sobre los que expandir célas troncales de manera eficiente, que permitan emplazar los lechos actualmente
empleados para poder aumentar el control sobre todos los factores que intervienen en el cultivo.
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Regeneracion Celular

El Laboratorio lleva a cabo una serie de proyectosentrados en la aplicacion de células madre de distto
origen para el tratamiento de enfermedades causadas por la degeneracion celular progresiva.

Nos interesan en especial patologias como la Ataxig la Epilepsia, ambas con una importante repercuén
social. La Ataxia es un trastorno caracterizado pola incapacidad de coordinar movimientos debida a na
degeneracion progresiva del sistema nervioso. ComVa perdida de la locomocion, habla y a largo plazo
problemas cardiacos y la muerte. Afecta a 1 de cad&0.000 personas, por ello es comercialmente poco
atractiva para la industria farmacéutica, ya que néendria un mercado amplio, por lo que no hay trata-
miento.

La Epilepsia afecta al 1% de la poblacion y suponein trastorno crénico que impide el normal desarro-
llo cerebral y psiquico del individuo, dificultand@normemente su plena integracion sociolaboral. Afga

a sectores muy jovenes, tiene tratamientos muy costsos y una gran carga familiar. Existen tratamiento
farmacol6gicos con una eficacia aceptable, pero solo palian los sintomas y en muchos casos se desarrollan
farmacoresistencias, por lo que se muestran inutiles. La terapia celular podria ser una alternativa terapéutica
que curaria definitivamente las crisis epilépticas.

Trabajamos en el estudio de los mecanismos implicams en la regeneracion celular, lo que permitira des
rrollar nuevas estrategias terapéuticas y avanzaralgia una aplicacion en la clinica de la terapia celar para
el tratamiento de estas patologias.

Fusion Celular como Mecanismo Neuroregenerativo Contra la Ataxia.

Nuestro grupo descubrié (Nature (2003) 425:968-73)jue las células derivadas de la médula 6sea (MO)
son capaces de fusionarse con células del higado, @azén y neuronas. Esto abrié nuevas expectativasre
genética y terapia celular, ya que las células daIMO, al fusionarse, aportan material genético nuevque
permitiria el rescate de una célula en degeneracigr corregir un defecto genético. Se sabe que la faién
regenera un higado con una mutacion letal recesiva, recuperando plenamente al animal. Queremos demos-
trar que, al igual que ocurre en el higado, el tragdante de MO podria regenerar tejido neural a trawde la
fusion celular. Gracias a la colaboracion con el gipo del Dr. J.R. Alonso de la U. de Salamanca estaws
realizando trasplantes de MO en el raton con ataxi®&CD (Purkinje Cell Degeneration). En ellos analinas
una mejoria en los sintomas y su correlacion con los niveles de fusién en neuronas.



Trasplante de Precursores Neuronales Fetales de la MGE para el Tratamiento de la Epilepsia.

La Eminencia Ganglionar Media (MGE) es la principalente de interneuronas GABAérgicas de la cortezaerebral y el hipocampo.
Recientemente, hemos demostrado que precursores de la MGE pueden ser trasplantados en un cerebro normal, en donde migran, abar-
cando grandes areas, se diferencian, integran y son plenamente funcionales, llegando a modificar de forma local y especifica la actividad
inhibitoria cortical (J. Neurosci. 26(28):7380-89)Estas caracteristicas les hace ideales para su usen terapia celular contra la epilepsia,

ya que podrian corregir las alteraciones del sistema GABAérgico, una de las principales causas de epilepsia, y paliar las crisis epilépticas
(hiperactividad incontrolada), incrementando selectivamente la inhibicion local. Actualmente, realizamos trasplantes en diversos modelos
animales de epilepsia para demostrar el potencial terapéutico de estos precursores neuronales.

A-C. Deteccién de interneuronas en la corteza
cerebral procedentes del implante de precursores

neuronales de la MGE que expresan GFP. La células
implantadas GFP positivas colocalizan para la expre

sion de GABA (), lo que demuestra su diferencia-

cién hacia interneuronas.

D. Distribucion de las células derivadas del tras-
plante en la corteza y estriado 30 dias después de
su implante.
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A. Deteccién, mediante tinciéon de X-Gal, de una
neurona de Purkinje en el cerebelo procedente de un
evento de fusion celular con una célula derivada de
trasplante de médula 6sea. Al analizar su soma se
observa que contiene 2 nucleos B), uno de ellos con
la morfologia clasica de las neuronas de purkinje yn
segundo, completamente esférico (flecha), de origen
hematopoyético. (C); Microscopia electrénica de los
dos ndcleos.
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Morfologia Celular

El grupo tiene centrado sus trabajos en las descripciones morfolégicas de las células madre adultas, desde
su indiferenciacion hasta su diferenciacion en logliferentes tipos celulares. Estos cambios pueden er
interpretados por las estructuras que presentan ercada momento en su citoplasma, que son analizadas
por microscopia electrénica y combinando con inmungitoquimica. Estas pueden estudiarse tanto in vitro
como en su nicho biolégico natural y son las respustas a factores y moléculas, tanto producidas in vio
como afadidas in vitro. Por un lado estamos interesdos en localizar y definir nuevas fuentes de célas
madre adultas, tanto de ratones como en primates y humanos. En este sentido estamos interesados en las
células de la grasa y de la medula espinal, asi comde la medula 6sea. Por otro lado queremos emplear
estas células en modelos de Ictus en ratas y ver eque se transforman y sus efectos en la enfermedad.
Para el seguimiento de las células estamos ponienda punto herramientas como el marcaje con hierro,
que ademas nos permite una identificacion por resoancia y con virus, para su identificacion histoléga.

El empleo de animales transgénicos también esta redtando de gran utilidad. Por ultimo queremos veros
efectos de algunas drogas sobre las células madre del cerebro.

La larga experiencia del grupo en la identificaciode algunas células madre, nos permite tener numeisas
colaboraciones.

Estudio comparado de las células madre del cerebro en vertebrados.

A partir del descubrimiento de las células madre pu capacidad de regeneracion del SNC adulto, cobra
especial interés el estudio morfolégico e inmunohtsquimico de estas células en los diferentes grupas
Estudios empleando microscopia electronica, técnicampliamente desarrollada en nuestro grupo, nos han
permitido realizar reconstrucciones tridimensionatey por tanto, establecer la organizacion precisa € la SVZ

en ratones, reptiles, anfibios, monos y humanos. Bss estudios comparados son fundamentales, ya que
ayudan a entender el desarrollo evolutivo y ver elementos comunes. Queremos idéitar células madre en

la medula espinal y en la porcion subcallosa.

Células madre de la medula 6sea. Trasplante de célu las madre al cerebro adulto de ratas en un
modelo de Ictus.

La médula 6sea se compone de un conjunto de pobla@nes celulares con caracteristicas bien diferenciaab.
En ella se encuentran las células madre hematopoyiefas que dan origen a todos los tipos de células ge
constituyen la sangre. También se encuentran las células estromales, una poblacién diversa compuesta por
fibroblastos, células de musculo liso, células endliales y lo que se conoce como células madre mese-



quimales. Nuestro grupo se encarga de obtener diferentes poblaciones celulares de la medula 6sea y del estudio del comportamiento de
los clones obtenidos de células madre adultas, tras su trasplante a diferentes areas cerebrales. Estas células las estamos estudiando en
diversos modelos de Ictus. Estudiamos también la cpacidad de fusionarse de estas células, que como séna demostrado en la biblio-
grafia, es una herramienta potencial para el tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas.

Efectos de algunas drogas como el alcohol, cocaina o el éxtasis sobre la neurogenesis adulta de mamiferos

En animales experimentales, la administraciéon aguda y crénica de drogas adictivas, como la cocaina, el alcohol o los opiaceos, produce
cambios en algunas conductas motoras y alteracione®n la actividad cerebral, incluyendo modificacione especificas en vias de sefia-
lizacion intracelular y alteraciones en el ciclo ¢elar sobre las células madre del hipocampo. La adcion a determinadas drogas puede
conceptualizarse como un proceso de aprendizaje quemplica un transito desde su uso casual o esporadio hasta su uso recurrente

y compulsivo. Nos proponemos determinar si la progesion de cambios producidos sobre el comportamientopor la administracion de
cocaina, alcohol y la combinacion de drogas esta relacionada con la activacion de estructuras anatémicas diferenciadas.

Busgueda de moléculas que puedan modular los proces os de proliferaciéon de precursores neurales y/o de  neurogénesis in
vitro. Validacién en modelos in vivo mediante transplante.

Estudios in vitro e in vivo han demostrado la capacidad de proliferacién y de diferenciacion de las células residentes en la Zona Subven-
tricular de los ventriculos laterales (SVZ). A partir de porciones de dicha zona se pueden obtener neuroesferas, con capacidad de diferen-
ciarse en células gliales y neuronas. Se conocen pocos factores implicados en la movilizacion y diferenciacion de las células madre hacia
neuronas, pero ya han sido descritos algunos como EEGF, las Efrinas o el Noggin. Con algunas moléas implicadas en la regulacion

del ciclo celular, como la P-53, hemos visto que tanbién influencian la dinamica de proliferacion y firenciacion de estas células. Los
estudios in vitro son interesantes, puesto que soruna buena herramienta para amplificar el nimero deélulas y conocer los factores
implicados en la proliferacion y posterior diferenciacion de las células madre del SNC adulto.
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Citdmica

Desde el 6 de Julio de 2005, un Convenio entre el (PF y la Universidad de Valencia (UVEG) cre6 y rdgu
una Unidad Mixta de Investigacion CIPF-UVEG bajo enominacion de Laboratorio de Citdmica. El Labo-
ratorio de Citdmica ha venido desarrollando una cotinua labor de investigacion béasica y clinica, desaollo

de técnicas de analisis y tareas de formacion y didgacion en citometria de flujo, separacién celulay, mas
recientemente, analisis de alto contenido por bioimagen. La actividad de investigacion en las areas basica y
clinica se ha desarrollado a través de lineas de investigacion propias y colaboraciones frecuentes con otros
grupos de la Universidad de Valencia, hospitales gentros de investigacion de la Comunidad Valenciang
otros centros nacionales y europeos. El soporte ecndmico a esta actividad de investigacion procede de
proyectos patrocinados por la Unién Europea, proyems patrocinados por agencias oficiales espafiolas e

la Generalitat Valenciana, especialmente a través del Programa de Medicina Regenerativa de la Comunidad
Valenciana, asi como por diferentes convenios entr&a Universidad de Valencia y Empresas nacionales y
extranjeras.

Aplicacion de la citémica a la caracterizacion funcional y la purificacion de células madre.

La citometria de flujo y las técnicas citomicas deanalisis cuantitativo basado en la imagen empiezaa
ser aplicadas con éxito en el area de la investigadn béasica de las células madre. La capacidad muipa-
ramétrica de la citometria de flujo es muy adecuadaara la identificacion, caracterizacion funcionay la
purificacion de poblaciones de células progenitoragn diferentes contextos. Nuestro laboratorio desaolla
ensayos celulares basados en la citometria de flujp el analisis cuantitativo de imagen por fluoresaeia para
aportar nuevos marcadores funcionales y fenotipicos que identifiquen a las células madre, caractericen sus
funciones diferenciales y permitan purificarlas enondiciones de viabilidad y esterilidad para su pagrior
seguimiento en cultivo In Vitro o su incorporacion a animales de experimentacion.

Desarrollo de ensayos funcionales por citometria de flujo para la caracterizacién de células huma-
nas, animales y procariéticas.

La citometria de flujo ha alcanzado un gran desarrollo en su aplicacion al diagnéstico hematoldgico e inmu-
nolégico, fundamentalmente a través de ensayos dedentificacion de marcadores proteicos expresados
en la membrana celular. Sin embargo, la aplicaciode esta tecnologia al estudio de aspectos funcionals
celulares, pese a su evidente relevancia, estd muchmenos extendida. El Laboratorio de Citdmica viene
desarrollando nuevos métodos citométricos aplicable a la caracterizacién de las funciones celularesre
leucocitos y plaquetas de humanos, lineas celularesumanas y animales, asi como en cepas de Escherica



coli modificadas en genes de la defensa antioxidante. Los métodos desarrollados se orientan a estudios basicos y clinicos en el contexto
de las respuestas de activacién celular, estrés oxidativo y andlisis de la lesiéon y muerte celular.

Desarrollo de ensayos citdmicos in vitro para la prediccion de toxicidad aguda y crénica humana.

La nueva legislacion de la Unién Europea respecto k& proteccion del consumidor y la prevencion de @sgo toxico de productos quimi-
cos, demanda a corto y medio plazo el ensayo exhaustivo de la toxicidad de miles de moléculas nuevas o existentes. Por razones éticas
y econémicas, este enorme esfuerzo se debe realizan condiciones que reduzcan, reemplacen o refinerl uso de animales de labo-
ratorio. Por ello, se requiere con urgencia el desaollo y la validacién de métodos In Vitro, alterrtevos al animal entero en la experimen-
tacion toxicologica. El Laboratorio de Citdmica pdicipa activamente en esta busqueda de métodos altmativos, a través del desarrollo

y aplicacion de métodos In Vitro, basados en la citometria de flujo que sean rapidos, sencillos, robustos y permitan predecir la toxicidad
aguda o crénica de productos quimicos sobre humanos. Los estudios de esta linea de investigacion son patrocinados por contratos de
investigacion del VI Programa Marco de la Comunidad Europea.
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Diferenciacion de Células Troncales

El embrion es el origen de las células troncales ebmionarias (CTE) y un excelente modelo para estudiau
compartamiento natural. Utilizando el embrién como modelo, nuestro grupo se centra en entender como se
comunican las células troncales y como esta comunicacion regula su proliferacion y diferenciacion.

Desde el estadio embrionario de una célula, una afada orquesta compuesta por distintas moléculas seél

se encarga de dirigir los distintos pasos del desarrollo de un individuo, con distintas sefiales actuando simul-
tdneamente, consecutivamente y, por supuesto, repiendo sus notas en distintos momentos. Nosotros
nos centramos en el estudio de la via de sefalizacién de SHH y su interaccion con otras vias, como WNT y
BMP.

Para ello, utilizamos dos modelos animales, los pexs medaka y las ranas Xenopus tropicalis. Las venjas

de usar estos animales son principalmente: 1) desaollo embrionario ex utero, por tanto, facilmente bser-
vable; 2) embriones transparentes, lo que facilita la caracterizacion de fenotipos y la utilizacion de la proteina
fluorescente GFP como marcador; 3) obtenciéon de grades nimeros de embriones de manera sencilla; 4)
son facilmente manipulables genéticamente, tanto laxpresion génica como la generacion de lineas tragé-
nicas; 5) su mantenimiento es mas econémico que el de otros vertebrados.

A través de distintas colaboraciones, intentamos devar de nuestras investigaciones ensayos que puedtautili-
zarse en la modelizacion de enfermedades, busquedde farmacos y analisis de toxicidad de compuestos.

Inhibicion de la proliferacion en la retina del ojen desarrollo de medaka utilizando drogas
inhibidoras de la via de sefializacion de Wnt. En lianagen izquierda, en un embrién
control se detectan los ndcleos con DAPI (azul) ya$ células en proliferaciéon con pH3
(verde). En la imagen derecha, un embrién con laaide Wnt inhibida farmacol6gica-
mente se aprecia un retraso en el desarrollo y una inhibicién de la proliferacion.



LINEAS DE INVESTIGACION

Lineas celulares troncales embrionarias del pez medaka.

La utilizacién de lineas de CTE de organismos modelproporciona vias de experimentacion inaccesiblepara las lineas humanas, por
ejemplo, el transplante de las células diferenciadaen adultos. Actualmente, hemos establecido la pmera linea de CTE de medaka y
estamos realizando los Ultimos pasos de su caractézacion. Estamos en proceso de establecer la segunal linea con una expresion de
GFP constitutiva y hemos empezado los experimentos de diferenciacion de las lineas usando drogas que actlen sobre las vias de sefia-
lizacion de SHH, WNT y BMP.

Papel de Nanog en el desarrollo embrionario.

Uno de los factores de transcripcion principales para el mantenimiento de la caracteristica troncal (stemness) de las CTE es Nanog. Utili-
zando las caracteristicas arriba mencionadas de nuestros organismos modelo, hemos clonado la zona reguladora de Nanog controlando
la expresién de GFP y en un vector disefiado para la generacién de animales transgénicos. Estos animales nos permitiran estudiar in vivo
la regulacién de la expresion de Nanog en distintos momentos del desarrollo. Ademas, podremos purificar mediante FACS las poblacio-
nes de células adultas que expresen Nanog y puedan tener caracter troncal.

Ademas, para estudiar la regulacion de la funcion & Nanog en el embrién estamos realizando ensayos denmunoprecipitacion para
caracterizar los cofactores que regulan su actividad o que son regulados por Nanog.

Regulacion de la diferenciacion y proliferacion de  los progenitores neurales por la interaccion de las  vias de sefializacion de
SHH y WNT.

Tras la formacion del tubo neural, el ojo es la esfictura neural que primero se forma con una arquitetura y composicion celular bien
caracterizadas. Sin embargo, las moléculas que redan la diferenciacion y proliferacion del ojo no ¢én bien caracterizados. Para ello
estamos utilizando tanto embriones de rana como dgpeces y manipulando la funcién de SHH y WNT mediaetaproximaciones tanto
génicas como farmacoldgicas. Utilizamos embriones ormales para el estudio de la proliferacion (pH3, i8lU) y de la diferenciacién (GFAP,
Tujl, vsx2, PCNA, rx1, opsin), también usamos embriones transgénicos para Ath5-GFP para estudiar la diferenciacion y proliferacion de
los precursores de las Células Ganglionares de la Retina.

Modelos embrionarios de enfermedades y toxicidad.

En colaboracion con otros laboratorios, desarrollamos a partir de nuestros modelos plataformas para ensayos de moléculas tanto para la
busqueda de nuevos farmacos como para la prediccién de la toxicidad de los compuestos.

Actualmente, estamos analizando la toxicidad celular y sistémica de distintos compuestos en colaboracién con Enrique O’Connor (CIPF-
UV)y José Maria Sanchez Puelles (CIPF). Por otrarpg, en colaboracién con Antonio Pineda (CIPF) hensorealizado un screening in silico
de inhibidores de la via de sefializacién de SHH ystamos ensayando su actividad en embriones y en dimtos procesos del desarrollo
en los que interviene SHH.
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Células troncales embrionarias de medaka tefiidas pa detectar la actividad Fosfatasa
alcalina que diferencia las células troncales de las diferenciadas.
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Regulacion de Ceélulas Troncales

La existencia de células madre neurales (Neural SteCells, NSCs) en el sistema nervioso central de nmaife-
ros adultos ha abierto nuevas vias para el desarrollo de terapias de reemplazo celular, basadas en el uso de
NSCs expandidas ex vivo, o reclutadas de las pobldones endégenas, para recuperar la pérdida neuronal
en procesos neurodegenerativos. En este sentido, besfuerzos mas recientes en el campo se han centdo

en tratar de comprender los mecanismos que dirigen la diferenciacion de las NSCs a los distintos fenotipos
neurales. En nuestro grupo pensamos que el estudide las sefiales y los mecanismos que controlan la
diferenciacién terminal de las NSCs debe acompafiarse de un andlisis cuidadoso del proceso de expansion,
especialmente si aspiramos a entender como mantiene estas células su multipotencialidad y estabilidad
genética (in y/o ex vivo). Con este objetivo en men, nuestro grupo esta centrado principalmente end
caracterizacion de los mecanismos celulares y moleculares que regulan la proliferacion y la auto-renovacion
de las NSCs. Nos interesa conocer como responden efas células al dafio al DNA y como mantienen su
potencial neurogénico durante su fase de crecimiento. Hemos elegido el modelo de ratén por la gran flexibi-
lidad de los sistemas celulares in vitro y por la existencia y disponibilidad de numerosos fondos genéticos.

Caracterizacion de sefiales derivadas de nicho y rut as de sefializacion intracelular implicadas en el
control del mantenimiento de la multipotencia en NSCs.

Las NSCs persisten en determinadas zonas del cerebro adulto, entre ellas la mejor caracterizada es la zona
subventricular (SVZ). En ella existen una serie de factores que controlan la diferenciacion neuronal a partir de
las células madre y también diversas sefiales capasede mantener las NSCs en un estado indiferenciado

y multipotencial. Estos Gltimos son probablementeds peor caracterizados y, sin embargo, resulta esecial
conocer su identidad si se plantea cualquier estrategia de expansion de NSCs in vitro o in vivo.

Caracterizacion de sefiales derivadas de nicho y rut as de sefializacion intracelular implicadas en la
neurogénesis en NSCs.

En terapia celular para enfermedades del sistema meioso es necesaria la produccion de un nimero eledo

de neuronas de un tipo concreto. Sin embargo, cuand se realiza una diferenciacion masiva de NSCs, la
mayoria de la progenie diferenciada son astrocitos y sélo una minoria tiene fenotipo neuronal. Nuestro plan-
teamiento para este objetivo es tratar de identifir sefiales que potencien el fenotipo neurogénico déas
NSCs frente al glial, de tal manera que a la horaalobtener poblaciones neuronales concretas (GABAE€ig
cas, colinérgicas, dopaminérgicas,...) se parta de una situacion favorable. Para iniciar nuestro trabajo sobre
la identificacion exhaustiva de moléculas de nicho hemos decidido comenzar por las que puedan derivar de



los astrocitos ya que su facil cultivo nos permiteobtener una fuente abundante de estas células paraproximaciones genémicas e,
incluso, proteémicas.

Comprension de los procesos de expansion descontrolada de NSCs y de su relacién con la formacién de tumores.

La respuesta final de los distintos tipos celulareslel nicho neurogénico depende de la sincronizaciémle las distintas sefiales intracelu-
lares de respuesta a factores externos y de los meanismos moleculares de control del ciclo celular. & otro lado se puede plantear la
hipotesis de que alteraciones en esos mecanismos deontrol (especialmente pérdidas totales o parciake de funcion) pueden generar
cambios en la homeostasis del pool de progenitores y NSCs y que un excesivo crecimiento y/o migracion de los mismos puede desem-
bocar en el crecimiento de tumores en el sistema nerioso central. Nuestra caracterizacion de las furiones esenciales de las CKI p21

y p27 en el proceso de expansion de las poblacionesnas quiescentes de NSCs de la SVZ, asi como de lagapidas, indica que el ciclo
celular de las poblaciones que componen el cultivesta regulado de forma similar a como lo esta en Bpoblaciones de progenitores
hematopoyéticos.

A B

A. Deteccién inmunofluorescente de astrocitos (rojo) y neuronas (verde) diferenciados in vitro a partir de células madre neurales
multipotentes.

B. Deteccion inmunofluorescente del marcador de proliferacion.
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Biologia de Ceélulas Epiteliales

Muchas enfermedades humanas surgen como consecuenei de defectos en trafico intracelular de protei-
nas, tanto por alteraciones en sefiales de sorting ® proteinas como en la maquinaria que las transpoata
sus correspondientes destinos. En nuestro laboratao estudiamos los procesos de sorting y trafico inta-
celular de proteinas en un modelo de células epitelles polarizadas. En concreto, tratamos de hallalos
mecanismos moleculares de funcionamiento de un comigjo multimérico proteico, denominado retromer, en
su papel de sorting intracelular de proteinas. Estaos estudiando la posible implicacion de una altergén
en la funcion del retromer en enfermedades. Aspect® claves que abordamos son (1) como se regula la
asociacion de retromer a la membrana y (2) como interacciona con proteinas en endosomas. Un dimero de
sorting nexins constituye un subcomplejo de retromeque interacciona con receptores a menudo asociade

a mecanismos de sefializacion. Con ello, hipotetizamos que proteinas interaccionando con retromer podrian
hallarse implicadas en procesos de proliferacion celular, y asi en importantes enfermedades humanas afec-
tando estos procesos. Utilizamos estrategias protethicas para identificar proteinas conectando retrome
con vias de sefializacion. Proponemos que la ideni@facion de estas proteinas y su consecuente estudio
puedan proporcionar datos para el tratamiento de efermedades, ya que estas proteinas podrian converse

en dianas terapéuticas.

Mecanismo de sorting intracelular de proteinas por retromer — implicaciones de la alteracion en la
funcion del retromer en procesos de sefializacion.

Estudiamos el mecanismo de funcionamiento de retromr en células polarizadas Madin-Darby Canine
Kidney como sistema modelo. En éstas, retromer impisa la transcitosis del receptor de las inmunoglobu
linas poliméricas (plgR). Hemos observado el requieniento de fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) parana
adecuada asociacion de retromer a la membrana y un eficiente sorting de plgR. Para estudiar la implicacion
de retromer en sefializacion, nos hemos servido dedervicio de protedémica. Hemos analizado por electro
foresis diferencial patrones proteicos de lisados celulares previa deplecion de retromer por antisense. Varias
proteinas con niveles alterados fueron identificadapor espectrometria de masa y estamos analizandots
vinculacion directa con retromer. Por otro lado, @tamos de identificar proteinas interaccionando cometro-
mer y supuestamente asociadas a un fenotipo transfonado mediante el analisis de proteinas asociadas a
retromer en células sobreexpresando el oncogén Raf activado.



Co-inmunoprecipitaciéon (IP) del subcomplejo Vps35-ps26-Vps29 de retromer. La interaccién con el
subcomplejo formado por las sorting nexins SNX1 y §X2 no se detecta mediante la técnica de inmuno-
precipitacion. Lisados (Lys); anticuerpo sin lisad@BIk), indicando las bandas originadas por las IgG/ps:
Vacuolar protein sorting.
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Inhibicién de PI3K mediante LY294002 (50 uM) reduce la colocalizacion de Vps26 (retromer) con IgA poli-
mérica (plgA), ligando de pIgR en via de transcitosis. Seccién XY tomada a nivel del nicleo mostrando una
célula a gran aumento. Barra: 2.5 pm.
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Biologia Sensorial

Patologias como el cancer, la diabetes, lesiones por quemaduras, dolores postoperatorios, entre otros, van
acompafiadas por estados dolorosos para los que se arece de buen tratamiento. En procesos de tipo
inflamatorio, se origina una excesiva excitabilidade neuronas sensoriales periféricas (o nociceptos) que,
en ultimo término, desencadenara dolor espontaneo o hiperalgesia.

El receptor de capsaicina, efector de estimulos ténicos y quimicos, ha resultado clave en nuestro coo-
cimiento actual sobre la hiperalgesia térmica en latiologia del dolor inflamatorio. Nuestro grupo es
interesado en descubrir vias de regulacién transduzional implicadas en hiperalgesia y dolor inflamat@®.
Para ello, y mediante estrategias de genémica funenal, estamos evaluando la existencia de interacciees
proteina-proteina que conforman complejos macromoleulares funcionalmente esenciales en estado fisio-
I6gico y patoldgico.

Asimismo, mientras que las bases moleculares y celares de la transduccién nociceptiva térmica se corien-
zan a delinear, todavia se desconoce en gran medida la identidad molecular de los receptores nociceptores
mecano-sensoriales, aunque se supone que sean estructuralmente homaélogos a los descritos en levadura,
en nematodo, o tejido no neuronal. En este sentidopuestro grupo se propone la identificacion de esta
proteinas mediante una estrategia de expresion-clonacion.

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

La identidad de proteinas/receptores implicados erransduccion de sefiales mecanicas en neuronas senso
riales se desconoce todavia. Nosotros hemos iniciaal el cribado de una genoteca de neuronas de ganglio
raguideo mediante estrategia de expresion-clonacion. El ensayo de las 50 colecciones en que se ha dividido
inicialmente la genoteca, se realiza por registros de calcio intracelular en respuesta a estimulos osmaticos.
Las colecciones positivas se dividen y ensayan itativamente hasta la obtencion de un unico producto
génico. Aquellos clones mas relevantes biolégicamente se caracterizaran fisiolégica y ensayaran como futu-
ras dianas.



Estudio de la regulacion de termo-receptor TRPV1.

La sensibilizacion de los nociceptores en hiperalgesia térmica se produce, a nivel del receptor de capsaicina, debido a que: i) aumenta la
actividad intrinseca del receptor y ii) aumenta el nimero de receptores funcionales insertados en la membrana plasmatica. Nuestra hip6-
tesis plantea que la sensibilizacién inflamatoria de nociceptores es un proceso de plasticidad neuronal en el que interviene una compleja
magquinaria de sefiales intracelulares que modulan lestabilidad del receptor TRPV1 en la membrana plamséatica. Nuestro objetivo es
determinar el papel que el trafico intracelular y la estabilidad en la membrana juegan en condiciones fisioldgicas, y la regulacion dinamica
por sensibilizacién inflamatoria.
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TRPV1 colocaliza con BiP, un marcador especifico de reticulo endoplasmatico.
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Transporte de ARN

El tema central de nuestro grupo de investigacion € entender como los RNAs mensajeros son exporta-
dos del nucleo al citoplasma. Clasicamente se habiaonsiderado que los distintos procesos de expresia
génica eran independientes. Sin embargo, cada vez @s datos apuntan hacia un claro acoplamiento entre
las maquinarias moleculares responsables de transigcion, procesamiento, maduracién y exportacion de
RNAs. El objetivo de nuestro grupo es entender como estas maquinarias se acoplan para realizar las distin-
tas funciones necesarias para obtener un mMRNA madory competente para ser traducido. Para ello utili-
zaremos como organismo modelo la levadura S. ceresiae, debido a las grandes ventajas genéticas que
ofrece este organismo.

Nuestro trabajo se basa en el modelo propuesto de eople fisico entre el inicio de la transcripcion yrans-
porte de mRNA a nivel del Poro Nuclear. En este acoplamiento participa Suslp. Tratamos, pues, de elucidar
los mecanismos moleculares que median este acoplamiento funcional.

Nuestras hipotesis fundamentales de trabajo son las siguientes:

- Suslp esta implicada en el acoplamiento fisico delos procesos transcripcion y exportacion de
mRNA en el NPC, mediante interacciones proteina-proteina de miembros de ambas maquinarias.

- La presencia de diferentes proteinas implicadas re exportacion en complejos independientes
sugiere la existencia de posibles rutas alternativas para mRNAs especificos.

Papel de la proteina Susl en inicio de la transcripcion.

En el laboratorio estudiamos el gen conservado SUS1. Susl juega un claro papel en transporte de mRNAs
y en transcripcion, pero no esta clara su funcién ralecular para acoplar ambos procesos. Susl copurifia
con dos complejos estables, SAGA (transcripcion) ypac3-Thpl-Cdc31 (EXPORT), pero desconocemos
cuales son las proteinas de ambos complejos que imraccionan de forma directa con Suslp. Reciente-
mente hemos identificado las interacciones que median la estabilizacion del complejo SAGA-Sus1-EXPORT.
Sus1 junto con Sgfll y Ubp8 forman un médulo funcioal estable en SAGA. Ademas hemos demostrado
que Susl esta implicado en la deubiquitinacién deal histona H2B y como consecuencia, en la metilacion
de H3. Sgfll esta relacionado genéticamente con Susl, de modo que mutaciones en sgfll exacerban los
fenotipos relacionados con la falta de susl en laé@lula. Todos estos datos sugieren que Susl juega upapel
importante en la deubiquitinacion de la histona H2B a través de smen.



Identificacion de nuevos genes relacionados con Susl y exportacion de mRNAs.

Por otro lado hemos identificado nuevas proteinas ge interaccionan fisicamente o genéticamente con Sl. Mediante analisis por
espectrometria de masas hemos encontrado que Susl interacciona con proteinas relacionadas con exportacién y cromatina como Mip6
y proteinas del complejo SNF/SWI. Actualmente estaps confirmando estas observaciones y analizando seelevancia en los procesos
en los que interviene Susl.

Estudio del gen homélogo de Susl en humanos.

Susl esta conservada en la evolucion. Estamos reatndo estudios de complementacion por parte de hSus en levadura y nuestros
datos preliminares apuntan a que DC6 es capaz de cmplementar algunos de los fenotipos del mutante Suk. Nuestra hip6tesis de
trabajo propone que la funcion de Susl esta conserada en la evolucién y que debido a su interaccion @n proteinas implicadas en
ataxias, hSusl podria tener un papel importante en el desarrollo de este tipo de enfermedades. Datos preliminares de expresion de Susl
en tejidos de raton apuntan a un posible incremento de niveles de su mRNA en tejido nervioso, lo cual estaria en concordancia con nues-
tra hipétesis de su funcién en SNC.

Los datos de los que disponemos en levadura demuestran una interaccittanto genética como fisica entre Susl1y Sgfll. Es muy proba

ble que esté interaccion se dé en células humanas y sea por tanto muy interesante el analisis del papel de Susly Sgfll en ataxia u otras
enfermedades.

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

Estamos poniendo a punto, en colaboracion con distitos laboratorios del Programa de Descubrimiento déNuevos Farmacos, rastreos
en mutantes de genes implicados en transporte nucleo-citoplasmaon las quimiotecas disponibles en el centro, con el fin dedentificar
dianas y compuestos interesantes para nuestros esttios. Algunos de los ejemplos de los cribados que os interesan son los siguien-

tes:
- Interacciones proteina-proteina- Screening de doble hibrido (con proteinas tanto humanas como de levadura)

- Funcionalidad de genes.- los métodos de caracteracién fenotipica de mutantes en levadura estdn muchmas avanzados y
son facilmente adaptables para la busqueda y/o pérdida de funcionalidad.

- Busqueda de Supresores.

- Cribado de librerias para seleccién de inhibidose el 70 % del genoma de levadura esté conservadom®humanos y este sistema
se utiliza para la busqueda masiva de inhibidores que posteriormente son testados en su homologo de humanos.
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Localizacion preferente de Sus 1 en el NPC en ausencia de sgfl1. Bloqueo en la exportacion de mRNA en ausencia de sl
y sgfll.
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Modelos Animales

Los glucocorticoides (GCs) son los compuestos mas tilizados en el tratamiento de numerosas patologias
inflamatorias agudas y cronicas, y estan indicadogn el tratamiento de diversas neoplasias. Las acciges
biolégicas de los GCs se ejercen a través del recepr de glucocorticoides (GR), una proteina que acta
como un factor de transcripcion dependiente de ligando, regulando la transcripcién génica mediante meca-
nismos dependientes (transactivacion) e independigas (transrepresion) de su union al DNA. El poteraii
terapéutico de los GCs reside en la funcion de trasrepresion de GR, mediada a través de la interferera
con distintas vias de transduccion de sefiales, mientras que los efectos secundarios asociados a tratamien-
tos prolongados con GCs, se deben a la funcién de transactivacion de GR. Recientemente, hemos demos-
trado que GR ejerce un potente efecto anti-prolifetivo, anti-inflamatorio y anti-tumoral en la epidenis, a
través de la interferencia funcional con IKK/NF-kgmB y PI3K/AKT. Ademas, la sobreexpresion de GR en
las células basales de los epitelios estratificados (transgénicos K5-GR) produce malformaciones congénitas
que recapitulan el cuadro clinico de pacientes corel sindrome Displasia Ectodérmica (DE), donde uno 6
mas derivados ectodérmicos se encuentran afectados. Nuestros objetivos son diseccionar las vias de sefia-
lizacion implicadas en las acciones terapéuticas d&R durante la inflamacion y carcinogénesis cutaneay
analizar la funcion de GR, MAPK/AP-1y IKK/NF-kappaB en la fisiopatologia de epitelios y en el sindrome DE
mediante modelos animales.

Andlisis de los mecanismos moleculares que subyacen la accién de las hormonas glucocorticoides
en inflamacién y carcinogénesis epiteliales mediant e modelos animales de ganancia y pérdida de
funcion.

Nuestro trabajo esta encaminado a diseccionar lamteracciones multiples y complejas entre GR y lasias

de sefializacion IKK/NF-kappaB, MAPK/AP-1 y PI3K/AKT, evaluar como se integran estas vias en respuesta
a los GCs y diversos estimulos pro-inflamatorios @lentificar las dianas génicas reguladas diferendimente
por la funcién de transactivacion/transrepresion de GR, utilizando diversos modelos transgénicos modifica-
dos genéticamente. Estos estudios contribuiran a idntificar las alteraciones en la sefializacion queocrela-
cionan con una supresion funcional de GR, sirviendeomo modelo del fenémeno de resistencia a GCs en
patologias cutaneas con inflamacioén crénica.



Modelos animales transgénicos para el estudio de di smorfogénesis epiteliales. Bases moleculares del si ndrome humano Displa-

sia Ectodérmica (DE).

Con objeto de evaluar las consecuencias fisiopatolficas de la inactivacion funcional de GR en epitels, analizaremos la epidermis de
ratones GRnull y de ratones “knok-out” especificogle tejido, K14-cre-ER-T2/GRflox, en los cuales la lalacion especifica de GR se
inducira en epitelios bien durante la edad adulta el desarrollo embrionario. Esta aproximacion nos grmitird discriminar la contribucion
funcional de GR en epitelio y mesénquima, y caractezar la posible disfuncion IKK/NF-kappaB en este mceso. La identificacion de las
vias de sefializacion implicadas en el sindrome DE mediante modelos animales de la enfermedad, puede contribuir a la posible diagnosis

precoz de la enfermedad y tratamiento de las lesiones epiteliales caracteristicas de esta patologia.

Modelo transgénico K5-GR: el receptor de glucocorticoi-
des (GR) actlia como supresor tumoral durante la cai-
nogénesis de piel.

Mecanismos de interferencia entre el receptor de
glucocorticoides y NF-kB.
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Bases moleculares de la dismorfogénesis epiteliaPapel de GR y
NF-kB

PUBLICACIONES 2006

1. Leis, H., Sanchis, A., Pérez, PDeletion of the N-terminus
of IKKgamma induces apoptosis in keratinocytes and
impairs the AKT/PTEN signaling pathway . Exp Cell Res.
2006 Nov 23. On line.
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Hematologia Molecular

El interés del laboratorio se centra en dos aspectos:

1. Estudio de la leucemia linfatica crénica B (LL®). La LLC-B: es una enfermedad heterogénea, con um
incidencia global de 3/100000 habitantes y considerada como no curable. Desde el punto de vista molecu-
lar contempla formas mutadas y no mutadas en el geme IgVH, con pronéstico clinico diferente. Nuestro
interés estriba en profundizar en la heterogeneidade la LLC-B mediante estudio de factores pronéstio y

su relacién con analisis de proteémica y genoémica celular. En estudios realizados en un grupo de pacientes
no tratados en estadios A de Binet hemos encontraddliferencias tanto en proteinas como en expresion
de genes y vias de sefializacion o procesos bioldgas entre las formas mutadas y no mutadas. Para est®
estudios se ha establecido colaboracion con el Servicio de proteémica del IBV-CSIC y con el Departamento
de Bioinformatica del CIPF. Nuevos estudios sobrealmisma poblacién de pacientes con LLC-B intentan
relacionar e interpretar estos datos con los que se otendran sobre perfiles metabolémicos y de activacion
de caspasas. La orientacion de la investigacion genémica y proteémica en LLC-B intenta identificar nuevos
perfiles moleculares con posible implicacion de dianas que puedan sugerir mejores y mas especificos facto-
res prondsticos y terapéuticos.

2. Estudio de la funciones del Factor de Transcripcion AP-1 durante la Division Celular.

Estudio genomico y protedmico de la LLC-B.

OBJETIVOS: 1- Caracterizar los perfiles genémico,rpteémico, metabolémico y apoptético de las formas
moleculares descritas. 2- Validar genes y proteinade interés en muestras de pacientes mediante técoas
aplicables en los laboratorios clinicos .3- Integr@on de datos con la informacion clinica mediante @rra-
mientas bioinformaticas, a fin de hallar posibles dianas diagnésticas/prondsticas.



Estudio de la funciones del Factor de Transcripcion AP-1 durante la Division Celular.

El factor de transcripcién AP-1, formado por los membros de la familia Jun, Fos y ATF, es un mediadade la expresion génica en
respuesta a un amplio abanico de estimulos extracelulares. AP-1 esta involucrado en el control de la proliferacion, la transformacién celu-
lar y la apoptosis. JunB, miembro de la familia Jures un regulador negativo de la proliferacién celar y ha sido identificado recientemente
€Oomo un supresor tumoral.

En esta linea de investigacion se pretende (i) la identificacién de nuevas dianas transcripcionales del factor de transcripcién JunB durante
el ciclo celular mediante inmunoprecipitacion de @matina y “micromatrices de ADN”. (ii) descifrar Bmecanismos de la ruta de ubiqui-
tinacion—proteasoma implicados en la degradacion delunB en mitosis y (iii) el rastreo de compuestos ug puedan estabilizar a JunB

actuando por tanto como posibles drogas antiproliferativas.

lgVymut  IgVyno mut
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A. Interaccion in vivo de JunB al elemento de respuest  a CRE del gen de
ciclina A2 de ratén . Se transfectaron células HeLa con los genes repteros de
ciclina A2 de ratén que contenian el motivo CRE sehje o CRE mutado. Mediante
la técnica de inmunoprecitacion de la cromatina (ClP) observamos la unién del
motivo CRE salvaje a JunB endégenoB. Union de JunB al promotor de ciclina

A2 enddgeno de humanos . Ensayos de Inmunoprecipitacion de la Cromatina
con anticuerpos anti-JunB muestran la unién de JunBal gen de ciclina A endégeno
en células Hela.

PUBLICACIONES 2006

Alvarez, 1., Sureda, A., Caballero, M.D., Urbano-fszla,
A., Ribera, J.M., Canales, M., Garcia-Conde, J., Saz, G.,
Arranz, R., Bernal, M.T., de la Serna, J., Diez, 1., Mora-
leda, J.M., Rubio-Félix, D., Xicoy, B., Martinez, C Mateos,
M.V., Sierra, J.“Nonmyeloablative stem cell transplan-
tation is an effective therapy for refractory or re lapsed
hodgkin lymphoma: results of a spanish prospective
cooperative protocol” . Biol Blood Marrow Transplant. 2006
Feb;12(2):172-83.

Saez, R., Molina, M.A., Ramsey, E.E., Rojo, F, Keenan, E.J.,
Albanell, J., Lluch, A., Garcia-Conde, J., Baselga)., Clin-
ton, G.M. p95HER-2 predicts worse outcome in patients

with HER-2-positive breast cancer .Clin Cancer Res. 2006
Jan 15;12(2):424-31.

3.

Jantus-Lewintre, E., Sarsotti, E., Terol, M.J., Beet, |., Garcia-
Conde, J. Bortezomib induces different apoptotic rates

in B-CLL cells according to IgVH and BCL-6 mutations

Clin Transl Oncol. 2006 Nov;8(11):805-11.

Capitulo de Libro

1.

Garcia-Conde, J.La formacion en hematologia y hemo-
terapia en Hematologia Clinica. 5ta Ed. Sans-Sabrafen J,
Besses C., Vives Corrons J.L., eds. Elsevier: 2006p863-
871.
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Farmacologia Molecular

El principal objetivo del presente proyecto es esttiar el papel regulador del Factor Inducible por Hioxia
(HIF), en el mantenimiento de la capacidad de autoenovacion y diferenciacion de las células troncage
adultas para su futura aplicacion a la terapia regeerativa humana. Para ello estamos estudiando losventos
moleculares que ocurren en condiciones de hipoxia ge influyen en que una célula troncal se diferenciel
tipo celular dafiado- por ejemplo por un evento isgémico tras un infarto-, o sufra transformaciones qa
conduzcan a estas células hacia un fenotipo maligno (oncogénesis). Por lo tanto, estamos abordando tanto
el estudio del papel regulador HIF en, (i) el mantémiento de la capacidad de autorenovacion y difene-
ciacion de las células troncales mesenquimales de gdula 6sea y (ii) en la inestabilidad genémica des
células troncales neurales por la modulacién de gess reparadores (MMR) de aquellas mutaciones que se
producen durante la replicacion del DNA. Finalmenten tercer aspecto de nuestro trabajo se basa en la
busqueda y seleccion de moduladores de la ruta de sfializacion de HIF y su caracterizacion en los pr&sos
de autorenovacion /diferenciacion de los modelos decélula troncal neural y mesenquimal, asi como des
estudios de la actividad de estos inhibidores en la modulacion de los eventos mediados por MMR.

Estudio de lo mecanismos moleculares que regulan lo s sistemas reparadores del material genético
en celula troncal neural en condiciones de Hipoxia.

Existen evidencias de que determinados tumores cerebrales, e.g., glioblastomas, meduloblastomas y astro-
citomas, contienen células con capacidad de multipotencialidad similar a determinados progenitores neura-
les. HIF esta implicado tanto en la proliferacion y la expansion de la célula tumoral, como en su posible etio-
logia, por tener un papel preponderante en la inesbilidad genédmica de las célula tumoral. En éste fiino
aspecto, HIF se ha asociado con la bajada en la gxesién de los genes reparadores (MMR) de la repbe
cion del ADN, que son los responsables de garantizala fidelidad del proceso, evitando la permanenciae
mutaciones que estan en el origen del fenotipo majno. Este proyecto plantea estudiar el papel de HIen

la regulacion de la expresion de los MMR en la céla troncal neural y si esto tiene como consecuencida
existencia de inestabilidad genémica o cambios enok niveles de apoptosis, que puedan jugar a favor e
los intereses del tumor.



Porcentaje de muerte de células progenitoras neurab (C.17.2), medido
por citometria de flujo (Yoduro de propidio), en codiciones de normoxia
e hipoxia. Los valores de hipoxia tomados a diferees tiempos ( 3h, 6h,
9h, 24h, 48h) estan referidos a los obtenidos en condiciones de normoxia
(100%). Los puntos representan la media de tres exgrimentos y sus
correspondientes desviaciones estandar.

Células madre neurales cultivadas en medio de difenciacion (libre de agentes mitogénicos) dan lugaa células neurales
diferenciadas. En la fotografia se observan células madre neurales que no han diferenciado, creciendo en forma de esferas
en suspension, asi como otras células con morfologia de célula neural diferenciada.

Estudio de los mecanismos de autorenovacion y difer enciacion de células troncales mesenquimales comot erapia celular contra
el infarto de miocardio: regulacion por hipoxia.

En respuesta a la isquemia, los cardiomiocitos desaollan hipertrofia celular, ploidia nuclear y apdpsis, siendo necesaria una neo-
vascularizacion en la zona isquémica. El entorno fdxico induce la activacién del Factor Inducible poHipoxia (HIF), que regula genes
implicados en el remodelado ventricular, posterioal infarto miocardico. Recientes hallazgos demuesan el sinergismo de HIF con dos
rutas de sefializacion - Notch y Oct-4 -, que median en los procesos de diferenciacion de la célula troncal. Nuestros estudios pretenden
establecer el papel de HIF en la capacidad de autorrenovacion y diferenciacion de las células troncales de médula 6sea (BM-MSC) en el
tejido isquémico. En nuestro laboratorio hemos caracterizado HIF en los modelos celulares de BM-MSC y en troncales de pulpa dentaria,
realizando estudios cinéticos de la induccion de HIF y de sus genes diana por la caracterizacion tanto a nivel de RNA mensajeros como
de proteinas.



CIPF, memoria 2006

Programas Cientificos 123/124
Programa de Descubrimiento de Nuevos Farmacos

Seleccién y caracterizacion del modo de accién de inhibidores del Factor de trasncripcion Inducible por Hipoxia (HIF).

Un tercer aspecto de nuestro trabajo se basa en la busqueda y seleccion de moduladores de la ruta de sefializaciéon de HIF y su caracte-
rizacion en la autorenovacion /diferenciacion de bmodelos de célula troncal -neural y mesenquimal-asi como de los estudios de la acti-
vidad de estos inhibidores en la modulacién de los eventos mediados por MMR. En este sentido hemos realizado el disefio de un ensayo
celular con los elementos de respuesta de HIF fusimdos al gen reportero de la luciferasa, que nos hpermitido la seleccion de cuatro
nuevos compuestos moduladores de la actividad de Ht a partir de la coleccion de compuestos puros dispnibles en el CIPF. Actual-
mente estos nuevos compuestos estan siendo caractdrados en los procesos de sefializacion celular medda por HIF tanto en célula
troncal como en célula tumoral. También estamos evaluando su toxicidad en paneles celulares y en modelos preclinicos de vertebrados.

Servicio Cientifico de Cribado del CIPF.

El Departamento de Farmacologia Molecular del CIP&s también responsable de la creacién y puesta en rrcha del Servicio de Cribado.
En este primer afio se dispone ya de una coleccién @ mas de 11.000 compuestos puros que han sido prepaados para su almace-
namiento y uso en formato de alta densidad. Asimisim, se han puesto a punto los sistema de automatizai®n de ensayos, de captura
directa de los resultados desde los sistemas de lectura y de céalculo de inhibicion en ensayos de alta densidad de muestras. En colabora-
cién con los Departamentos del CIPF (e.g., Bioinfonatica, Diferenciacion de Cél. Troncal, Regeneracig Citémica, Biologia Estructural,
Peptidos y Proteinas,...) se han puesto a punto amaciones informaticas, bases de datos, ensayos, dearrollo de cribados masivos y
seleccion y caracterizacion de compuestos con actidad biologica relevante para la diana farmacologaseleccionada. Se dispone de
candidatos para su proteccion por patente y potencial desarrollo preclinico.

PUBLICACIONES 2006

1. Lombd, F, Velasco, A., Castro, A,, de la Calle, F, Brafia, A.F., 2. Mitchell, J.A., Lucas, R., Vojnovic, I., Hasan, K., Pepper, J.R.,

Sanchez-Puelles, J.M., Méndez, C., Salas, J.ADeciphering Warner, T.D.Stronger inhibition by nonsteroid anti-infla-
the biosynthesis pathway of the antitumor thiocora- mmatory drugs of cyclooxygenase-1 in endothelial ce lls
line from a Marine actinomycete and its expression in than platelets offers an explanation for increased risk of

streptomycetes. ChemBiochem. 2006. 7, 366-376. thrombotic events . FASEB J. 2006 Dec;20(14):2468-75.
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Péptidos y Proteinas

En las Gltimas décadas, la mayoria de los farmacose han desarrollado como inhibidores de enzimas.
Sin embargo, en la actualidad se estan explorando uevas posibilidades. Entre los potenciales candidat
destacan los inhibidores de interacciones proteingroteina. La mayoria de proteinas, incluyendo enzias,
llevan a cabo su funcién biol6gica mediante la intaccion con otras proteinas. La inhibicion de estamterac-
ciones es una forma de modulacion de la actividad. La diversidad estructural presente y el gran nimero de
interacciones posibles y especificas ofrecen un gran nimero de posibles dianas farmacéuticas.

El objetivo principal de nuestro grupo es el disefige moléculas sintéticas dirigidas al reconocimieit de
superficies proteicas, capaces de modular interacciones proteina-proteina de relevancia biolégica. Este tipo
de trabajo, en el que se pretende el estudio de stemas biolégicos mediante la intervencion quimicase

desarrolla en la interfase entre estas dos disciplinas.

Por otra parte disponemos actualmente de moduladore desarrollados en nuestro laboratorio que se han
convertido en herramientas quimicas con los que pretendemos analizar el efecto a nivel celular de la disrup-

cién de dichas interacciones, asi como trabajar en la mejora farmacologica de dichas moléculas.

Moduladores de rutas apoptéticas.

La apoptosis (muerte celular programada) es un proceso celular implicado en el correcto funcionamiento de
diferentes sistemas biolégicos entre los que se ifaye el recambio celular, el sistema inmune, el desrollo
embrionario, etc.. Se han encontrado evidencias de apoptosis desregulada asociadas a procesos patoldgi-
cos en humanos tales como, enfermedades neurodegenerativas, procesos de isquemia, desoérdenes inmu-
nolégicos o cancer. Nuestro grupo esta implicado erel desarrollo de moduladores de este tipo de mued
celular que afectan a interacciones proteina-proteina en diferentes niveles de la ruta apoptotica.

Moduladores de ciclo celular.

Los objetivos en la terapia del cancer han cambiad@n las dos Ultimas décadas. De la bisqueda de cito
téxicos inespecificos se ha pasado a tratar de idetificar compuestos activos con dianas moleculares ken
definidas. Entre las dianas moleculares que mayong@ectativa han levantado se encuentran los comple®
formados entre las protein-quinasas dependientes deiclina y las ciclinas. En nuestro grupo se ha id#i-
ficado un hexapéptido (NCBI1) que inhibe la activatl quinasa del complejo cdk-2 ciclina A mediante su

union selectiva a la ciclina A 'y es capaz de inducapoptosis en diversas lineas celulares. En esterpyecto se



pretende caracterizar el mecanismo molecular de induccion de apoptosis y evaluar los efectos a nivel celular de la inhibicion selectiva de
ciclina A, ademas de continuar el proceso de blsqueda y optimizacion de moduladores de esta interaccion.

Caracterizacion molecular de las interacciones entre la proteina GPBP y sus sustratos proteicos

En colaboracion con el laboratorio del Dr. Juan Sasi(CIPF) se esta llevando a cabo la caracterizacidniofisica de GPBP. GPBP es una
enzima que cataliza la transferencia de fosfatos ka agregacion supramolecular de proteinas sustrat@formacion de estructuras cuater-

narias). Resultados experimentales sugieren que cuao la homeostasis de GPBP se altera se ensamblananférmeros aberrantes que

inducen una respuesta autoinmune o formas inestabkeprecipitables que causan degeneracion tisular. Ebjetivo de nuestro grupo es

lograr establecer la relacién entre actividad de GBP y la aparicién de depdsitos proteinaceos de natraleza amiloide en el glomérulo
renal, asi como obtener moduladores de la interaccion de GPBP con sus proteinas sustrato.

Inhibidores de endotoxinas bacterianas.

En la infeccion causada por bacterias Gram negativas el agente responsable del desencadenamiento de la respuesta inmune es el Lipo-
polisacarido (LPS). Una respuesta exacerbada del ganismo ante este tipo de infecciones da lugar al ésarrollo de procesos de shock
séptico, causa principal de muerte en las unidadesle cuidados intensivos de hospitales. La neutralizaén del LPS se ha propuesto como
uno de los mecanismos de modulacién de dicho proces. En nuestro grupo se han disefiado y evaluado un@rimera generacion de
péptidos y péptidomiméticos que neutralizan in vitro e in vivo la accion toxica del LPS.
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Un nuevo sitio farmacoférico en Ciclina A . En la figura se muestra,como
el peptido NBI1 (rojo) dificulta la interaccion emé cdk2(azul)y ciclina A
(verde). En la figura se muestra tambien un peptidonido al sitio CRM (repre-
sentacion de varillas)

PUBLICACIONES 2006

Vicent, M.J. y Pérez-Paya, E.PGA-aided inhibitors of
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Canela, N., Orzaez, M., Fucho, R., Gutiérrez, R., Reda-
Lucena, A., Bachs, O. y Pérez-Pay4, Eldentification of an
hexapeptide that binds to a surface pocket in cycli nA
and inhibits the catalytic activity of the complex cyclin-
dependent kinase 2/cyclinA . J Biol Chem (2006) 281(47)
35942

Malet, G., Martin, A.G., Orzaez, M., Vicent, M.J.Masip, |.,
Sanclimens, G., Mingarro, ., Ferrer-Montiel, A., Esseguer,
A., Fearnhead, O. y Pérez-Paya, ESmall molecule inhi-
bitors of Apaf-1-related caspasa-3/-9 activation th at
control mitochondrial-dependent apoptosis. Cell Death
and Differentiation (2006),13, 1523-1532
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mediated membrane fusion . FEBS Lett 580, 2561-6
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Sanz, L., Revert-Ros, F., Froilan Granero, F., PézePaya, E.,
Hudson, B.G., Juan Saus.Conformational diversity of the
Goodpasture antigen, the noncollagenous-1 domain of
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Mora, P., Mas-Moruno, C., Tamborero, S., Cruz, L.J.Pérez-
Paya, E., Albericio, FDesign of a Minimized Cyclic Tetra-
peptide that Neutralizes Bacterial Endotoxins . J. Pept.
Sci. 12, 491-6 (2006)
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Biologia Estructural

A lo largo de este afio, se han puesto las bases para el desarrollo de un gran nimero de proyectos de inves-
tigacion propios, y de otros en colaboracion con investigadores del CIPF y de otras instituciones nacionales
e internacionales. Entre ellos, cabe destacar la caracterizacion estructural de proteinas que juegan un papel
clave en la sefializacién celular representados paruestros estudios sobre el papel de residuos expue®s

al solvente en la proteina p53, o el estudio de cofactores de la Hsp90. En linea con una de las aspiraciones
del Departamento de Quimica Médica, estamos profunidando en el disefio de motivos estructurales que
permitan inhibir interacciones proteina-proteina, lo cual permitira abrir un nuevo campo de desarrollo farma-
céutico. Asimismo, y dado el papel que la Biologia Estructural juega en un ambiente cientifico pluridisciplinar
como el del CIPF, estamos colaborando activamente @n investigadores del Departamento de Bioinforma-
tica para conocer las bases estructurales de ciertsa patologias causadas por mutaciones en aminoacidos
de algunas proteinas que desempefian un papel fundaental en la actividad normal de la célula. Finalmé®,
hemos logrado demostrar que la Resonancia Magnéticéuclear puede emplearse en el estudio de célu-
las intactas y pensamos que esta nueva aplicacion @dria facilitar la caracterizacion metabdlica de dalas
madre, de su diferenciacion a distintos tipos celulares, asi como la evaluacion de la respuesta farmacolégica
de células expuestas a xenobibticos.

Influencia en la estabilidad de las proteinas de lo s residuos expuestos al disolvente. Estudio del
dominio de tetramerizacion de p53.

La formacion de nucleos hidrofébicos es una de las principales fuerzas que dirigen el plegamiento de protei-
nas. Sin embargo, la implicacion en este proceso ddos aminoacidos expuestos al disolvente no es tan
clara. Con el objetivo de estudiar su influencia,esha sintetizado, en colaboracién con el grupo deDr. Pérez-
Paya (CIPF/CSIC), una quimioteca conformacionalmeatdefinida en la que se han combinatorializado los
tres residuos expuestos al disolvente localizados en la lamina beta del dominio de tetramerizacion del supre-
sor tumoral p53. Se ha seleccionado un conjunto depéptidos que contienen combinaciones de residuos
estabilizantes o desestabilizantes y se esta llevando a cabo un estudio estructural de cada uno de ellos por
resonancia magnética nuclear.

Genomica estructural basada en cofactores de la hsp90.

En colaboracién con el grupo del Dr. Walid Houry, @mos iniciado un proyecto de genémica estructural
basado en el analisis de cofactores de la chaperonadsp90, la cual esta implicada en la activacion de
un numero importante de proteinas que juegan un pael fundamental en sefializacion celular, incluyendo
muchas cuya desregulacion da lugar a cancer. Estedcho explica la gran atencion que se esta prestanden



los dltimos afios al desarrollo de inhibidores de Hsp90 como nuevos farmacos anticancerosos. En estos momentos, estamos trabajando
en la caracterizacion estructural de un nuevo cofactor de la Hsp90 denominado Tahl que ha permitido establecer el nexo de unién entre
Hsp90 y la regulacion epigenética de genes.

Disefio de motivos estructurales que actlen como miméticos de interacciones proteina-proteina.

Las interacciones proteina-proteina (IPP) juegan ymapel fundamental en la mayoria de los procesos delares. Ademas las IPP estan
implicadas en el desarrollo de procesos patoldgicos, por ejemplo en la enfermedad del prién, en Alzheimer, asi como en distintos proce-
S0s cancerosos. Por esta razon, muchas de las IPP peden ser consideradas como dianas de interés farmeéutico. El objetivo del
presente estudio es el de caracterizar estructuralente mediante RMN y analisis computacional, motivogstructurales independientes
cuya interaccion pueda representar un modelo a pequefia escala de las IPP que ocurren in vivo. Con este fin, se han elegido dosi-
nios independientes, una horquilla beta y una hélice alfa, que son motivos estructurales que se encuentran con frecuencia en las superfi-
cies de las IPP. El proyecto comenzara por la unién de los dos péptidos mediante un puente quimico, y por la determinacion del tamafio
Optimo de separacion entre ambos péptidos.

Prediccion de mutantes patoldgicos basada en la estimacion de coeficientes de seleccion.

Hasta el momento son diversas las aproximaciones jpuestas para determinar si un cambio mutacional deido a un SNP puede o no
producir una alteracion fenotipica asociada a unamermedad. No obstante, ninguna de ellas se ha bas#o en mediciones directas de

la accién de la seleccion natural sobre los aminoacidos de todas las proteinas del genoma humano. Es decir, en la determinacion de un
valor para todos los sitios codificantes del genomajue establezca qué mutaciones pueden asociarse denanera significativa a enfer-
medades. Este tipo de aproximacion tiene una ventajenorme e inmediata: la ausencia de modelos espeficos de estructuras para la
generacion de hipétesis mutante-enfermedad. La hip6tesis de nuestros colaboradores (Bioinformatica, CIPF) es que dicha prediccién en
humanos podria deducirse a partir del alineamiento de secuencias de un conjunto de especies de vertebrados y la aplicacion de modelos
de méaxima verosimilitud para el estudio de la seleccion positiva.

RMN en células.

La RMN en células es una técnica desarrollada muy recientemente y que permite la deteccion y caracterizacion estructural de proteinas
y otras macromoléculas en el citoplasma de las células. Este tipo de experimentos son muy Utiles porque permiten la observacién directa
de cambios en la estructura de una macromolécula deido a interacciones con otros componentes celulars o por la introduccién de
compuestos que puedan interaccionar con ella. Asi, una de las ventajas fundamentales de esta tecnologia es una mejor comprension del
comportamiento de las moléculas en un sistema in vivo. Hasta ahora, este tipo de experimentos se han limitado a la deteccién de protei-
nas recombinantes expresadas en E. coli, para lo cual es necesario el marcaje selectivo en 15N. Nuestro objetivo Ultimo es el de emplear
esta aproximacion para la caracterizacion en células eucariotas de la interaccion entre dianas terapéuticas y farmacos potenciales.
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) o o Chem. 2006 Nov 24;281(47):35942-53.
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Moléculas Organicas

El trabajo de nuestro grupo esta enfocado a la siesis de nuevos compuestos que puedan presentar pota-
cial como posibles farmacos. La actividad biol6gicale las sustancias sintetizadas se evalla en colaba-
cién con otros grupos del CIPF. Los datos obtenidospara los compuestos sintetizados nos permitiran la
realizacion de estudios SAR con la finalidad de ophizar la actividad de los compuestos como posibles
farmacos.

Sintesis de compuestos organofluorados con potencial actividad biolégica.

En esta linea se desarrollan nuevos métodos sintébs para la preparacion de moléculas organicas con
caracteristicas adecuadas para su posible uso como farmacos.

Sintesis y disefio de moduladores de interacciones proteina-proteina.

Las interacciones proteina-proteina tienen una tremenda importancia en la regulacion del metabolismo, y en
esta linea se pretende el disefio y sintesis de compuestos que modulen estas interacciones en casos como
la apoptosis. Esta linea de investigacion se desaslla en colaboracion con el grupo del Dr. Enrique €rez
Paya, del CIPF.

Disefio, sintesis y evaluacion biolégica de inhibido res con esqueleto bi- o terfenilico de la interacci  6n
RRE-Rev del virus HIV1.

El ARN del HIV-1 contiene toda la informacién genética de este virus. Este acido nucleico incluye un motivo,
al que se conoce como RRE, que reconoce de forma especifica una proteina viral, que recibe el nombre de
Reuv. La interaccion RRE-Rev es esencial para el ciclo de vida del virus. Si Rev no puede transportar el ARN
viral fuera del nucleo, el empaquetamiento y la erpsidacion del mismo en el citoplasma no son posilgs,

y por tanto el virus no puede abandonar la célula dspedadora. El bloqueo de la interaccion entre RRE

la proteina Rev mediante el uso de una molécula oémica adecuada consituye el objetivo de esta linede
investigacion y es una novedosa diana terapéuticanuy poco explorada hasta el momento. En colaboracia
con el Dr. José Gallego, del CIPF.



Sintesis y S.A.R. de los inhibidores del Factor Inducible de Hipoxia (HIF).

Se trata de sintetizar los compuestos que han dadain resultado positivo en el screening de la quimieca Preswick, seguido de un
estudio SAR para optimizar su actvidad como inhibidres del Factor Inducible de Hipoxia (HIF). En cdi@racion con el Dr. José Maria
Séanchez Puelles, del CIPF.
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Estructura y Simulacion Molecular

La actividad del Laboratorio de Estructura y Simulzién Molecular se centra en: (1) el estudio de lastruc-
tura, dinamica e interacciones de motivos de ARN (o ADN) implicados en procesos de regulaciéon genética;
(2) la utilizacion de estructuras tridimensionales de ARN y métodos computacionales para identificar nuevos
ligandos que puedan servir como cabezas de serie pa el desarrollo de farmacos. Para alcanzar estoshje-
tivos, empleamos técnicas bioquimicas, espectroscopicas (RMN), y quimioinformaticas.

Durante 2006 hemos avanzado significativamente era$ lineas de trabajo iniciadas tras el establecimi¢o
del laboratorio en 2005, y acometido nuevos proyeais de investigacion. En el campo de la estructura y
dinamica de acidos nucleicos, hemos determinado lastructura tridimensional de un daplex de ADN que
contiene la base universal 5-nitroindol-3-carboxanda, y estamos estudiando el reconocimento de dichas
bases por polimerasas de ADN. El estudio de una estictura de ARN contenida en la ribozima del viroide
CChMVd esta proximo a finalizarse, y el analisis de interaccion de las proteinas TcUBP1 y TcUBP2 de
parasito Trypanosoma cruzi con secuencias reguladas de ARN esta en curso. En el area del disefio de
farmacos, hemos comenzado un nuevo proyecto consignte en la bisqueda de ligandos que blogueen la
interaccion entre el motivo de ARN RRE y la protetnRev en el virus de la inmunodeficiencia humanapi
1 (HIV-1).

Interacciones ARN-proteina implicadas en la regulacion de la expresion de los antigenos de superfi-
cie del parasito Tripanosoma cruzi.

El parasito unicelular T. cruzi (causante de la eefimedad de Chagas) se transmite a humanos mediante
vectores artrépodos, y su supervivencia depende denecanismos postrancripcionales de regulacion gené-
tica que le permitan adaptar su maquinaria bioquima al pasar de un huesped a otro. Las regiones 3’ o
traducidas de los ARNm que codifican las proteinasle superficie de T. cruzi regulan la expresion geri€a

de estos antigenos a lo largo del ciclo de vida dgbarasito mediante secuencias ricas en adenina (ARB
guanina altamente conservadas. El objetivo de estproyecto (una colaboracion con C. Frasch, 1IB Argetima)
consiste en el estudio de la interaccion entre secencias ARE y las proteinas TcUBP1 y TcUBP2 del prot
zoo. Tratamos de determinar si existe interaccionmre TcUBP1 y TcUBP2, como afecta esta interacciora

la unién de estas proteinas a las secuencias ARE, y cual es la cadena de efectos que conduce a la estabili-
zacion o desestabilizacion de los ARNm.

Estructuras funcionales de ARN en virus y viroides.

Las ribozimas son enzimas integramente formadas por ARN que juegan un papel esencial en el ciclo de vida
de numerosos virus y viroides. Ademas de su interébioldgico y bioquimico, estas enzimas estan siendo
investigadas como posibles agentes terapéuticos denados a inactivar especificamente determinadas



secuencias de ARN. En colaboracion con Ricardo Fles (UPV), estamos estudiando la estructura en disation de dos bucles de ARN de
la ribozima de cabeza de martillo del viroide CChMVd, asi como la interaccién entre los mismos. Sobre la base de analisis estructurales y
mutagénicos, nos proponemos determinar qué interacciones terciarias son esenciales para la actividad catalitica de la ribozima.

En colaboracion con L. Enjuanes (CNB), también estaos estudiando la relacién entre estructura y actidad biol6gica en una serie de
secuencias reguladoras de transcripcion procedentes del coronavirus responsable de la gastroenteritis transmisible.

Dindmica de ADN bicatenario en la escala de tiempo de milisegundos.

En comparacioén con los constantes avances en el camo estructural, disponemos de muchos menos datos aerca de la dindmica de
acidos nucleicos y proteinas. Los movimientos de e®s biopolimeros en la escala de tiempo de milisegudos desempefian un papel
primordial en sus interacciones con otras biomoléclas o con pequefios ligandos, asi como en procesos d catalisis enzimatica. Sobre

la base de los movimientos de rotacion detectados peviamente en los anillos del agente antitumoralielkfide bis-intercalado en ADN,
estamos profundizando en el estudio de la dinamica de estos complejos mediante el andlisis de las velocidades de relajacion de atomos
13C y 1H del ADN. El objetivo del proyecto es compbar si los movimientos de los anillos del farmacestan correlacionados con los
movimientos de los nucleétidos de ADN, y determinagué efectos tienen estas fluctuaciones en la inteccion del ADN con ligandos
organicos y proteinas.

Bloqueo de la interacciéon RRE-Rev del virus HIV-1 mediante ligandos organicos de bajo peso molecular.

El ARN de células, bacterias y virus proporciona @n nimero de posibles dianas para el desarrollo déarmacos, y es el receptor de
numerosos antibidticos actualmente empleados en clinica. Estas dianas estan relativamente inexploradas desde el punto de vista farma-

Gallego, J; Loakes, D. Solution structure of a DNAuplex containing the universal base 5-nitroin-
dole-3-carboxamide. Estructura tridimensional depoiada en el Protein Data Bank (PDB ID
204Y) (2006).
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céutico, lo que aumenta su interés cientifico. El motivo RRE es una estructura de ARN localizada en el genoma del virus HIV-1 y recono-
cida especificamente por una alfa-hélice de la proteina viral Rev. Esta interaccién permite el transporte del ARNm viral al citoplasma de la
célula infectada, y es esencial para la replicaciédel virus. Mediante métodos computacionales, hemosdentificado posibles miméticos
organicos de alfa-hélice que reconocen especificam&e el motivo RRE. El objetivo del proyecto (en caboracién con J. Sanz, CIPF) es

la evaluacion por RMN y fluorescencia de éstos y otros ligandos identificados mediante técnicas quimioinformaticas, y la identificacion de
nuevos cabezas de serie con actividad antiviral.

Bases universales de ADN.

Estas bases son compuestos aromaticos que, en formale nucle6tidos, pueden aparearse con cualquier bas natural de ADN o ARN,
por lo que actualmente se emplean en la preparacion de cebadores de PCR y sondas de secuenciacion. En colaboracion con D Loakes
(LMB,Reino Unido), este laboratorio ha estudiado niante RMN la estructura y dindmica de varias secugias de ADN conteniendo
los analogos universales 5-nitroindol y 5-nitroinde3-carboxamida, y determinado la estructura tridirensional de uno de los sistemas.
Hemos comprobado que la estas bases no aparean con el nucleétido complementario, sino que intercalan entre éste y un par de bases
adayacente, dando lugar a una mezcla dinamica de d® posibles configuraciones de apilamiento. Estos afilogos son particularmente
interesantes porque, en forma de NTPs, pueden actuacomo substratos de polimerasas obtenidas por ingaieria genética; este hecho
podria incrementar signficativamente las aplicaciones de este tipo de compuestos.

Estructura secundaria del motivo RRE (izquierda)modelo de
un complejo hipotético entre RRE y un mimético de léa-hélice
(derecha).
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apéuticos

Los polimeros terapéuticos pueden ser consideradogomo las primeras nanomedicinas poliméricas. Este
término describe una familia de compuestos y tecnologias de transporte de farmacos basada en polimeros
hidrosolubles. Estos polimeros pueden actuar tantale forma bioactiva como formando parte funcional
inerte de un complejo multicomponente. Su potencial terapéutico ha sido ya clinicamente demostrado.

En este contexto, nuestras lineas de investigacion se centran en el desarrollo de conjugados poliméricos de
22 generacion, nuevas nanomedicinas con aplicaciotanto en terapia anticancerigena como en medicina
regenerativa.

Los objetivos de nuestra investigacion son desarrtdr nuevos portadores poliméricos biodegradables y
demostrar su potencial terapéutico como sistemas de transporte especifico una vez conjugado el farmaco.
Nuestros sistemas poliméricos se basan principalmee en el acido-L-glutamico y estan disefiados para
permitir el estudio de la influencia de su estructa tridimensional en la internalizacion celular dagentes
bioactivos para asi explorar un mayor rango de amaciones terapéuticas. Por ultimo cabe mencionar la
propiedad de multivalencia que poseen los polimeros, ésta nos permite la conjugacion de varios compues-
tos activos en el mismo esqueleto polimérico. De e& modo, es posible el desarrollo de terapia de corhi-
nacion e incluso de sistemas de transporte mas especificos cuando se incorporan residuos dirigentes (anti-
cuerpos, péptidos, etc.) en el esqueleto poliméricdo que aumenta marcadamente el valor terapéutico e
estas nanoconstrucciones hibridas.

Portadores poliméricos con estructura tridimensiona | definida, hidrosolubles, biodegradables y
biocompatibles basados en acido-L-glutamico.

El desarrollo de mejores portadores poliméricos eslave para conseguir farmacos macromoleculares de
22 generacion con valor terapéutico afiadido. Existéa necesidad de desarrollar portadores biodegradales
de elevado peso molecular para aumentar la especdiidad pasiva mediada por el efecto EPR (‘enhanced
permeability and retention effect’) y por tanto disinuir la toxicidad sistémica. Por otro lado, se rquie-
ren estructuras poliméricas mas definidas con menoheterogeneidad, mayor capacidad de carga y una
mayor posibilidad de multivalencia. Los polimerosiperramificados combinan las caracteristicas de una
nano-geometria quasi-monodispersa con una alta densidad de grupos funcionales en su superficie, siendo
atractivas opciones para la inmovilizacion de agentes bioactivos. Por estos motivos, estamos desarrollando
nuevos portadores poliméricos hiperramificados basdos en el acido-L-glutamico para su posterior utiia-
cion en sistemas de transporte intracelular especifico de farmacos.



Portadores poliméricos con estructura tridimensiona | definida, hidrosolubles, biodegradables y biocomp atibles basados en
acido-L-glutamico.

El desarrollo de mejores portadores poliméricos eslave para conseguir farmacos macromoleculares de 2generacién con valor tera-
péutico afiadido. Existe la necesidad de desarrollgoortadores biodegradables de elevado peso moleculapara aumentar la especificidad
pasiva mediada por el efecto EPR (‘enhanced permedlity and retention effect’) y por tanto disminuita toxicidad sistémica. Por otro
lado, se requieren estructuras poliméricas mas definidas con menor heterogeneidad, mayor capacidad de carga y una mayor posibilidad
de multivalencia. Los polimeros hiperramificados combinan las caracteristicas de una nano-geometria quasi-monodispersa con una alta
densidad de grupos funcionales en su superficie, siendo atractivas opciones para la inmovilizacién de agentes bioactivos. Por estos moti-
vos, estamos desarrollando nuevos portadores polimécos hiperramificados basados en el acido-L-glutarico para su posterior utilizacion

en sistemas de transporte intracelular especifico de farmacos.

Nanomedicinas poliméricas moduladores de apoptosis celular.

La apoptosis es un mecanismo clave de sefializacion celular esencial para el correcto funcionamiento de diferentes sistemas bioldgicos.
Pero una apoptosis desregulada esta implicada en patologias humanas tales como, enfermedades neurodegenerativas, procesos isqué-
micos y cancer.

En este contexto, y en colaboracion con el grupo deDr E. Pérez-Paya y el Prof. A. Messeguer hemos darrollado la primera nanome-
dicina polimérica antiapoptética, PGA-peptoide, un conjugado del acido poli-L-glutdmico (PGA) y un peptoide inhibidor del apoptosoma

Representacion esquematica de ‘Polimeros Tera-
péuticos’, considerados los primeros nanofarma-
cos poliméricos.
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(complejo multiproteico que activa la apoptosis). La conjugacion del peptoide a PGA aumenta claramente su actividad anti-apoptética a

la vez que disminuye su citotoxicidad en varios moelos celulares y cultivos primarios de cardiomioais (estudio realizado en colabora-

cion con el grupo del Dr. J.A. Montero). En el lab@torio se esta optimizando la estructura quimica @ esta nanomedicina para llegar a

conseguir un candidato en preclinica.

Polimeros terapéuticos disefiados como terapia de combinacion para el tratamiento de tumores hormono-dependientes.

En colaboracion con la Prof. R Duncan y la Dra. F. Greco, se esta trabajando en el desarrollo de terapia de combinacién polimérica para
el tratamiento de cancer de mama. Hemos obtenido urconjugado que transporta una combinacion de teram endocrina (inhibidor de

aromatasa, AGM) y quimioterapia (Dox) para el trat@ento de cancer de mama. Este conjugado de combinaién muestra un aumento

muy marcado de citotoxicidad frente a modelos celdres de cancer de mama cuando se compara con los cajugados individuales por

separado o una mezcla simple de ambos; uno de ellogs PK1, un conjugado en fase clinica Il con demosada actividad en pacientes

con tumores de mama quimioresistentes. En la actualidad estamos realizando estudios mecanisticos para entender esta sinergia Unica-
mente observable cuando los dos farmacos se hallan covalentemente unidos a la misma matriz polimérica. Esta aproximacion nos ofrece
una nueva oportunidad para el tratamiento de cancer de mama metastéatico quimioresistente.
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Bioinformatica

El departamento se ha estructurado en tres unidadewerticales, mas una unidad tecnolégica horizontal,
de forma que se puede realizar una investigacion miera en bioinformatica especialmente orientada al
descubrimiento de farmacos desde una aproximacién d biologia de sistemas. Se pretende responder de
forma integral a las preguntas: a) qué proteinas sodianas prometedoras (grupo de farmacogenémica y
gendmica comparativa), b) cual es el efecto a niveholecular que producen sus alteraciones (grupo de
genomica funcional) y c) cuales son los mecanismogltimos que provocan estos efectos (grupo de geno-
mica estructural). La carga computacional que estaequiere es facilitada por el grupo de infraestructra y
apoyo informatico.

A este departamento de bioinformatica esta adscritel nodo de Genémica Funcional del Instituto Nacioal
de Bioinformatica (INB).

Genodmica funcional.

La actividad principal del departamento ha sido, Istéricamente, la genémica funcional, entendida come!
estudio de datos de técnicas de alto rendimiento (principalmente microarrays, pero también SNPs, datos de
interaccion entre proteinas, datos metabdlicos, etg para tratar de entender mejor el funcionamientde la
célula y del organismo. Dado el tipo de datos altamante masivos con los que trabajamos y la complejida

de los rasgos estudiados, nuestra actividad tiene una componente cientifico-medica y otra de caracter mas
tecnoldgico. El objetivo final de gran parte de nuestro trabajo es encontrar una explicacion molecular a feno-
menos macroscopicos fisiolégicos (principalmente efermedades, y en particular el cancer) e inferir fmas

de intervenir en dichos fendmenos. Esto implicaria el objetivo Gltimo y ambicioso de sugerir estrategias para
la curacion de dichas enfermedades desde planteamientos puramentia silico.

Farmacogenonica y Genémica Comparativa.

La unidad desarrolla 3 lineas de investigacion. 1El estudio evolutivo y funcional de los genes asoados

a enfermedades humanas y de respuesta variable a fenacos. 2- El estudio de las presiones selectivas
asociadas a SNPs codificantes del genoma humano coel propésito de predecir la patogenicidad de dichs
mutantes (predicciones integradas en la herramient®upaSuite http://pupasuite.bioinfo.cipf.es), y 3-El
desarrollo de herramientas bioinformaticas para el analisis comparativo y funcional de secuencias biolégicas
(http://phylemon.bionfo.cipf.es).



Gendmica estructural.

La Unidad de Gendmica Estructural usa las leyes désica y los principios evolutivos para predecir anputacionalmente la funcién y la
estructura de proteinas, RNA y sus complejos. Ademas ponemos énfasis en la prediccion de la afinidad de proteinas y RNA a pequefias
moléculas o farmacos. Nuestro objetivo inmediato eslesarrollar métodos de prediccién y aplicarlos a¢studio estructural de moléculas
con claro interés terapéutico. Entre los proyectoga iniciados se encuentra el banco de datos DBAlh(tp://bioinfo.cipf.es/sgu/). DBAIli y
sus herramientas son usados semanalmente por mas d&00 usuarios y, durante el afio pasado, fue accedid desde mas de 70 paises
del mundo.

Desarrollo de algoritmos y andlisis de datos.

Una de las principales politicas del departamento consiste en que todo aquel software que se desarrolle para un proyecto determinado,
pero que ademas tenga un interés general, acabe convertido en una herramienta de web de uso publico. Esto nos ha permitido disponer
de un gran repertorio de desarrollos bioinformaticos como el GEPAS, los programas de analisis de SNPs, los de anotacién funcional, los
de disefio de siRNAs, y recientemente el Phylemon,gra analisis filogenético. En particular, en el capo de la expresion génica hemos
desarrollado nuevos algoritmos de clustering y nuevas estrategias de elaboracion de predictores, asi como nuevos algoritmos de anota-
cion funcional de experimentos de microarrays.

Nuestras herramientas tienen una alta tasa de usd@olamente en el GEPAS se analiza una media de un&00 experimentos diarios. El
uso internacional de las herramientas se puede ver en: http://bioinfo.cipf.es/access_map/map.html

Anotacion funcional de experimentos.

Nuestro grupo ha sido uno de los primeros en desawllar y utilizar métodos para la anotacién funciorlade experimentos. Programas
como nuestro FatiGO, para encontrar procesos biolégos y funciones significativamente sobre-represematas en grupos de genes, estan
entre las aplicaciones mas usadas y citadas. También hemos trabajado en el estudio de bloques de genes funcionalmente relacionados.
Nuestra suite de analisis Babelomics (http://babelmics.bioinfo.cipf.es) reune todas las aplicacioneslesarrolladas por nosotros en este
campo.

Uno de los grandes desarrollos del grupo es el GEPAS.

GEPAS (Gene Expression Pattern Analysis Suite), ptt/gepas.bioinfo.cipf.es, el paquete de programassobre web para analizar datos

de microarrays mas completo que existe en la actuadad. Solamente durante el afio pasado (2005) se ar@aron unos 150.000 experi-
mentos en dicho paquete de programas. GEPAS tiene en la actualidad una tasa de uso del orden de 500 experiemtos analizados por dia
por parte de usuarios de USA (20%), UK (10%) Alemania (10%) Francia (10%), Espafia (6%), Holanda (5%), etc., lo que el convierte en un
standard de facto. El uso internacional de las herramientas se puede ver en: http://bioinfo.cipf.es/access_map/map.html

Estudio de polimorfismos humanos (principalmente los SNPs, o polimorfismos de un Unico nucleétido).

Nuestro grupo ha estado en permanente contacto con grupos experimentales y participa activamente en el CeGen (Centro Nacional de
Genotipado) para el cual ha desarrollado diversasdtramientas bioinformaticas para optimizar la eleéén de SNPs en experimentos de
genotipado a gran escala.

Uno de nuestros principales intereses en este campes el estudio del efecto fenotipico (y patolégicoje un SNP tanto en zonas codifi-
cantes como en regiones regulatorias.
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DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD INVESTIGADORA

La investigacion desarrollada en el laboratorio dBiologia Molecular del Cancer esta dirigida al
estudio, desde el punto de vista molecular, de laggulacién del crecimiento, la diferenciacion
y la transformacion celular por medio de proteinas quinasas y fosfatasas, y su posible partici-
pacion en la generacion de tumores.

LINEAS DE INVESTIGACION

Participacion de la fosfatasa supresora de tumores, PTEN, en la regulacién del creci-
miento celular.

PTEN es una molécula supresora de tumores con actidad enzimatica lipido- y proteina-
fosfatasa. Un elevado namero de tumores presentanr@omalias en el gen PTEN, por lo que
es uno de los supresores tumorales de mayor relevasia clinica. La actividad biolégica de
PTEN se manifiesta mediante la desfosforilacion di@sfolipidos sefializadores, que se encar-
gan de activar la via de proliferacién y supervivencia PI3K/Akt. La acumulaciéon de PTEN en el
nucleo de las células puede ser importante en tumagenésis. Nuestro laboratorio esta estu-
diando, en sistemas celulares, la funcién de PTENutlear. Asimismo, estamos realizando

Responsable: un analisis mutacional-funcional de PTEN utilizandorganismos sencillos, como la levadura.

Rafael Pulido Murillo  (rpulido@cipf.es) También estamos estudiando las propiedades funcionas de PINK1, una quinasa de protei-

nas asociada funcionalmente a PTEN. Nuestros estuds ayudaran a entender c6mo se regula

la expresién y la funcion de PTEN en condiciones normales y patoldgicas.
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Biologia Molecular del Cancer

Regulacion de las rutas de sefializacion de las MAP  quinasas mediante proteinas fosfatasas de
tirosinas.

Las rutas de sefializacion intracelular de las MAPuinasas son importantes para la correcta regulaciéulel
crecimiento celular. Alteraciones de las proteinaque integran estas rutas pueden conferir a las célas un
fenotipo transformado. La transmision de las sefiakeen dichas rutas se ejecuta, principalmente, mediate

la fosforilacion secuencial de sus componentes, hds llegar a las moléculas efectoras, las MAP quinas.

En nuestro laboratorio, estamos investigando la paicipacion de proteinas fosfatasas de MAP quinasasn

la regulacion de la funcién biolégica de las MAP quinasas. Estamos realizando un estudio comparativo de la
biosintesis, expresion y funcion de tres familiasalfosfatasas de MAP quinasas (PTP-SL, MKPs y DUSPs)
que servira para dilucidar el posible papel de esgproteinas en cancer. Asimismo, hemos identificadoina
nueva familia de fosfatasas presente en plantas y hongos, que presenta similitudes estructurales y funciona-
les con las DUSP de mamiferos.

Estudio de la funcion nuclear del supresor tumoral PTEN en la astroglia y la glandula mamaria de
ratones transgénicos.

El supresor tumoral PTEN desempefia un papel relevam en la etiologia, el desarrollo y la agresividade
tumores de mama y glioblastomas, en los cuales lancidencia de mutacién o de falta de expresion de e
proteina es muy alta. Aunque conocemos los determiantes moleculares implicados en la acumulacién
nuclear de PTEN, el conocimiento de su funcion fisiolégica en el ntcleo, y de la regulacién de dicha funcién,
es muy limitado. De hecho, alteraciones en la locaacion nucleo/citoplasma pueden ser la causa de pio-
logias asociadas al desarrollo de tumores. Nuestro laboratorio esté estudiando los mecanismos reguladores
y las consecuencias funcionales de la localizaciénuclear de PTEN en la diferenciaciéon y maduracionel

la astroglia y la glandula mamaria de ratones tramgnicos que sobreexpresan mutantes de PTEN que se
localizan en el nicleo.

Barber, D.F., Alvarado-Kristensson, M.T., Gonzaletarcia, Dilaver G, van de Vorstenbosch R, Tarrega C, Rios, Pulido
A., Pulido, R., Carrera, A.C.PTEN regulation, a novel R, van Aerde K, Fransen J, Hendriks WProteolytic proces-
function for p85 phosphoinositide 3-kinase . Science sing of the receptor-type protein tyrosine phosphatase
STKE 21, november 2006: pe49. PTPBR7. FEBS J. 2006 Nov 27. On line.

Gil, A., Andrés-Pons, A., Fernandez, E., ValientaJl., Torres, Gil A, Andres-Pons A, Pulido RNuclear PTEN: a tale of
J., Cervera, J., Pulido, R.Nuclear localization of PTEN many tails . Cell Death Differ. 2006 Dec 22. On line.

by a Ran-dependent mechanism enhances apopto-
sis: involvement of an N-terminal nuclear localizat ion
domain and multiple nuclear exclusion motifs . 2006.
Mol. Biol. Cell 17, 4002-4013.
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Biologia Celular y Molecular

El objetivo fundamental de nuestra investigacion awsiste en estudiar los mecanismos que controlan la
traslocacion al ntcleo de AIB1 y su degradacion, aiscomo analizar el nexo entre AIB1 y p53, tanto aiwel

de degradacion como en el control del ciclo celular y en la apoptosis. Aunque AIB1 esta sobrexpresado en
un alto porcentaje de tumores, solo en el 5% se exlica dicha sobrexpresion por amplificacion de su lous
genético en 20g. Ademas, hemos encontrado que 1)AIB se trasloca al nucleo durante la fase S del ciclo
celular y se degrada en M. Por tanto, entender losnecanismos que regulan la sobrexpresion y comparti-
mentalizacion de AIB1 resultan clave para explicar su actividad oncogénica. 2)La correlacion de la expresion
de AIB1 y p53. 3)DRO1 esta fuertemente reprimido efos animales transgénicos y su expresion ectopica
en células que sobrexpresan AIB1 aumenta drasticamente la apoptosis dependiente de caspasa 3. Nuestra
hipotesis de trabajo es que la prevencion de apoptosis por AIB1 asi como los mecanismos moleculares que
regulan la expresion, localizacién subcelular y degdacion de AIB1 pueden constituir los mecanismos ge
regulan la estabilidad y actividad de AIB1 en los distintos tumores a los que afecta. En base a los resultados
previos, los objetivos son: 1)identificar los mecanismos moleculares que determinan la localizacion y degra-
dacion celular de AIB1, 2)elucidar las bases moledares que regulan la expresion y potencial cooperaén
oncogénica de AIB1 y p53 empleando lineas celulareg modelos murinos y 3)el mecanismo por el que
AIB1-DRO1 previene la apoptosis.

Analisis de la expresion, localizacion subcelular y mecanismos de degradacion de AIB1 con el ciclo
celular.

Hemos publicado que AIB1 se nucleariza durante laake S del ciclo celular, lo que sugiere un nuevo pzel
para AIB1 independientemente de transcribir a cigla D1 y de coactivar a E2F1. Adicionalmente hemos
visto que AIB1 es también exportado al citosol y su bloqueo con leptomicina B hace disminuir los niveles de
AIB1. Este hecho conjuntamente con el menor tiempale vida media en células con AIB1 nuclear que en
células con AIB1 citosolico sugieren que la degradzién ocurre fundamentalmente en el ndcleo. Sorpren-
dentemente, la entrada en M supone una degradaciémmasiva de AIB1 en la mayoria de lineas celulares
estudiadas. Aunque AIB1 contiene dos cajas consensale destruccion de ciclina B por APC, la mutacion
dirigida de ambas nos ha revelado que APC no esta implicado en el proceso, al menos a través de los dos
dominios mutados.

Estudio de la prevencion de apoptosis mediada por AIB1.

Durante el Ultimo afio hemos empezado el analisis glonacion de trece genes cuya expresion ha sido adt-
rada (99,5% de probabilidad) en los ratones transgéicos de AIB1. Nuestros resultados preliminares conno



de ellos, DRO1, un novedoso gen del que sélo existe una reciente publicacion, es que esta fuertemente reprimido en los animales trans-
génicos y su expresion ectdpica en células que solaxpresan AlIB1 aumenta drasticamente la apoptosis.éhemos evidencias que indican
que la apoptosis causada por DRO1 es dependiente de caspasa 3. Asi, la sobrexpresion de AIB1 estaria regulando negativamente la de
DROL1 y evitando las sefiales de muerte celular vieaspasa 3. Mediante el sistema hibrido de levadura ytilizando a DRO1 como cebo
hemos clonado 2 genes que interaccionan con DRO1 yjue curiosamente estan ubicados en la mitocondriaEstamos generando anti-
cuerpos contra DRO1 que nos permitan localizar a DRO1 dentro de la célula, presuntamente en la mitocondria.

Implicacion de AIB1 y p53 en la transformacion neoplasica.

Aungue AIBL1 interacciona con E6-AP, una ubiquitindigasa para p53, E6-AP no es quien envia a degradaa AIB1. Es mas, nuestros
ultimos resultados revelan que tanto E6-AP como MDIZ estabilizan a AIB1 ya que su silenciamiento con IRAi provoca una importante
disminucion en los niveles de AIB1 en las distintas lineas celulares estudiadas. Por otro lado, el silenciamiento de p53 no hace variar los
niveles de AIB1, aunque si los de E6-AP, como cabia esperar, lo que sugiere que el nexo observado inicialmente entre AIB1 y p53 no se
debe a una regulacién transcripcional o a compartirdénticas ubiquitina ligasas. Nuestra hip6tesis dérabajo actual es un nexo involu-
crado en el control de la localizacion subcelulaDe hecho, las lineas celulares que sobrexpresan p58ilvestre (MCF-7, BT-474, A549),
tienen AIB1 nuclear, frente a las lineas que expresan poco o nada p53 (HeLa, H1299) en las que AIB1 es mayoritariamente citosolico.

Estudio de IGF-1 y angiogénesis en el proceso tumoral promovido por AIB1.Linea de investigacion 4.

Hemos demostrado que IGF-| esta altamente expresad@n las mamas transgénicas que sobrexpresan AIB1 guriosamente, estas
mamas parecen tener un mayor contenido en capilaresHemos delecionado el receptor IGF-IR especificantge en la mama del raton.
Los animales muestran un menor desarrollo de la mama. Sorprendentemente, los resultados preliminares nos revelan que la sobrexpre-
sion de AIB1 es capaz de rescatar el fenotipo, lo que demuestra que el aumento de IGF-I en los ratones transgénicos no es el causante
de la hiperplasia y formacién de tumores en el epitelio mamario. Adicionalmente, la actividad angiogénica promovida por AIB1 la hemos
estudiado in vivo en cruces de transgénicos de AIB1 y el modelo pVEGFR2-Luciferasa. Aunque los resultados de imagen in vivo obteni-
dos no son satisfactorios debido a la escasa sensiltidad del modelo murino empleado, los ensayos corarrays de anticuerpos fosfoes-
pecificos apoyan la idea del aumento de angiogénesis en las mamas transgénicas de AIB1.
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Neurobiologia

La via de transduccion de sefiales
glutamato-o6xido nitrico-GMP ciclico
esté alterada en cerebro in vivo en situa-
ciones de hiperamonemia y de fallo
hepético. Esta alteracion es responsa-
ble de la disminucién de la capacidad
para algunos tipos de aprendizaje en
estas situaciones.

Bases moleculares de las alteraciones neurologicas en hiperamonemia y encefalopatia hepatica.

Estudiamos, en modelos animales de fallo hepatico y de hiperamonemia cronicos, los mecanismos respon-
sables de las alteraciones neurologicas que mas at#an la calidad de vida de los pacientes con encefa
lopatia hepatica: la disminucion de la capacidad ielectual y cognitiva, las alteraciones en la cooidacion
motora y en los ritmos de suefio y vigilia. Identdfamos alteraciones a nivel molecular en vias de trsduccion

de sefiales asociadas a receptores de glutamato y @sidiamos como dichas alteraciones conducen a alte-
raciones en el aprendizaje, la coordinacién motora el suefio. Una vez identificada la alteracion moteilar
responsable de la alteracion neurolégica, intentan®recuperar la funcion cerebral normal mediante tita-
mientos farmacologicos.

Los estudios realizados nos han permitido:1) prevenla muerte inducida por intoxicacion aguda por amnio,

y en modelos de enfermedad hepatica cronica en ratas restaurar, 2) la capacidad de aprendizaje y 3) revertir

la hipolocomocion.



Efectos sobre el desarrollo cerebral de agentes neurotoxicos presentes en el medio ambiente y en la cadena alimentaria.

Otra linea a la que el laboratorio dedica gran atamdn, en el marco de proyectos europeos en colaboraién con grupos de distintos
paises, es la investigacion de los posibles efectosobre el desarrollo cerebral de agentes neurotoxias presentes en el medio ambiente

y en los alimentos, como el mercurio o los PCBs (bifenilos policlorurados). Hemos comprobado en modelos animales que la ingestion de
alimentos conteniendo dichas sustancias por ratas @mbras conduce, cuando las crias de dichas ratas so adultas, a una disminucién

de su capacidad de aprendizaje y a otras alteracioes cerebrales. Estamos estudiando los mecanismos iplicados y si la exposicion a
mezclas de dichas sustancias toxicas presentes enlgunos alimentos y en el medio ambiente puede aumear las alteraciones cerebrales
producidas por las mismas a largo plazo.

Concentraciones altas de PCB-153 o metilmercurio (MeHg) inducen muerte neuronal. Neuronas

de cerebelo en cultivo se trataron con las concenticiones indicadas de PCB-153, MeHg o glutamato.
Las neuronas vivas se tifien con diacetato de fluoresceina y se ven verdes. Las neuronas muertas se tifien
con ioduro de propidio y se ven rojas. En las neuronas control no se ve muerte neuronal en las tratads con
PCB-153, MeHg o glutamato se ven muchas neuronas muertas (rojas).
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Patologia Celular

Aungue el consumo moderado de alcohol puede tener ®rtos efectos beneficiosos, su abuso conduce
a graves problemas sanitarios y sociales, tanto pola elevada incidencia como por las diferentes pato-
gias asociadas a su consumo, entre las que merecedestacar las producidas a nivel del sistema nervias
central. De hecho, el nuevo patrén de consumo que sta adquiriendo la poblacion juvenil/adolescente,
de grandes cantidades de alcohol durante cortos peiodos de tiempo, generalmente en fines de semana,
puede producir dafo cerebral y neurodegeneracion.gualmente importantes son las consecuencias que
derivan del consumo de alcohol durante la gestacionque ocasiona alteraciones en el desarrollo del aebro,
causando deficiencias cognitivas y de comportamiento en el nifio.

Estamos interesados en el estudio de las bases motrilares del efecto del etanol sobre el cerebro adib

y en desarrollo, como es el de los mecanismos que sbyacen a la muerte neural, a la neurodegeneracion

y al Sindrome Alcohdlico Fetal. Para ello utilizansovarios modelos experimentales como los animalesan
tratamiento cronico y agudo de alcohol (adultos y jévenes) o animales genéticamente modificados, asi como
fetos y crias procedentes de hembras alcohdlicas. Para evaluar los mecanismos moleculares usamos célu-
las neurales en cultivo primario (astrocitos, neuronas, microglia y glia radial) procedentes de animales control
o alcohdlicos. La identificacion de nuevas dianas@n potencial terapéutico es el principal objetivo € nuestro
laboratorio.

Papel de las células gliales en las alteraciones ne uronales inducidas por la exposicion al etanol
durante el desarrollo del cerebro

Las células gliales son esenciales durante el desarrollo del cerebro, tanto en su papel de soporte como en el
de ser productoras de factores moduladores y tréficos que facilitan el crecimiento neuronal. Hemos demos-
trado que el etanol afecta la proliferacién, difergciacion y supervivencia de la astroglia, y propomaos que
una afectacion en la astroglia podria alterar el darrollo neuronal y participar en los efectos teraigénicos
del etanol a nivel del cerebro. Demostramos que eto-cultivo de neuronas control con astrocitos proce
dentes de fetos expuestos prenatalmente al etanol muestran una reduccion significativa en la diferenciacion
neuronal y en la expresion de proteinas sinapticaguando se comparan con neuronas co-cultivadas con
astrocitos control. La adicion al medio de cultivade un péptido de 8 aminoacidos (NAP), que conservda
actividad neurotréfica de un factor liberado por le astrocitos (activity-dependent neuroprotective potein,
ADNP), revierte los anteriores efectos (Fig. 1). De acuerdo con estos resultados, los niveles de ARNm-ADNP
en corteza cerebral de fetos expuestos “in utero” hetanol estan significativamente disminuidos respeo a

los controles, sugiriendo la participacion de la astroglia en el menor desarrollo neuronal que se observa tras
la exposicion prenatal al etanol.



Fig. 1.- Inmunofluorescencia de neuronas corticales
control co-cultivadas con astrocitos control o prena-
talmente expuestos al etanol (PEE), en presencia
o ausencia del péptido NAP. La figura muestra que
neuronas co-cultivadas sobre astrocitos PEE presen-
tan una reduccion de neuritas y un menor contenido
de terminales presinapticas, SNAP-25 positivas. Hes
ltimos efectos se reviertes cuando al medio de ctivo
se le afiade el péptido NAP.

Repercusiones neurotoxicas y conductuales del consumo de alcohol durante la adolescencia.

La adolescencia es un estadio de maduracién del cebro, ya que durante esta fase se producen cambiosn la reestructuracion de
muchas areas cerebrales hasta llegar al cerebro adio. A nivel experimental, altos niveles de alcoh@n cerebro, como los que se dan
con el consumo de altas cantidades de alcohol durante cortos periodos de tiempo, pueden causar muerte neural y neurodegeneracion.
El consumo de altas cantidades de forma intermiter, se observa en la poblacién juvenil/adolescente-lemos reproducido este patron de
consumo en animales jovenes/adolescentes y hemos a@adiado la posible muerte neural, los mecanismos iplicados, asi como las reper-
cusiones cognitivas y conductuales a corto y largplazo (etapa adulta). Demostramos que este patron& consumo durante la adolescen-

cia causa muerte neural y aumento de COX-2 e iNOS en algunas areas del cerebro. Este tipo de consumo induce alteraciones cognitivas
y motoras en el adolescente que son irreversibles ya que permanecen hasta la etapa adulta. La administracion de indometacina, inhibidor
de la COX-2, junto al etanol, previne tanto la muerte neural y la neuroinflamacién como las alteraciones cognitivas y conductuales.

Inflamacion y dafio cerebral: Papel de la glia y de los receptores TLR4/IL-1RI.

La activacion de las células gliales, la producciéule citoquinas y procesos inflamatorios participaren la patogénesis de diferentes
enfermedades neurodegenerativas. La produccién deitoquinas parece iniciarse por la activacion de loseceptores TLR4/IL-1RI, que
juegan un papel importante en la respuesta innata inmune contra las infecciones y el estrés. Hemos demostrado que el etanol es capaz
de activar las células gliales e inducir procesose&lneuroinflamacién. Estos procesos parecen estar mgiados por una activacion de los
receptores TLR4/IL-1RI, ya que cuando los bloqueams con anticuerpos especificos, se inhibe la cascadale sefializacion, como es la
activacion de IRAK, ERK y NF-kB, que conlleva a la produccién de citoquinas y otros mediadores inflamatorios. Ademas, nuestros resul-
tados demuestran que el etanol, a bajas dosis, es capaz de inducir el reclutamiento y dimerizacion de estos receptores en microdominios
de la membrana, lipid rafts, activando la sefializaén de estos receptores. Estos resultados demuestra, por primera vez, que el etanol
es capaz de causar dafio cerebral mediante la induccion de procesos neuroinflamatorios mediados por una activacion de los receptores
TLR4/IL-1R1 y de la respuesta inmune innata.

Papel de las proteinas Rho en proliferacion y supervivencia: implicacion en la muerte neural inducida por el etanol.

Las proteinas Rho controlan diversos procesos celulares entresajue se encuentran la organizacion del citoesqueleto, proliferacionjfe-
renciacion y oncogénesis. RhoE es una proteina que hemos clonado en los ultimos afios y que inhibe la proliferacion celular. Puesto que
la exposicion al etanol induce muerte astroglial, uestro grupo se ha centrado en investigar el papelle RhoE, y su proteina antagonica
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Fig.2.- Imagenes de inmunofluorescencia de astrocitos
control o estimulados con IL-18 o con etanol (10 mMI
durante 5 min. Las imagenes muestran la distribucid
de los receptores IL-1RI y de estructuras que seifien
con toxina colerica B o lipid rafts La figura muestra que
la estimulacion de los astrocitos con IL-113 o con etanol
(10 mM), causa una activacion de los receptores IL-1RI
y un reclutamiento de estos en ladipid rafts (co-locali-
zacion y flechas)

RhoA, en proliferacién y supervivencia, tanto en psencia como en ausencia de etanol. Ademas, estamosstudiando la implicacion de
éstas proteinas en la diferenciacion neural. Nuestros resultados demuestran que el etanol induce apoptosis por anokis en cultivo primario
de astrocitos y que la via de sefializacion RhoA/ROGI/MLC esta implicada en dicho proceso. Ademas, nestro grupo ha demostrado
gue RhoE inhibe el crecimiento celular e induce apoptosis en una linea tumoral de astrocitoma (U87), sugiriendo un papel como supresor
de tumores. Actualmente estamos caracterizando el mecanismo mediante el cual RhoE ejerceria dicho efecto. Dicho estudio lo aborda-
mos tanto en cultivos de astrocitos primarios de réa como en fibroblastos primarios de embriones deat6n “knockout” para el gen RhoE,
gue actualmente poseemos en nuestro laboratorio.
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DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD INVESTIGADORA

La investigacion en nuestro laboratorio esta centido a aspectos del metabolismo de neuro-
transmisores. Por un lado, sobre la bioquimica y fisiologia de prolil ologopeptidasa involucrada
en el metabolismo de peptidos neuroactivos y, por otro lado, sobre la relevancia de la transfe-
rasasde O-metil catecol, involucrada en el metabolismo de catecol aminas.

LINEAS DE INVESTIGACION

Prolina-oligopeptidasas.

La oligopeptidasa de prolina (POP) se expresa en tos los tejidos, principalmente en el
sistema nervioso central (SNC), y un nimero de péfutos neuroactivos son sus sustratos. La
actividad de POP esta implicada en procesos y desérdenes del SNC como lo son la enferme-
dad de Alzheimer, depresion, desorden bipolar y défiencias cognitivas. Hemos desarrollado
inhibidores especificos de POP, hemos aislado y purificado parcialmente actividades membra-
nales en cerebro y estudiamos actividades en suero sanguineo. La investigacion se centra en
1) aislamiento e identificacion de nuevas enzimas®P, estudio de su cinética, su especificidad

y su sensibilidad a inhibidores, 2) regulacién de®P y efecto de inhibidores durante la apopto-
sis y 3) modulacion de la actividad de POP en suero procedente de pacientes de enfermeda-
des neurodegenerativas. Por los papeles en la fisiologia y en procesos psicopatoldgicos estas
enzimas son de una gran relevancia como dianas moleculares.
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Neurotransmisores

Catecol O-metilo transferasa.

La caracteristica principal en la enfermedad de P&mson, es la degeneracion progresiva y especificde
neuronas dopaminérgicas en el cerebro, lo que redue los niveles del neurotransmisor dopamina produ-
ciendo los sintomas motores tipicos de la enfermedad. Por otro lado, la principal estrategia en la terapia es
la de tratar de rellenar las pozas de dopamina cet@al suministrando L-DOPA, un precursor de dopamina
asi como también el de disminuir la degradacion enégena del neurotransmisor, inhibiendo las enzimasel
su catabolismo. Una de las enzimas principales en este proceso es la catecol-O-metilo transferasa, COMT,
que es diana de farmacos terapéuticos. Su inhibicion aumenta considerablemente los niveles de dopamina
en los fluidos biolégicos y se utiliza como base paa la terapia en enfermedad de Parkinson aunada al
administracion de levodopa. Nuestro interés es el®udio de los mecanismos compensatorios en modelos
animales cuado se carece de COMT.

Venalainen, J.I., Garcia-Horsman, J.A., Forsberg, M., Garcia-Horsman, J.A., Mannisto, P.T., Venalainen, 1.0On
Jalkanen, A., Wallen, E.A., Jarho, E.M., Christiaan J.A., the role of prolyl oligopeptidase in health and dis ease.
Gynther, J., Mannisto, P.T. (2006)Binding kinetics and Neuropeptides. 2006 Dec 29. On line.

duration of in vivo action of novel prolyl oligopeptidase
inhibitors . Biochem Pharmacol. 71(5):683-92.
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DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD INVESTIGADORA

La patologia de la Esclerosis Multiple (EM) derivandamentalmente del dafio neuro-axonal.
Nuestro trabajo demuestra la presencia de factores neurotéxicos en plasmay LCR de pacien-
tes EM. En estrecha colaboracién con la clinica, nuestro trabajo se centra en el estudio de los
mecanismos implicados en la reconstruccion axonal @ EM, con los siguientes objetivos: 1)
Estudiar la influencia del plasma y LCR de paciensecon EM inflamatoria, remitente-recurrente

y secundaria progresiva (en brote, fase de remisién y fase progresiva) y la menos inflamatoria,
primaria progresiva, sobre la destruccion/reparacid funcional del axén. 2) Habiendo demos-
trado que el dafio neurotéxico observado va acompafido de dafio mitocondrial, estudiar la
repercusion de dicho dafio sobre la estructuracion del citoesqueleto neuro-axonal. 3) Analizar
la influencia del suero y LCR de pacientes EM, sobre la formacién de astrocitos reactivos y su
papel en el dafio axonal. 4) Desarrollar un modelo celular, que permita reproducir el escenario
celular que aparece en las placas desmielinizantes de los pacientes EM, con la idea de inves-
tigar los mecanismos que dan lugar a la formacion de dichas placas, y con el fin de encontrar
e identificar los factores capaces de inducirlas. bComparar el perfil inflamatorio de cada
LCR con la discapacidad, el perfil radioldgico del paciente y su efecto sobre cultivos celulares
primarios, neuronas granulares de cerebelo y astrams, y lineas continuas, utilizando técnicas
bioguimicas, inmunocitoguimicas y de Microscopia Confocal.
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Esclerosis Mdultiple

Inmuncitopatologia de la Esclerosis Mdltiple.

La EM es una enfermedad humana, crénica, inflamata y desmielinizante del SNC, altamente discapaci-
tante y de origen desconocido. Patolégicamente se caracteriza por la extravasacion perivascular al SNC de
linfocitos T inflamatorios y macréfagos que degradalas membranas de mielina y dejan al axén desprote
gido ante la presencia de factores inflamatorios. Elas placas desmielinizadas, unido a la pérdida dmielina,

se observa la apariciéon de axones transectados y dgocitos reactivos. La discapacidad permanente que
aparece en la EM depende del grado de afectacion neuroaxonal, y es en este sentido donde el concepto de
neuroproteccion adquiere relevancia. La remielinizacion efectiva necesita de la integridad funcional del axon,
la cual esta determinada por la estructura del neurofilamento. La inflamacién tiene tanto un efecto deletéreo
sobre el SNC, como estimulador de la neuroproteccion a través de la liberacién de factores presentes en el

plasma y LCR que potencian la remielinizacion.



Responsable:

Juan Saus Mas (jsaus@cipf.es)

Investigadores:

Fernando Revert (fernando@cipf.es)
Francisco José Revert (prevert@cipf.es)
Fernando Gil

Postdoctorales:

Anas Saadeddin (anas@cipf.es)

Predoctorales:

JesuUs Macias (jmacias@cipf.es)
Mario Blanco (malvarez@cipf.es)
Ernesto Lopez (elopez@cipf.es)
Ignacio Ventura (iventura@cipf.es)

Técnicos de Apoyo:

Filomena Bote (fbote@cipf.es)

Maria Helena Ferrandis (mhelena@cipf.es)
Andreu Jordan (andreu@cipf.es)

Zahara Garzén (zara@cipf.es)

Colaboradores:

Juan José Calvete

(Instituto de Biomedicina de Valencia-CSIC)
Vicente Rubio

(Instituto de Biomedicina de Valencia-CSIC)
Jesus Merino

(Universidad de Cantabria)

Ramon Merino

(Centro Investigaciones Biolégicas-CSIC)
Pedro Muniesa

(Universidad de Zaragoza)

Billy G. Hudson

(Vanderbilt University, USA)

Antonella de Matteis

(Consorzio Mario Negri, Italia)

Mahin D Maines

(University of Rochester School of Medicine, USA)
Jorgen Wieslander y Thomas Hellmark
(Lund University Hospital, Suecia)



CIPF, memoria 2006
167/168
Programa de Biomedicina

Patologia Autoinmune

En las enfermedades autoinmunes se produce un ataque inmunolégico contra componentes propios deno-
minados autoantigenos. Multiples evidencias sugiereque ciertas respuestas autoinmunes son una reacén
legitima del sistema inmunitario contra autoantigenos que despligan una conformacion aberrante. Las enfer-
medades degenerativas mas comunes estan causadas tabién por una alteracion en la conformacion de
ciertas proteinas, pero en estos casos las proteirase asocian y forman agregados citotoxicos resistetes

a la degradacion (amiloide). Nuestro laboratorio ha caracterizado una proteina cinasa (GPBP) que se asocia
con autoantigenos y con proteinas que sufren degen@cion amiloide. GPBP transfiere fosfatos y ademas
cataliza cambios en la conformacién de sus proteinasustratos como parte de una estrategia enzimatica
para formar estructuras supramoleculares, sugirientlque un mal funcionamiento de GPBP podria generar
conformaciones aberrantes que, en unos casos, se ensamblan y desencadenan una respuesta autoinmune
Yy, en otros casos, se agregan y depositan causandalegeneracion tisular. Finamente, hemos descubierto
una nueva familia de proteinas sustrato de GPBP (GIPs) cuya expression esta regulada en el cancer. Conce-
biblemente, una intervencion farmacologica sobre GBP podria tener utilidad en el tratamiento de enfer
medades autoinmunes, degenerativas y en cancer. Parinvestigar estas posibilidades hemos desarrollado
ratones genéticamente modificados que nos permitiran validar a GPBP como diana terapéutica.

GPBP y la enfermedad de Goodpasture (GP).

GPBP interacciona y fosforila el dominio no-colagenoso-1 de la cadena alfa3 del colageno IV humano. Este
dominio es la diana de los autoanticuerpos que causan la enfermedad de GP, por lo que también se deno-
mina antigeno GP. Estudios recientes en nuestro laboratorio demuestran que existen varias conformaciones
del antigeno GP (conférmeros) en la fuente naturgl ponen en evidencia que conformaciones aberran-
tes del autoantigeno inducen la respuesta autoinmumen la enfermedad de GP. En la actualidad estamos
investigando como la expresion aumentada de GPBP uce la produccion de los conformeros aberrantes
gue activan al sistema inmunitario. Por lo tanto, mdidas farmacolégicas encaminadas a inhibir GPBP se
contemplan como potencialmente terapéuticas en la enfermedad de GP.

GPBP y la nefropatia IgA.

La nefropatia IgA es la glomerulonefritis primari@e origen desconocido) mas frecuente en el mundoEn
esta enfermedad se producen abundantes depdsitos ddgA en el glomérulo renal. Recientemente, hemos
caracterizado modelos de raton en los que demostraros que la sobreexpresion glomerular de GPBP induce



el desarrollo de una nefropatia IgA caracterizadaqy una desorganizacion en la red de colageno IV qusustenta la membrana basal
glomerular (MBG), depésito de IgA en la MBG desestrcturada y glomerulosclerosis terminal por expansio de la red de colageno IV
anormal. Por lo tanto, medidas farmacoldgicas encanmadas a inhibir GPBP se contemplan como potencialmnte terapéuticas en la
nefropatia IgA.

GPBP y céancer.

GPBP interacciona y fosforila una familia de proteas que hemos denominado “GPBP-interacting protein§GIPs)”. En las células, las
proteinas GIP tienen una doble localizacion citoplasmica y nuclear. En el citoplasma, GIP se asocia a los microtibulos con una expresion
preferente en el huso mitético donde su presencia es requerida para que las células entren en division (papel pro-mitético). En el nucleo,
las proteinas GIP transmiten sefiales de muerte cdlr (papel pro-apoptético). Estas observaciones sugren que medidas farmacolégicas
encaminadas a traslocar GIP desde el citoplasma al nicleo son potencialmente anti-tumorales.

GPBP y enfermedades degenerativas mediadas por priones.

GPBP interacciona y fosforila PrP, la proteina queuando degenera forma las fibras amiloides que cawan las enfermedades mediadas
por priones. Nuestros estudios demuestran que la degeracién conformacional de PrP en un sistema de células en cultivo depende de la
accion enzimatica de GPBP. En la actualidad nuestros estudios van encaminados a caracterizar la interaccion GPBP-PrP para asi definir
compuestos sencillos que al interfeir en esa interaccion puedan tener efectos terapeuticos especificos.
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Modelo de distribucién de colageno IV en glomérulos normales
y en la glomerulonefritis inducida por una sobreexp resion de
GPBP. Arriba se representa una seccion de un gloméruleenal en la
que la distribucién de colageno IV se muestra tant@n un capilar no
afectado (normal) como en capilares que sufren unglomerulonefritis de
tipo mesangial o nodular. En negro, se representaleolageno _3. 4.
_5(IV) (componente epitelial de la membrana basal@herular-GBM-).
En rojo, el colageno _1. _1. _2(IV) organizado de modo membranoso
(componente mesangial). En blanco, los espacios \irales resultantes
de la fusion defectuosa de los componentes epiteliay endotelial de la
GBM que soportan la acumulacion de GPBP y los depdsos de IgA
sobre pared epitelial “huérfana”
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Biologia Celular

Nuestro laboratorio investiga los mecanismos moledares que intervienen en las diferentes vias de dear
dacion intracelular de proteinas, asi como sus altaciones en diversas patologias. Todas y cada unael
las proteinas celulares de cualquier organismo, paariético o eucariético, se degradan, continuamentey
mediante mecanismos especificos y regulados, hastaminoacidos. Estos procesos ocurren a escala muy
elevada y son esenciales para la supervivencia cdar, ya que cumplen funciones tan importantes como
eliminar proteinas defectuosas, cuya acumulacion teninaria por desencadenar el envejecimiento y/o la
muerte celular, facilitar la rapida adaptacion deabk células a los cambios ambientales, controlar eticlo, la
diferenciacién y la muerte celular, etc. Aunque lomecanismos que intervienen en la degradacion intelular
de proteinas por determinadas vias, como proteasomas y macroautofagia, se conocen ya con algun detalle,
la regulacién de esas actividades es menos conocidaa pesar de su enorme importancia, tanto desde un
punto de vista fisiolégico como patol6gico. Asimismo, los mecanismos de degradacion intracelular de mtei-
nas son numerosos e incluyen otras vias distintas de las que implican a los proteasomas y a la macroautofa-
gia y sobre las que se conoce poco. Por ello, nosotros pretendemos identificar los mecanismos moleculares
que regulan la actividad global de cada uno de los sistemas degradativos celulares y profundizar en el cono-
cimiento del funcionamiento de otras vias proteoliticas lisosomales diferentes a la macroautofagia.

Regulacion, por diferentes vias de transduccion de sefiales, de la actividad de los sistemas, no liso-
somales (proteasomas/ubicuitina, etc.) y lisosomale s (macroautofagia, etc.), de degradacion intra-
celular de proteinas.

Regulacion, por diferentes vias de transduccion de sefiales, de la actividad de los sistemas, no lisosomales
(proteasomas/ubicuitina, etc.) y lisosomales (macroautofagia, etc.), de degradacion intracelular de proteinas.
Aqui pretendemos, en primer lugar, averiguar sobrgue vias especificas de degradacion intracelular de
proteinas actuan diversas sefiales que modifican la actividad proteolitica celular, en particular la insulina y los
aminoacidos, y con que intensidad lo hacen. Después, se trata de identificar moléculas y vias sefializadoras
implicadas en la transduccion de cada sefial hastaak diferentes vias proteoliticas que resultan afeatlas.

Por ultimo, se pretende averiguar cuales son los cambios concretos que se producen a nivel de los diferen-
tes sistemas proteoliticos y que conducen a un cambio en su actividad.



Implicaciones patoldgicas de alteraciones en la act ividad de las diferentes vias proteoliticas celular es producidas por la acumu-
lacién en las células de agregados de proteinas.

Implicaciones patologicas de alteraciones en la aétidad de las diferentes vias proteoliticas celules producidas por la acumulacion

en las células de agregados de proteinas. Por un o, se trata aqui de estudiar, empleando diversos mdelos (células procedentes de
pacientes con lipofuscinosis ceroideas neuronales infantiles tardias y enfermedad de Danon, células que expresan dihidrofélico reductasa
en presencia de metotrexato) el papel de los principales mecanismos de degradacion intracelular de proteinas como dianas potenciales
de la accioén de las proteinas y lipidos acumulados en los lisosomas o fuera de ellos.

Estudios sobre el mecanismo molecular y la importancia funcional de las vias lisosomales diferentes a la macroautofagia.

Estudios sobre el mecanismo molecular y la importaria funcional de las vias lisosomales diferentes ka macroautofagia. Se trata de
investigar las caracteristicas, morfolégicas y bioquimicas, de los lisosomas implicados en vias de degradacion intracelular de proteinas en
aquellas células y/o condiciones donde no funciona la macroautofagia, de identificar sustratos de esas vias para determinar si se degra-
dan o no selectivamente y de buscar moléculas que puedan interferir con pasos especificos de esas vias.

Estudios sobre la proteina GTPBP3 (en colaboracion con el laboratorio de Genética Molecular del CIPF).

Otra linea de investigacion la realizamos en colaboracién con el grupo de Genética Molecular de nuestro centro y que dirige la Dra. Maria
Eugenia Armengod. En concreto, se trata de estudiar de las funciones del homélogo humano de una GTPasa bacteriana con propieda-
des peculiares mediante experimentos de sobre-expresion y silenciamiento.

Una de las vias de degradacién intracelular de prefnas que se investiga
en el laboratorio de Biologia celular es la que implica a los lisosomas, unos
orgénulos citoplasmaticos muy heterogéneos. La imagn de microscopia
electronica muestra una seccién de un linfoblasto lmano con su nacleo
central y los diversos organulos, incluyendo lisogoas. Algunos de estos
se sefialan con flechas.
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Para estudiar los diferentes mecanismos por lo quéos lisosomas degradan las proteinas
intracelulares se recurre a veces a la preparaciode fracciones purificadas de lisoso-
mas. La imagen de microscopia electrénica muestra una de esas fracciones obtenidas a
partir de higado de rata. El recuadro de arriba a la derecha muestra un grupo de lisoso-

mas aislados a mayor aumento.
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receptor switches the degradation of its mature pro tein
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Genética Molecular




LINEAS DE INVESTIGACION

Proteinas modificadoras de tRNAs.

Las proteinas MnmE y GidA estan implicadas en la ntiificacion de la uridina situada en la posicion déambaleo de ciertos tRNAs. Su
inactivacion provoca la sintesis de proteinas erréneas y/o truncadas, alterando el metabolismo celular. Nuestro grupo ha demostrado que
MnmE tiene una actividad GTPasa que es esencial para la funcién modificadora de la proteina. Recientemente, hemos mostrado que el
mecanismo utilizado por MNnmE para hidrolizar GTP difiere ampliamente del utilizado por las GTPasas de tipo Ras. Por otra parte, hemos
descubierto que GidA es una flavoproteina que uneAD de forma no covalente. Nuestros datos indican ga GidA cataliza una reaccion

de oxidacion-reduccién que es también esencial para la modificacion de los tRNAs. Tanto MnmE como GidA forman homodimeros y se
asocian en un complejo funcional heterotetramético de tipo a2b2, en el que las dos proteinas son interdependientes.

Bases moleculares de la hipercolesterolemia familiar.

Mutaciones patogénicas en el receptor LDL (RLDL) impiden una eliminacion correcta del colesterol circulante y causan hipercolesterole-
mia familiar. Nuestro grupo, en colaboracién con el grupo del Dr. Knecht (Laboratorio de Biologia Celular), ha estudiado los mecanismos
de degradacion del RLDL, en su forma silvestre o portadora de una mutacién muy prevalente en al area mediterranea. Nuestros resulta-
dos muestran una cooperacion entre lisosomas y pratasomas en la degradacién del RLDL y sugieren queiertas mutaciones en el RLDL
deben, en parte, su efecto patogénico a que interfieren la pauta degradativa del mismo.

Bases moleculares del cancer de mama.

El cancer de mama es la primera causa de muerte por cancer en mujeres. La enfermedad es resultado de una predisposicion hereditaria
sélamente en el 5-10% de los casos. Una gran fraccion del cancer de mama se debe, en principio, a variantes genéticas frecuentes pero
que confieren un riesgo individual moderado. Por &, la busqueda de tales variantes (en genes seled@nados por su funcién biologica)

y el analisis de su asociacion con el cancer de mama es una estrategia actualmente muy utilizada. Nuestro grupo ha encontrado que, en
contra de lo observado para otro tipo de cancerespolimorfismos en los genes que codifican receptoresle TRAIL (un factor pro-apop-
tético en células tumorales) no confieren riesgo de cancer de mama. Curiosamente, un polimorfismo en uno de los receptores que actla
como sefiuelo (DcR2) parece tener cierto efecto protector contra este cancer. Sugerimos que su inefectividad para actuar como sefiuelo
facilitaria la ruta apoptética de las células malignas.
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Andlisis por HPLC del tRNA. En el primer panel seainuestra la presencia del
nucleésido mnm5s2U presente en los tRNAs de célulasilvestres. En el segundo
y tercer panel se muestra que este nucledsido no esté presente en las células que
carecen de la proteina GidA y MnmE, respectivamente.
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Organizacion Celular

Se evidencia un renovado y creciente interés por la biologia de la mitocondria. Este organulo cumple funcio-
nes celulares cruciales: almacenamiento de la enefa, termogénesis y apoptosis. El nimero de proteas
gue requieren las mitocondrias para realizar estafiinciones es de ~1300, de las cuales, s6lo 13 son odi-
ficadas por el genoma mitocondrial. Las demas son adificadas por el genoma nuclear, sintetizadas enle
citosol y transportadas a las mitocondrias a través de una sofisticada maquinaria de transporte formada por
complejos translocasa multiméricos: un complejo TOMN la membrana externa mitocondrial, y dos comple-

jos TIM en la membrana interna.

Alteraciones en la funcién mitocondrial son causa de enfermedades raras y de procesos de envejecimiento.
En los Ultimos afios, ha habido un considerable avance en la comprension de enfermedades mitocondriales
debidas a defectos en el genoma mitocondrial, permitiendo explicar un 20-25% de las patologias mitocon-
driales. Resta, ahora, explorar un amplio campo deosibles enfermedades debidas a defectos en genes
nucleares que codifican proteinas implicadas en la biogénesis mitocondrial.

La investigacion de nuestro grupo se centra en: 1) la deteccion de mutaciones patogénicas en los genes de
las subunidades de TOM y TIM; 2) el analisis funcional de las regiones promotoras de estos genes.

Se han descrito ya enfermedades mitocondriales asdadas a defectos en las subunidades TIMM8a
y TOMM14, y resultados recientes demuestran la implacion de la subunidad TIM8a en apoptosis y de
TOM40 y TIM23 en la enfermedad de Alzheimer.

Regulacion de la expresion génica de las subunidades de los Complejos Traslocasa mitocondriales,
en humanos.

Hemos demostrado el requerimiento de factores de @nscripcion NRF-1 y/o NRF-2 (NRF: nuclear respi-
ratory factor) para la expresion de los genes que adifican los dos receptores mitocondriales master €l
complejo TOM: hTMM20 y hTOMM70. Esta investigacion se ha extendido a la caracterizacion de las regio-
nes promotoras de los genes hTOMM34, hTIMM8a y hTIM23, en las que, ademas de factores NRF, se
ha identificado motivos de transcripcion Spl y se hn caracterizado elementos inhibidores de la expreén
génica. Estos resultados apuntan al papel critico € estos reguladores transcripcionales en la coordecion
de la biogénesis mitocondrial. En este sentido, restar que NRF-1 y/o NRF-2 se han asociado al contrio
transcripcional de muchos genes implicados en funciones mitocondriales tales como fosforilacién oxidativa,
canales ionicos, lanzaderas, biosintesis del grupbemo e, interesantemente, la transcripcion y replacion
del ADN mitocondrial.



Identificacion de enfermedades asociadas a disfunciones en el transporte de proteinas a mitocondrias.

A partir de ADN de pacientes con posibles patologias mitocondriales se realiza una bdsqueda de alteraciones en exones, secuencias de
entrecortado en intrones, regiones promotoras y renes 3’ no traducidas de los genes de las subunidees de los complejos translocasa

de las mitocondrias. Los resultados obtenidos nos prmiten discernir entre modificaciones del ADN quson simples polimorfismos y
otras que pueden dar origen a patologias mitocondéles. Por ejemplo: Se ha identificado un caso de sdrome de Mohr Tranebjaerg
debido a una mutacion patogénica en el genTIMMBA que genera un codon STOP prematuro produciendo una proteina truncada de 38
aminoacidos (la normal consta de 97). Se trata dem paciente de 34 afios con sordera neurosensorial mrgresiva desde los 3 y pérdida
visual progresiva desde los 15. A los 30 afios desarroll6 rigidez cervical y alteraciones en la conducta. Se trata de una mutacién de novo,
y es la novena mutacién puntual descrita en la literatura de este Sindrome.

Bases moleculares del Sindrome de Mohr Tranebjaerg.

Aunque la base genética del Sindrome de Mohr-Trangberg (SMT) esta bien establecida, se desconocen $aalteraciones del metabo-
lismo mitocondrial que subyacen al severo cuadro de sintomas de este sindrome como consecuencia de la inactivacién o ausencia de la
proteina TIMM8a, una de las subunidades del sistema de importacién y ensamblaje de proteinas de la membrana interna mitocondrial.

Para identificar las disfunciones mitocondriales erl SMT y los mecanismos por los cuales la pérdidae funcién de TIMM8a conlleva
efectos neurodegenerativos, se estan llevando a cabestudios preliminares con fibroblatos proviniente de un paciente afectado para
estudiar los efectos de la ausencia de TIMM8a en tirentes marcadores mitocondriales: particularment@roteinas de la cadena respi-
ratoria, proteinas transportadoras y de otras subunidades TIMM (paricularmente TIMM23), todas ellas ubicadas en la membrana interna
mitocondrial. (Se prevé extender el estudio a cultivos de lineas neuronales).
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Responsable:

Javier Cervera Miralles (cervera@cipf.es)

Investigadores:

Isabel Pérez Arellano (iperez@cipf.es)

Postdoctorales:

Ana Isabel Martinez Pérez-Romero (amartinez@cipf.es)

Predoctorales:

Cristina Alcantara Baena (hasta abril 2006)

Satu Pekkala (hasta septiembre 2006

Francisco Carmona Alvarez (carmona@cipf.es)
Roberto Gozalbo Rovira (rgozalbo@cipf.es)

Técnicos Superiores:

Belén Barcelona Andrés (bbarcelona@cipf.es)

Técnicos de Apoyo:

Francisca Ripoll Ivars  (pripoll@cipf.es)

Colaboradores:

Igor Yefimenko

(Instituto de Biomedicina de Valencia, CSIC)

Karlen y Tatiana Gazarian

(Universidad Autonoma de México)

Instituto de Investigaciones Biomédicas. Universidad Nacio-
nal Autonoma de México. México DF.
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Reconocimiento Molecular

Las enzimas responsables de catalizar el primer pasde alguna ruta biosintética del metabolismo sueie
estar sometidas a control metabdlico y ser proteina clave en el funcionamiento del organismo. Cuando
en la naturaleza se presenta un fallo en alguna déstas enzimas, por ejemplo por defecto genético, la
consecuencias suelen ser graves y, en ocasiones, fatales. Este es el caso para la carbamil fosfato sintetasa
| (CPSI), que es la puerta de entrada al ciclo de la urea, el principal mecanismo de detoxificacion del exceso
de nitrégeno de la dieta, y para la deltal-pirrolina-5-carboxilato sintetasa (P5CS), que cataliza el primer paso
de la sintesis de prolina y de ornitina y arginina a partir de glutamato, estando la funciéon de ambas proteinas
sometidas a regulacion metabdlica. El déficit de C8I cursa con hiperamoniemia y suele ser fatal en etcién
nacido, y el déficit de P5CS provoca ademas de hipeamoniemia bajo contenido en prolina, ornitina, aiti-
lina y arginina. Se han detectado varias mutacioneslinicas en estos errores congénitos del metaboligo.
Enfermedades genéticas como los déficits de CPSI ge P5CS requieren, ademas de la identificacion de
la mutacion clinica, poner de manifiesto la relaciocausal entre el defecto genético y la clinica. Ra ello, lo
ideal es introducir las mutaciones en un sistema eerimental que haga posible verificar la relaciénazisal.
Nuestro trabajo esta permitiendo establecer estas relaciones fenotipo-genotipo y facilitando la comprension
de los déficits de CPSI y de P5CS en base al conocimiento estructural de ambas proteinas.

Hacia la comprension del déficit de carbamil fosfat o sintetasa | (CPSI) y la caracterizacion del sitio de
su activador N-acetil-L-glutamato (AG).

Anteriormente utilizamos la CPS de Escherichia catomo un modelo de la CPSI humana para comprobar

el caracter patogénico de las mutaciones clinicas e el déficit de CPSI. Para salvar las limitacionede tal
aproximacion, ahora hemos usado CPSI de mamifero mmmbinante obtenida con el sistema de expresion
de baculovirus y verificado directamente en ella el efecto de las mutaciones clinicas sobre su funcién y esta-
bilidad. Mostramos que hay una correspondencia entre los efectos causados por las mutaciones y el tipo y
severidad de la manifestacion clinica en los pacientes, lo que es esencial para el consejo genético reproduc-
tivo y permite excluir como patogénicas posibles navas mutaciones que representasen meros polimorfis-
mos. El analisis de mutaciones que afectan a los dminios N (de funcién desconocida) y C-terminal (quene

el activador AG) de la CPSI esta generando informacién sobre el papel funcional del primero y sobre el sitio
de AG y el mecanismo de activacion alostérica.



Aproximacién a la estructura y funcién, regulacién y patologia de la bienzima deltal-pirrolina-5-carbo xilato sintetasa (P5CS):
Los sitios para los ligandos y estructura 3D de su componente glutamato 5 quinasa (G5K).

P5CS, un polipéptido bifuncional con un dominio N<¢rminal con actividad G5K y otro C-terminal con agvidad glutamato 5-fosfato
reductasa (G5PR), cataliza la produccion de P5C a partir de glutamato. De su componente homélogo en E. coli G5K hemos establecido
las funciones de los dominios, los sitios de los ligandos y hemos colaborado con grupo de V. Rubio (IBV,CSIC), a establecer su estructura
3D. G5K cataliza el primer paso de la biosintesis de prolina, sobre el que se ejerce el control metabdlico de la via. Mediante mutagénesis
hemos cartografiado los residuos del sitio activo y hemos propuesto que el sustrato glutamato y el inhibidor prolina se unen a sitios sola-
pantes. La estructura 3D revela que es un tetramerdormado por interacciones poco extensas entre doshomodimeros. La subunidad
consta de un dominio aminoacido quinasa nucleado por un sandwich alfa3-beta8-alfa4 y de un dominio PUA con su caracteristico sand-
wich beta rodeado en este caso por tres alfa hélices.

Produccién de anticuerpos monoclonales e identifica cién de epitopos usando librerias de expresiéon en | a superficie de virus
bacteriofagos (“phage display”).

Los anticuerpos monoclonales (amc) son herramientapoderosas por la alta especificidad y sensibilidé exhibidas hacia sus dianas,
confiriéndoles capacidad diagndstica e, incluso, tepéutica, y, en general, gran valia como reactivbiotecnolégico. El conocimiento de
sus epitopos da un valor afiadido a los amc pues pamite el estudio del funcionamiento de la proteinaiana, de las interacciones entre
dominios o con otras proteinas, etc. Estamos introdciendo en el CIPF con la colaboracion de los DresGazarian la tecnologia phage
display que es un método de fabricacion de librerias de expresion que combina la generacion de billones de componentes con procedi-
mientos rapidos de busqueda y seleccion de las moléulas de interés. Estamos construyendo librerias danticuerpos mostrados en la
superficie de un fago para aislar amc y utilizandbbrerias comerciales de péptidos al azar que cueah, entre sus muchas aplicaciones,
con la de la determinacion de epitopos.

Colaboraciones con otros grupos de investigacion del CIPF.

PTEN es una fosfatasa supresora de tumores que padipa en el control del crecimiento y ciclo celulas, apoptosis y migracion celular,

y cuyo gen se pierde o se encuentra mutado en una m@n variedad de tumores humanos. En colaboracién co el grupo de Biologia
Molecular del Cancer (R. Pulido) estamos caracte@ndo epitopos relevantes de los distintos dominiosy motivos de la proteina PTEN
especializados en sus diferentes funciones y en el control de las mismas.

En colaboracion con la Unidad de Patologia Autoinmme (J. Saus), hemos demostrado la existencia de undiversificacion conformacional

en el dominio no colagenoso-1 de la cadena alfa-3 del colageno IV (el autoantigeno en la enfermedad autoinmune de Goodpasture) que
podria ser relevante en la patogénesis de la enfermedad.
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Esquema del ciclo de la urea y conexion con la biosintesis de prolina. Las enzimas del ciclo de la urea estan enmarcadas
en un rectangulo y los del metabolismo de prolina en un circulo y aparecen en cursiva. EI marco es rojo para las enzimas
mitocondriales y azul para aquellas citosélicas. C®l, carbamilfosfato sintetasa; OTC, ornitina transrbamilasa; ASS,
argininosuccinato sintasa, ASL, argininosuccinatadsa, y ARG, arginasaP5CR, deltal-pirrolina 5-carboxilato reductasa;
OAT, ornitina aminotransferasafP5CS, P5C sintetasa. Las flechas con puntas negras erok dos extremos indican trans-
portadores citosélico-mitocondrial y aquella con puntas azules activacion de la CPSI por N-acetilglutamato.

PUBLICACIONES 2006

1. Pérez-Arellano, I., Rubio, V., Cervera, J. Mappingctive site
residues in glutamate 5-kinase.The substrate glutamate
and the feed-back inhibitor proline bind at overlapping
sites . FEBS Lett. 580: 6247-6253 (2006).

2. Calvete, J.J., Revert, F., Blanco, M., Cervera, J.Tarrega,
C., Sanz, L., Revert-Ros, F., Granero, F., Pérez-Ba, E.,
Hudson, B.G., Saus, J.Conformational diversity of the
Goodpasture antigen, the noncollagenous-1 domain of
the _3 chain of collagen IV. Proteomics Suppl 1: S237-
244 (2006).

Gil, A., Andrés-Pons, A., Fernandez, E., ValientaJ., Torres,
J., Cervera, J., Pulido, R.Nuclear Localization of PTEN
by a Ran-dependent Mechanism Enhances Apopto-
sis: Involvement of an N-Terminal Nuclear Localization
Domain and Multiple Nuclear Exclusion Motifs . Mol Biol
Cell. 17: 4002-4013 (2006)
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Protedmica

La mayor parte de la actividad del Servicio consigt en proporcionar apoyo a los investigadores tanto
mediante el analisis de muestras como en asesoramigo en aspectos relativos a proteémica y quimica de
proteinas. Ademas, se han iniciado lineas de inveigacion en las que las técnicas de prote6mica tiene un
papel central.

Durante este afio se han iniciado dos lineas de inwtigacion. La primera consiste en la caracterizacio

estructural de proteinas asi como de las interacciges proteina-proteina mediante el empleo de técnica

de proteémica. Las proteinas con las que estamosrabajando son GPBP (Goodpasture antigen binding
protein), Apaf-1, el complejo cdk2/ciclina A y NCOA3 (Nuclear receptor coactivator 3).

La otra linea de investigacion trata de identificaalteraciones en el proteoma del miocardio inducide por
la hipertrofia ventricular izquierda que acompafia & hipertension arterial. Tras un analisis de exesion
diferencial mediante metodologia DIGE, se identifim las proteinas de interés mediante espectrometride
masas. El estudio de los resultados con la ayuda € herramientas bioinformaticas permitira obtener for-
macion sobre la naturaleza de los cambios producidos.



Metodologias empleadas para estudios de expresioniterencial de proteinas. Andlisis de expresion difencial: A)
Tecnologia DIGE (marcaje de las muestras con distintos fluorocromos); B) 2D-PAGE; C) Andlisis automatizado de
la expresion diferencial. Identificacion de proteinas de interés: D) Andlisis de los fragmentos tripticos por espec-
trometria de masas; E) Busqueda en bases de datos mediante algoritmos, e identificacion de la proteina.
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Durante el afio 2006 se han realizado los siguientes analisis de proteémica:

Tipo de andlisis

Numero de andlisis

Determinaciones de peso molecular 635
Identificacién de proteinas 640
Caracterizacion de proteinas 2
Proteémica diferencial 37
Otros 22
Total 1336

La procedencia de los usuarios que han utilizado el Servicio se distribuye de la siguiente manera:

- Centro de Investigacion Principe Felipe (83 % del total de servicios)

- Instituciones Publicas (17 % del total de servicios)

- Universidad de Valencia

_Biologia Animal y Antropologia Fisica
_Bioquimica y Biologia Molecular
_Microbiologia y Ecologia (Farmacia)

_Microbiologia y Ecologia (Medicina)

- Universidad Politécnica de Valencia

- Universidad de Alicante

- Instituto de Biomedicina de Valencia-CSIC

- Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas-CSIC
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En junio se puso a disposicion de los investigadoedel Centro unservicio de purificacion de proteinas . Hasta la fecha se han estable-

cido estrategias de purificacion y se han realizado purificaciones de proteinas de interés de distintos investigadores del centro.

OTROS

Uno de los objetivos de ProteoRed, la red nacional de servicios de protedmica, es la de estandarizar tanto los servicios como los niveles

de calidad de sus integrantes. Con objeto de determinar de manera objetiva la calidad y funcionamiento de los laboratorios, se participd

en una prueba de caracter internacional, promovidgor la ABRF (The Association of Biomolecular Resoee Facilities). Dicha prueba

consistié en identificar el mayor nimero de proteinas posible de una muestra que contenia un total de 49 proteinas desconocidas con el

menor nimero posible de falsos positivos. Nuestra unidad de proteémica consigui6 identificar 44 proteinas correctas sin falsos positivos.

Este resultado, el 12 de un total de 78 participantes, fue el mejor dentro de los grupos participantes pertenecientes a ProteoRed.



Secuenciacion

Responsable:

Sonia Prado Lopez (spradol@cipf.es)

El objetivo de este servicio es permitir el acceso a la secuenciacion automatica de alta
calidad, dando cobertura tanto a grupos de nuestropropio centro de investigacion,
como a los pertenecientes a otros centros, universiades, entidades sin animo de
lucro asi como a empresas privadas. En este contexto el Servicio de Secuenciacion
del CIPF durante el presente afio, ha prestado apoyo cientifico- técnico a los grupos
de investigacion pertenecientes al propio centro de investigacion, enmarcados en los
siguientes programas: Programa de Medicina Regenerativa, Programa de Descubri
miento de Nuevos Farmacos y Programa de Biomedicina.

Reaccion de secuenciacion sobre ADN purificado 91.46%
Secuenciacion casos especiales 6.78%

Analisis de fragmentos de DNA 1.76%
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Microarrays

Responsable:

David Blesa Jarque (dblesa@cipf.es)

El Servicio de Analisis de Microarrays se ha comenzado a implantar con el proposito de facilitar el acceso a
esta tecnologia a los grupos de investigacion del CIPF asi como a grupos y servicios de centros de investi-
gacion, instituciones, universidad y hospitales; y también para colaborar en programas de I1+D+| con sector
empresarial.

La tecnologia de microarrays de DNA es una técnicdundamental en el andlisis genémico y permite la
caracterizacion molecular de expresion de RNA, moéitaciones del genoma, modificaciones epigenéticas
o uniones proteina/DNA de una muestra. Actualmente se analiza una representacion del genoma/transcrip-
toma completos.

El Servicio de Microarrays ofrece recursos materias, técnicos y humanos para el andlisis a escala g@mica
de perfiles de expresion, hibridacion genémica comarada (aCGH) o andlisis de inmunoprecipitacion de
cromatina (ChlP-on-Chip), sobre microarrays de DNA. Ademas del proceso de hibridacion de las muestras,
procura asesoramiento en el disefio experimental yralisis experto de resultados en colaboracion con le
Departamento de Bioinformatica. El Servicio disponéle una estacion de hibridacion TECAN HS 4800 Pro,
un escaner Agilent G2565B y un Bioanalizador 2100 gra el control de calidad de las muestras. Disponeims
también de una sala acondicionada para la filtracion y medicion de ozono ambiental para el uso de sondas
marcadas con Cy5 sobre arrays de oligonucledtidosCualquier plataforma de microarrays sobre portas
estandar se puede procesar en el Servicio incluyerallos arrays comerciales de Agilent Technologies, B
Healthcare (CodeLink), Spectral Genomics, Clontechetc., asi como microarrays impresos en centros y
universidades. Para los usuarios de la plataforma Affymetrix, se han establecido acuerdos con otras institu-
ciones que poseen el equipamiento especifico mientras que, en el Servicio, podemos proporcionar asesora-
miento en el disefio de sus experimentos y andlisis experto de los datos obtenidos con esta plataforma.
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Instituciones Cienti cas Colaboradoras

El CIPF ha establecido durante el 2006, varios Acudos Marcos y Convenios de Colaboracién con distirgs
Centros e Instituciones, tanto nacionales como exanjeros. A continuacion se citan aquellos que se ha

rmado durante el presente ejercicio:

- Convenio de Colaboracion entre la Universidad de
Newcastle Upon Tyne y el CIPF para la colaboraciéan
investigacion de células madre.

- Convenio Marco de Colaboracion entre el CIPF y lAgen-
cia Valenciana de Salud de la Conselleria de Sanidad.

- Convenio de Colaboracion entre la Fundacion de Investi-
gacion Médica Mutua Madrilefia y el CIPF para el des
rrollo de proyectos de investigacion cientifica.

- Convenio de Cooperacion entre el CIPF y la Agenai
Valenciana de Salud de la Conselleria de Sanidad para la
constitucion de una Unidad Mixta de Investigacion.

- Convenio entre la Universidad Complutense de Madtl y
el CIPF para el desarrollo de un programa formativo.

Colaboraciones cienti cas

El CIPF ha intervenido en mdltiples intercambiosrngdes de
cooperacion cientificos. La lista de centros con I cuales
se ha colaborado tanto nacional como internacionalmente,

se detallada a continuacion:

EN ESPANA

Centros del CSIC

- Centro de Biologia Molecular “Severo Ochoa”, Madrid
- Centro de Investigaciones Bioldgicas, Madrid

- Centro Nacional de Biotecnologia, Madrid

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

- Institut de Bioquimica Clinica, Barcelona
- Instituto Cajal de Neurociencias, Madrid

- Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plaas,
Valencia

- Instituto de Biomedicina, Valencia
- Instituto de Biogquimica

- Instituto de Investigaciones Biomédicas “AlbertdSols”,
Madrid

- Instituto de Neurobiologia “Ramén y Cajal”, Madrid
- Instituto de Neurociencias, Alicante

- Laboratorio de Resonancia Magnética, Instituto Ivesti-
gaciones Biomédicas, Madrid



&,3) PHPRULD

Instituciones Cienti cas Colaboradoras 195/196

Universidades: - Facultad de Psicologia, Universidad de Valencia

- Centro Andaluz de Biologia del Desarrollo, Univsidad - Facultad de Veterinaria de Lugo, Universidad de &tiago
Pablo de Olavide (Sevilla) de Compostela

- Centro de Biomateriales de la Universidad Politécnica de - Instituto de Neurociencias, Universidad Miguel Haan-
Valencia dez, Alicante

- Centro de Citometria y Citdmica, Departamento ddioqui- - Unidad de Genética, Universidad de Alicante

mica, Facultad de Medicina, Universidad de Valencia - Universitat Autdnoma de Barcelona

- Departamento de Biologia Celular y Genética. Fadiad
de Biologia. Universidad de Alcala de Henares

- Universidad Auténoma de Madrid
. ) . o - Universidad Complutense, Madrid
- Departamento de Bioquimica y Biotecnologia, Univsi- ' . .

dad Rovira i Virgili (Tarragona) - Universidad de Badajoz

- Departamento de Bioquimica, Universidad Auténoma de - Universidad de Barcelona
Madrid - Universidad de Cantabria

- Departamento de Ciencias Biomédicas Béasicas, Ungr- . Universidad de Castilla La Mancha

sidad Cardenal Herrera-C.E.U., Moncada, Valencia ) )
- Universidad de Salamanca

- Departamento de Ciencias Médicas. Universidad de versidad de Valenci
Castilla la Mancha. Albacete - Universidad de Valencia

- Departamento de Estadistica, Facultad de Mateméatas - Universidad de Zaragoza

de la Universidad de Valencia - Universidad Jaime |, Castellon

- Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutic - Universidad Miguel Hernandez, Elche, Alicante

Facultad de Farmacia, Universidad de Valencia - Universidad Politécnica de Valencia

- Departamento de Quimica Fisica, Universidad de Vaieia _ Universidad San Pablo-CEU, Madrid
- Facultad de Biologia, Universidad de Valencia
- Facultad de Farmacia, Universidad de Valencia

- Facultad de Medicina, Universidad de Valencia



Hospitales: - Unidad de Hepatologia, Hospital Clinico de Valencia
- Centro de Transfusiones de la Comunidad de Madrid - Unidad de Hepatologia, Hospital General de Alicante

- Departamento de Neurologia, Hospital Clinico Universita-
rio de Valencia

- Departamento de Neurologia, Hospital La Fe de Valencia
- Fundacién Hospital General Universitario de Valencia Empresas
- Hospital General Universitario de Valencia - Atugen AG, Berlin, Germany.

- Hematologia Oncoldgica, Hospital del Nifio Jesus, - DiverDrugs, SL

Madrid - Merck Farma y Quimica, SA

- Hospital “Arnau de Vilanova”, Valencia N
P - Bruker Espafiola, S.A.

- Hospital 12 de Octubre, Madrid

- Orphan Red S.L.
- Hospital Clinic de Barcelona
- Hospital Clinico Universitario de Santiago de Compsiela

- Hospital Clinico Universitario de Valencia

- Hospital Ramon y Cajal (Madrid) Otros:

- Hospital San Joan de Deu, Barcelona - Asociacién Espafiola de Hematologia y Hemostasia

- Hospital Santa Cruz i Sant Pau (AEHH)

- Hospital Universitario “La Fe”, Valencia - Centro de Investigacion Cooperativa en Biocienc&CIC
bioGune

- Hospital Universitario Dr. Peset, Valencia
- Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculas

- Neurologia Experimental, Hospital Ramén y Cajal. ]
(CNIC), Madrid

Madrid.

- Servicio de Hematologia y Oncologia, Hospital Glico - Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (810),
Universitario de Valencia Madrid

- Servicio de Hepatologia, Hospital de Valme. Sevilla - CIEMAT, Madrid

- Servicio de Medicina Interna/Hepatologia, Hospita - Fundacion del Instituto Valenciano de Infertilidad (FIVI)

Universitari Vall d’Hebron. Barcelona - Fundacién de la Comunidad Valenciana para el Estlio,

- Unidad de Dismorfologia, Hospital La Fe de Valencia la Prevencion y la Asistencia a las drogodependencias
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EN EL EXTRANJERO

- Albert Einstein College of Medicine, New York, USA

- Board of Regents of the State of Kansas, The Unirsity
of Kansas Medical Center

- Cambridge Institute for Medical Research and Depd-
ment of Clinical Biochemistry. University of Camixge,
Cambridge, England, UK.

- Celiac Disease Research Group, Faculty of Medic&
Universidad de Tampere, Finland

- Cell Biology Unit, Division of Genomic Medicinelniver-
sity of Sheffield, UK

- Centre de Recherche du CHUL, Québec, Canada

- Childrens Hospital, Los Angeles, CA, USA

- Consorzio Mario Negri SUD, Italy

- Department of Microbiology, Umea University, Sweden
- Department of Biomedicine, University of Tartu, Estonia

- Department of Pharmacology, University of Helsink
Finland

- Department of Anatomy, Department of Biochemistryand
Biophysics, Department of Pharmaceutical Chemistry,
Cardiovascular Research Institute - University of &ifor-
nia San Francisco (UCSF), California, USA

- Department of Biological Sciences, State Univergy of
New York, Buffalo, USA

- Department of Environmental Toxicology, Uppsala kiver-
sity, Uppsala, Suecia

- Department of Medicine, University of Cambridge,
Cambridge UK
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- Department of Molecular Genetics - University ofTexas
Southwestern Medical Center, Dallas, Texas, USA

Department of Pharmacology, Trinity College, Dul,
Irlanda

Department of Pharmacology, University Clinic Haivurg
Eppendorf, Germany

Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg,
Germany

Dipartimento di Farmacologia delle Sostanze Natati e
Fisiologia Generale, Universita degli Studi di Ronfd.a
Sapienza”, Roma, Italy

Division of Diabetes, Endocrinology and Metabolic Disea-
ses, National Institutes of Diabetes and Digestivand
Kidney Diseases, National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA

Division of Nutritional Sciences, Cornell University, Ithaca,
New York, USA

Division of Toxicology and Neurotoxicology, Ingtite of
Environmental Medicine, Karolinska Institute, Sweden

- DKFZ, Heidelberg, Germany

- Faculté des Sciences Pharmaceutiques et Biologicges,
Paris, France

- Fondazione Clinica del Lavoro IRCCS, Centro Medicdi
Pavia, Centro Ricerche, Sezione di Tossicologia Spe
mentale, Pavia, Italy

Institut de Pharmacologie Moleculaire et Celluleg -
CNRS-UMR6097, Sophia-Antipolis, France

- Institute of Bioregulation and Gerontology of theRussian
Academy of Medical Sciences, Saint-Petersburg, Russia

- Institute of Genetics, Koln, Germany

PHPRULD



- Institute of Neurobiology, Slovak Academy of Scieces, - Synthese et Structure de Molécules d’'Intérét Phana-
Kosice, Slovakia cologique. Unidad Mixta de Investigacion (UMR 8638)

- Institute of Theoretical and Experimental Biophyiss, CNRS-Université Paris 5, France

Russian Academy of Sciences, Pushchino, Russia - University of California, San Francisco (UCSF), USA

- Institute of Children Health-Children Hospital (ICH-GOSH) - University of Tetouan, Morocco

London, UK - University of Bristol, Bristol, UK

R JL?SIAH Diabetes Center, Harvard Medical School, Boston, - University of Geneva Medical School, Geneva, Switzand
. . . . - University of Marburg, Marburg, German
- Kiel Universitat, Kiel, Germany y 9 9 Y

L . . . ) . ~ - University of Nijmegen, The Netherlands
- Laboratorio di Tossicologia Industriale, Univers degli Y Imeg

Studi di Parma, Dipartimento di Clinica Medica, Neblo- - University of Pittsburg, Pittsburg, USA

gia e Scienze della Prevenzione, Parma, ltaly - University of Southern California, Los Angeles, CA, USA

- Laboratory of Human Neurogenetics, The Rockefelle

. . - University of Washington, Seattle USA
University, Nueva York, USA

. . - Vanderbilt University, Nashville, Tennessee, USA
- Ludwig Institute for Cancer Research, London, UK

- Max-Planck Institut fir Molekulare Physiologie, Ort-
mund, Germany

- Med.Inst.Environm.Hyg. at the Heinrich Heine Unarsity,
Duesseldorf, Germany

- MRC Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, UK

- Neuroscience Research Unit, Hopital Saint Luc, Matreal,
Canada

- Northwestern University Medical School, ChicagolL,
USA

- Roslin Institute, Edinburgh, UK

- School of Biological Sciences, University of Martester,
UK

- Skirball Institute of Biomolecular Medicine, NewYork,
USA

- Structural Genomics Consortium, Toronto, Canada



Instituciones Cienti cas Colaboradoras
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Distribucion de las publicaciones por programa cientifico

30%

46%

B 80 Medicina Regenerativa 46%
I 51 Descubrimiento de Nuevos Farmacos 30%

41 Biomedicina 24%
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Donaciones

El CIPF, como fundacién sin &nimo de lucro, ha rebido durante el
ejercicio 2006 aportaciones y ayudas por parte de sociaciones,
fundaciones y empresas para el desarrollo de nuevalneas de
investigacion que puedan contribuir al avance cieiffico. Se citan a
continuacion las entidades que han realizado aportzEones al CIPF
durante el afio 2006:

- HUCOA-ERLOSS, S.A.
-DURVIZ, S.L.

- AFORA, S.A.

- SERONO ESPANA, S.A.

- ROCHE DIAGNOSTICS, S.L.
- MEDTRONIC IBERICA, S.A.
-INSTITUTO ROCHE

- APPLIED BIOSYSTEMS

- BIOLOG

- BRUKER ESPANOLA, S.A.

Premios y Distinciones

- Premio 2006 Computing Espafia al mejor proyecto I1+D+i
(Marzo, 2006)

- La Dra. Consuelo Guerri Sirera ha sido elegida,qr votacion a
nivel internacional, comomiembro de “Board of Directors” y
“Chairman of the Publication Committee”of the Inter natio-
nal Society for Biomedical Research on Alcoholism . (Abril,
2006)

- Nombramiento del Dr. Miodrag Stojkovic, comoCiudadano
Honorario de su ciudad natal , Leskovac, Serbia. (Julio, 2006)

- Premio de Investigacion Clinica de la Fundacion Hos pital
Clinico Universitario de Valencia, Il Edicién . (Septiembre,
2006) al Dr. Carlos Simén.

- Nombramiento del Dr. Miodrag Stojkovic comomiembro del
Comité Editorial del Stem Cell Journal . (Septiembre, 2006)

- Premio ALCER TURIA en reconocimiento a la labor cientifica
del CIPF. (Noviembre, 2006)

- Nombramiento del Doctor José Manuel Garcia Verdug como
Académico de la Real Academia de Ciencias Exactas
(Noviembre, 2006)

Patentes

Inventores: Rodriguez M.S., et al.

Titulo: Proteinas de fusion de p53 sin actividad de trans-
cripcion y sus aplicaciones

N° de deposito: P200601537
Fecha de prioridad: Abril, 2006

Inventores: Enrique Pérez Paya, et al.

Titulo: Identification of cyclin A/ckd2 inhibitors
N. de deposito: P200601652

Fecha de prioridad: 19/06/2006

Inventores: E. Pérez-Paya, et al.

Titulo: Composicion farmacéutica para inhibir la apoptosis
N. de deposito: PCT/IB2006/003312

Fecha de solicitud: 23/11/2006
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Presencia en Medios de Comunicacion

El impacto del CIPF en los medios de comunicacion, ha aumentado de forma muy importante desde su creacion en 2005. Este hecho da
muestra de la importancia de las investigaciones y logros conseguidos por el centro desde su inauguracion.

Presencia en prensa escrita en Espafa
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Ademas de las apariciones en prensa, el CIPF ha estado presente en trece programas de radio y televisién de &mbito nacional, y en otros
tres de fuera de nuestras fronteras.



1. El Mundo, 13 de Enero 2006 4. El Mundo, 14 de Enero 2006
2. ABC, 2 de Octubre 2006
3. El Mundo, 13 de Octubre 2006



Otros
Dossier de prensa



1. El Pais, 12 de Junio 2006 4. Gaceta Médica, 23 de Octubre 2006
2. El Pais 18 de Septiembre 2006 5. Levante, 16 de Noviembre 2006
3. El Mundo, 26 de Septiembre 2006 6. ABC, 8 de Noviembre 2006

7. El Pais, 15 de Diciembre 2006



Otros
Dossier de prensa



1. El Mundo, 2 de Diciembre 2006 3. Gaceta Médica, 4 de Diciembre 2006
2. La Razon, 6 de Octubre 2006 4. ABC, 30 de Diciembre 2006
5. El Mundo, 29 de Octubre 2006



Otros
Dossier de prensa



1. ABC, 2 de Diciembre 2006

2. Las Provincias, 19 de Noviembre 2006
3. El Mundo, 9 de Diciembre 2006

4. Informacién, 6 de Diciembre 2006

5. Levante, 15 de Diciembre 2006
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