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PROLOGO

El Centro de Investigacién Principe Felipe (CIPF) ha cumplido doce afios, durante los cuales hemos establecido un
centro de investigacion biomédica de vanguardia en la Comunidad Valenciana. La investigacion llevada a cabo en el
CIPF es multidisciplinar, nuestros investigadores abordan cuestiones biolégicas clave relacionadas con los proble
mas de la salud humana, incluyendo enfermedades raras, cancer, neurodegeneracion y enfermedades metabélicas
como la diabetes. Nuestra mision es mejorar el conocimiento basico sobre las enfermedades humanas con el objeti
vo de aplicar nuestros resultados al desarrollo de nuevos farmacos y terapias. Esta memoria anual destaca nuestros
logros en 2017 y muestra una imagen de la excelente investigacion que llevamos a cabo, asi como de otras activida
des relacionadas lideradas por investigadores del CIPF.

La publicacion de los resultados obtenidos en el laboratorio es fundamental para el progreso cienti co y para la
traslacion de los descubrimientos a los pacientes en el entorno clinico. EI 2017 ha sido un afio récord en publicacio
nes cienti cas para los investigadores del CIPF. El factor de impacto medio de nuestras publicaciones ha llegado
a 5.2, el mas alto en la historia del CIPF, una cifra muy superior a la media de muchas otras entidades de investi
gacion en Espafia. Estamos especialmente orgullosos de la Dra. Maria Jesus Vicent, investigadora principal de una
ERC Consolidator, por su articulo “Capturing Extraordinary Soft-Assembled Charge-Like Polypeptides as a Strategy

for Nanocarrier Design”, publicado en la revista Advanced Materials que tiene un impresionante factor de impacto

del {19.8! Felicidades a Maria JesUs y a su grupo. Ademas, el Dr. Vicente Felipo y sus colaboradores en el INCLIVA
publicaron este afio en  Scienti c Reports el articulo titulado “Minimal hepatic encephalopathy is associated with
expansion and activation of CD4 + CD28-, Th22 and Tfh and B lymphocytes”, que identi ca, por primera vez, alte
raciones especi cas del sistema inmune asociadas con la aparicién de alteraciones neuroldgicas en pacientes con
encefalopatia hepatica minima. Claramente, los investigadores de CIPF estan haciendo contribuciones clave a la in
vestigacion biomédica y han aumentado la visibilidad internacional de nuestro trabajo a través de publicaciones en
revistas cienti cas de alta calidad.

En el CIPF somos conscientes del impacto de las enfermedades raras para los pacientes y sus familias. En este sen
tido, la Conselleria de Sanidad Universal y Salud Publica ha sido una gran defensora de los pacientes con estas en
fermedades en los hospitales y centros de salud autonémicos. El CIPF es lider en investigacion nacional en enferme
dades raras y alberga laboratorios y o cinas del CIBER de Enfermedades Raras. Nuestros investigadores colaboran
estrechamente con hospitales, universidades y otros centros de investigacion para generar biobancos y repositorios
de informacion. Los investigadores de CIPF estudian las bases moleculares y genéticas de las enfermedades raras,
con el n de acelerar el desarrollo de tratamientos para estas enfermedades. La Dra. Carmen Espinés, investigadora
principal del laboratorio de Genética y Gendmica va un paso mas alla y estd muy comprometida con diversas aso
ciaciones de pacientes con enfermedades raras, ademas de organizar cada afio una jornada para reconocer a las
cienti cas que investigan enfermedades raras. Las mujeres realizan importantes contribuciones en todas las areas
de la ciencia: de hecho, el 67% de los investigadores del CIPF son mujeres.

En 2017, la Conselleria de Sanidad Universal y Salud Publica, gracias al Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FE
DER) nanci6 la actualizacion de las infraestructuras informaticas del CIPF para impulsar nuevos
al CIPF en la vanguardia de la investigacion biomédica espafiola. La rapidez en la generacién de datos digitales y en
el desarrollo de herramientas computacionales ha creado una fascinante oportunidad para extraer nuevos conoci
mientos de bases de datos masivas o “Big Data” en la investigacion biomédica. La tecnologia Big Data puede apli
carse a la atencion sanitaria de muchas maneras, incluyendo modelos predictivos, seguimiento de enfermedades y
de seguridad, identi cacion de riesgos para la salud publica e investigacion. Esta colaboracién en Big Data entre la
Conselleria de Sanitat Universal, el CIPF y las otras fundaciones de investigacion biomédica de la Comunidad Valen
ciana abre nuevas posibilidades para entender las enfermedades humanas y para identi car nuevas dianas para el

desarrollo de farmacos. Nuestro objetivo para estos Clusters es construir una plataforma funcional de Big Data junto

a otros institutos y hospitales de la Comunidad Valenciana, con el n de conseguir soluciones innovadoras para me
jorar la calidad de vida de los pacientes.

La investigacion cienti ca es la clave para el futuro. En el CIPF, estamos trabajando para proporcionar resultados de
la investigacién biomédica a aquellos que mas lo necesitan... los pacientes.

Deborah J. Burks, Directora

Clusters que sittan
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Proyectos
2017

ENTIDAD

Financiacion internacional

Comisién Europea

Financiacion privada

Financiacion publica nacional

Ministerio de Economia, Industria y Competitividad

Ministerio de Educacioén, Cultura y Deporte

Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad

Instituto de Salud Carlos I

Financiacion Privada Nacional

Financiacion regional

Conselleria de Educacion, Investigacion, Cultura y Deporte

Conselleria de Sanidad Universal y Salud Publica

Conselleria de Economia Sostenible, Sectores Productivos,
Comercio y Trabajo

Contratos

Total

PROYECTOS EN
2017

9 12,16%

45,95%

12,16%

18,92%

10,81%

100,00%

CIPF | MEMORIA ANUAL 2017

Proyectos 2017

Contratos

@ Financiacion
10,81% internacional
12,16%

@® Financiacion
regional

18,92%

Financiacion
publica nacional

45,95%

Financiacion
privada nacion al

12,16%

Personal CIPF

160 5 43 %

Plantilla Edad % Fijos
% Investigadores 84% 133
Hombres
% Administracion y Servicios 16% 27 340/
0

55 Hombres (34%)

Mujeres
total 160 105 Muj 669
otal ujeres (66%) 66%
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MAPA DE
NACIONALIDADES
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Investigadores
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Investigadores Principales/Gestores plataforma

Investigadores Posdoctorales/Ayudante de investigacion/Especialista

Estudiantes predoctorales

Técnicos

NACIONALIDADES

ALEMANIA

ESTADOS UNIDOS

ARGELIA

ARGENTINA

BRASIL

COLOMBIA

CUBA

ESLOVENIA

ESPANA

GRECIA

ITALIA

MARRUECOS

MEJICO

PARAGUAY

RUSIA

SERBIA

VIETNAM

TOTAL

2017

Numero de estudiantes

Universidades espafiolas

Universidades europeas

Formacion Profesional

HOMBRES

12

23

HOMBRES

37

34

MUJERES

33

47

MUJERES

57

a4

11

TOTAL

70

TOTAL

94

78

13

No

78

13

33

32

55

NACIONALIDADES

INVESTIGADOR
AMERICANA
ARGENTINA
BRASILENA
COLOMBIANA
ESLOVENA
ESPANOLA
ITALIANA
MARROQUI
MEJICANA
PARAGUAYA
RUSA
GRIEGA/BRASILENA
PREDOCTORAL
ALEMANA
ESPANOLA
TECNICO
ESPANOLA
ITALIANA
MEJICANA
ESTUDIANTE
ARGELINA
BRASILENA
CUBANA
ESPANOLA
ITALIANA
SERBIA
VIETNAMITA

TOTAL GENERAL

%

58,21

9,70

24,63

23,88

41,79

NO

44

70

27

15

14

NACIONALIDADES
INVESTIGADOR
ALEMANA

CROATA - ESPANOLA
ESPANOLA
ESTADOUNIDENSE
ITALIANA
MARROQUI

TURCA
UCRANIANO
TECNICO

ARMENIA
ESPANOLA
FRANCESA
INGLESA
AUXILIARES
ESPANOLA

TOTAL GENERAL

2017

51

25

17

41

NO

78

56

53

26

26

160

11
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Publicaciones 2017
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94 /8

Numero de estudiantes Universidades espariolas -
HOMBRES © MUJERES HOMBRES ¢ MUJERES et
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Articulos JCR
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2017

Degradacion Intracelular de
Proteinas y Enfermedades Raras

Jefe de grupo Investigadores Posdoctorales Técnicos

Dr. Erwin Knecht Roberto

Investigadores Predoctorales
Dra. Carmen Aguado Mufioz

El tema central del laboratorio, que se encuentra integrado
en el CIBER-ER (una red espafiola de investigacion en enfer
medades raras), es investigar la relevancia de alteraciones
en diversas funciones celulares para la siopatologia de las
enfermedades raras. La nalidad ultima del trabajo es desa
rrollar nuevos métodos de diagndstico y nuevas terapias para
las mismas. Las funciones celulares analizadas se re eren, en
particular aunque no exclusivamente, a aquellas relacionadas
con los principales mecanismos de degradacion intracelular
de proteinas (el sistema ubicuitina-proteasomas vy las dife
rentes autofagias). Sobre las enfermedades raras estudiadas,
lo primero que hay que decir es que, aunque tienen baja pre
valencia, el trabajo de investigacion sobre las mismas puede
permitir comprender mejor la patogenia de enfermedades

14

Dr. Alihamze Fathinajafabadi

Marcos Lahuerta Ferreres

Maria Paz Rubio Rodriguez

mas frecuentes. De hecho, alteraciones en algunas de las
funciones celulares estudiadas por nosotros se asocian con
muchas patologias, incluyendo las neurodegenerativas, meta
bélicas, cardiovasculares y cancer. Hasta ahora hemos investi
gado, frecuentemente en colaboracién con otros grupos del
CIBER-ER, varias enfermedades raras (lipofuscinosis ceroideas
neuronales, X-adrenoleucodistro a, retinitis pigmentosa, en
fermedades mitocondriales, etc.). Durante 2017 hemos presta
do especial atencion a la enfermedad de Lafora, una epilepsia
mioclénica progresiva hereditaria bastante grave que produce
la muerte, generalmente cuando ha transcurrido una década
desde los primeros sintomas.

CIPF | MEMORIA ANUAL
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Durante este afio nos hemos centrado fundamentalmente en

el estudio de la enfermedad de Lafora, donde colaboramos
desde hace afios con otros grupos del consorcio publico espa -
flol CIBER-ER (Centro de Investigacion Biomédica en Red de
Enfermedades Raras), en especial, con el del Dr. Pascual Sanz
(Instituto de Biomedicina de Valencia-CSIC, Valencia) y el Dr.
Federico Pallardé (Universidad de Valencia). La enfermedad de

Lafora es una epilepsia mioclénica progresiva, que se caracte -
riza histolégicamente por la acumulacion de poliglucosanos en

unas estructuras insolubles llamadas cuerpos de Lafora. Estos
polimeros de glucosa son mas parecidos, por la longitud y la

rami cacion de las cadenas formadas, al almidéon que al glu -
cogeno. La enfermedad es hereditaria, autosémica y recesiva,

y en la inmensa mayoria de los casos esta causada por mu -
taciones en dos genes, EPM2A y EPM2B, que codi can para

dos proteinas, la laforina y la malina, que se considera que se
encuentran formando un complejo funcional en las células. La
primera de esas dos proteinas es una fosfatasa de especi cidad

dual capaz de interaccionar con carbohidratos y de defosfori -
larlos y la segunda es una E3-ubicuitina ligasa, que forma parte

de un muy numeroso grupo de enzimas encargado en la célula

de la transferencia de ubicuitinas a los sustratos. La enferme -
dad de Lafora tiene una distribucion geogré ca mundial, pero

es especialmente frecuente en paises mediterraneos. Se ca -
racteriza por mioclonias, demencia y convulsiones epilépticas

cuya intensidad aumenta con el progreso de la enfermedad,

hasta que nalmente los pacientes mueren, generalmente a los

10 afios desde la aparicién de los primeros sintomas. La enfer -
medad fue descrita por primera vez hace aproximadamente

un siglo por el neurélogo espafiol Gonzalo Rodriguez Lafora
(1866-1977) y en Esparfia se calcula que existen actualmente
unos veinte a treinta casos.

En 2017 hemos abordado dos aspectos sobre la enfermedad

de Lafora. En primer lugar, hemos investigado la presencia y la
funcién de la laforina en el ndcleo celular. Este planteamiento
resulta especialmente novedoso en el estudio de la enferme -
dad de Lafora, ya que la mayoria de estudios realizados hasta
ahora en relacion con la funcién del complejo laforina/malina

se re eren a su localizacion citoplasmica (defosforilacién de
glucégeno, poliubicuitinacién de proteinas del metabolismo del
glucégeno y degradacién por los proteasomas, autofagia, etc.).

Hemos comprobado en diversos tipos celulares que esta locali -
zacion parece ser la mayoritaria para la malina, pero que ocurre
también, especialmente en ausencia de glucosa, con la laforina.
Estudios informaticos de secuencias NLS y NES y tratamientos

con inhibidores de entrada o salida del nucleo (leptomicina,
KPT-185 y Bimax2) indican que la laforina entraria alli en parte

a través de importinas Z [y saldria por la via dependiente de
CRM1, pero sobre todo por otras vias (difusion simple, etc.). En
cuanto a las posibles funciones que la laforina pueda desem -
pefiar en el ndcleo, mediante resultados experimentales en los

que se ha determinado la vida media de la laforina en diversas
condiciones, hemos descartado algunas de ellas, como que la
laforina se dirija alli para su poliubicuitinacion por malina 'y pos
terior degradacion, o que actlie directamente como un factor
de transcripcion. En cambio, y a partir de varios experimentos
de protedmica y de transcriptomica realizados durante este
afio, hemos encontrado datos que apoyan que el complejo
malina/laforina tenga un papel regulador en la transcripcion
de genes relacionados con el metabolismo del glucégeno y la
epilepsia. En ese sentido, hemos demostrado que el complejo
malina/laforina interacciona con varios co-reguladores de la
expresion génica que serian poliubicuitinados por el complejo
malina/laforina, probablemente para cumplir su funcién co-re
guladora y no para ser degradados.

Un segundo aspecto que hemos abordado ha sido profundizar
en la alteracion en la enfermedad de Lafora de la autofagia, un
proceso degradativo de gran importancia, a cuyo esclareci
miento y popularizacién actual contribuy6 el profesor Yoshinori
Ohsumi, premio Nobel de Medicina o Fisiologia en 2016. An
teriormente, habiamos puesto de mani esto que este proceso
era defectuoso en la enfermedad de Lafora y que, ademas, se
acumulaban mitocondrias defectuosas. Por eso ahora hemos
analizado procesos lisosomales relacionados con la autofagia,
en concreto la mitofagia y la endocitosis. Para ello, en colabo

racion con el grupo del Dr. Pascual Sanz del Institut o de Bio -

medicina de Valencia del CSIC, tratamos broblastos control y
de pacientes con enfermedad de Lafora con desacopladores e
inhibidores de la cadena respiratoria mitocondrial para inducir
mitocondrias alteradas y estudiamos su degradacion. Efecti
vamente, la mitofagia aparece defectuosa en la enfermedad,
pero no se produce ninguna alteracién en la via de sefializa
cién candnica por parquina de las mitocondrias dafiadas. Lo
que en realidad ocurre es un defecto en la formacién de los
autofagosomas que conlleva esa acumulacion de mitocondrias

defectuosas en los broblastos de pacientes con enf ermedad

de Lafora. Asimismo, hemos seguido investigando la posible
alteracion de la endocitosis en la enfermedad de Lafora. Hemos
encontrado, en varios modelos de la enfermedad, que las vias
endociticas que se dirigen a los lisosomas (macropinocitosis/
endocitosis de fase uida y la endocitosis mediada por recep
tor) y la via degradativa por calpainas estan reducidas. Esto se
debe, muy probablemente, a que en la enfermedad de Lafora
existe un funcionamiento defectuoso del conjunto de la degra
dacién intracelular de proteinas en general y del lisosoma y de
sus vias asociadas en particular.

En de nitiva, durante este afio se han identi cado nuevas dia
nas moleculares en la enfermedad de Lafora, tanto en el nlcleo
como en el citoplasma celular, que podrian ser relevantes en el
desarrollo de fArmacos con nes terapéuticos.

Launay N, Ruiz M, Grau L, Ortega Garcia NA, Moncayo-Arlandi J, Vaz-

FJ, llieva EV, Martinez JJ, Galea E, quez A, Genovés P, Calvo CJ, Millet J,
Ferrer I, Knecht E, Pujol A, Fourcade Marti N, Aguado C, Knecht E, Valien -

S. (2017). Tauroursodeoxycholic bile  te-Alandi I, Montero JA, Diez-Juan, A,

acid arrests axonal degeneration by Sepllveda P. (2017). Hydrogen sulphi

inhibiting the unfolded protein respon-  de improves cardiomyocyte function
se in X-linked adrenoleukodystrophy.  in a cardiac arrest model. Annals of
Acta Neuropathol. 133:283-301. Transplantation 22:285-295.

Sancho P, Sanchez-Monteagudo
A, Collado A, Marco-Marin C,
Dominguez-Gonzéalez C, Camacho
A, Knecht E, Espinés C, Lupo V.
(2017). A newly distal hereditary
motor neuropathy caused by a rare
AIFM1 mutation. Neurogenetics
18:245-250.
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Unidad de Genética y Gendmica
de Enfermedades Neuromusculares
y Neurodegenerativas (UGGENN)

-Hgmcu- FEI

- CENTRO DE INVESTIGACION

e

http:/espinos.cipf.es Predoctorales Colaboradores
Paula Sancho Salmerén Sandra Fernandez-Rodriguez
Jefa de grupo Cristina A. Tello Vicente Isabel Hinarejos

Dra. Carmen Espinds Armero Ana Sanchez-Montegudo Antonio Collado

Candela Machuca Arellan

Investigadores
Dr. Vincenzo Lupo Técnicos

Lola Martinez-Rubio
16
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En la Unidad de Genética y Genémica de Enfermedades Neu -
romusculares y Neurodegenerativas (UGGENN; http:/espi -
nos.cipf.es), nuestra misién principal es prestar una labor de
asesoramiento a los profesionales de la salud interesados en

el diagnoéstico y prondstico de las patologias hereditarias: en
particular las neuropatias periféricas hereditarias, las enferme -
dades neurodegenerativas con acumulacién de hierro cerebral

como otros trastornos del movimiento, y la enfermedad de
Wilson. A diario trabajamos en el andlisis genético de estas en -
fermedades y en el desarrollo y validacién de nuevas estrat e-
gias y nuevas herramientas, que aplicadas en el &mbito clinico

nos proporcionen un diagnéstico de nitivo coste-efectivo y

certero. Asimismo, tenemos la necesidad de investigar sobre

el efecto que nuevos genes y nuevas mutaciones puedan
tener en el sistema nervioso central y periférico mediante el
empleo de diferentes ensayos funcionales dirigidos a modelos

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

Los trastornos NBIA comprenden un grupo de enfermeda -
des del movimiento que presentan depdsitos de hierro en el

cerebro, principalmente en los ganglios basales. Se trata d e

enfermedades raras con una prevalencia de 1-3/1.000.000.
Actualmente tenemos censados 102 casos NBIA o NBIA-mimic
que re ere a aquellas formas que no cursan estrictamente con
el cuadro clinico caracteristico de estos pacientes. El analisis
genético de las formas mas frecuentes y genes candidatos,
mediante secuenciacién Sanger y MLPA, nos ha permitido
diagnosticar el 49% de los casos. El posterior analisis de 37
pacientes mediante panel con 498 genes implicados en NBIA
y otros trastornos del movimiento ha conducido al diagnéstico
molecular de 14 pacientes, de momento. Con esta aproxima -
cién hemos ampliado el espectro clinico asociado a este grupo
de enfermedades raras, al asociar por primera vez genes a
fenotipos NBIA.

Epidemiologia genética, identificacion de modificadores
genéticos y deteccion del per | de microRNAs de la enfer -
medad de Wilson.

La enfermedad de Wilson (EW) es una enfermedad rara con

una prevalencia estimada de 1/30.000. La investigacién com -
prende tres objetivos: (i) Caracterizar genéticamente los p a-
cientes con EW de la Comunitat Valenciana y ahondar en su
epidemiologia genética; (ii) Caracterizacién de modi cadores
genéticos que puedan contribuir al fenotipo de los pacientes
Wilson; y (iii) Identi caciéon de la rma de microRNAs que

pueda actuar como biomarcador de la enfermedad util para

el pronéstico de la misma y valoracién de nuevos farmacos.

Hasta la fecha, hemos realizado el estudio genético de ATP7B
de 45 casos indice, y logrado el diagnéstico de nitivo en 26

2017

animales y/o celulares. Nuestra investigacion no solo contribu -
ye ala mejora de la calidad de vida de las personas ya que pro -
porciona informacién til para una plani cacién familiar y un

posible ensayo clinico, sino que también nos ayuda a conocer

los mecanismos que subyacen en la enfermedad y consecuen -
temente al descubrimiento de nuevas posibles dianas tera -
péuticas. Esta claro que la edad, la dieta y la calidad de vida

en general, junto con otros factores ambientales y el mismo

fondo genético especi co de cada individuo, contribuyen a la
variabilidad observada en algunas enfermedades con la misma

causa primaria molecular. Tanto esta Ultima informacién como

la caracterizacion molecular en nuestra poblacién de estas
enfermedades, algunas de ellas clinico y genéticamente muy
heterogéneas, nos proporciona una mejor correlaciéon entre

la causa genética y el fenotipo especi co de cada pacientes,
requisito muy Util de cara a una futura medicina personalizada.

casos. Los restantes casos han sido reevaluados y en 4 de ellos

con clinica compatible de EW vamos a ahondar en el estudio
genético mediante aproximaciones genémicas y transcriptd -
micas de nueva generacion. Ademas, este afio hemos comen -
zado con la realizacién de estudios radiolégicos por RMN para
buscar una posible correlacion entre las imagenes c erebrales
y la aparicién de los sintomas neurolégicos en los pacientes

con EW. Asimismo, procesaremos dos grupos de muestras
controles y pacientes para la identi cacion de posibl es per -
les de miRNA con caracter de diagndstico y preventivo de la
enfermedad.

Bases genéticas que subyacen en la enfermedad de Char -
cot-Marie-Tooth y neuropatias relacionadas.

Este grupo de enfermedades cursa con una amplia heteroge -
neidad clinico-genética. Hasta la fecha se han descrito mas de

80 genes relacionados (http:/neuromuscularwustl.edu/), y

todo ello ha servido para una reclasi cacion de fenotipos en
pacientes con dificil diagndstico. En este sentido, el objetivo de
nuestro laboratorio es participar activamente en la generacion

de esta nueva informacion: descubrir nuevos genes asociados

a la enfermedad, nuevas mutaciones y rede nir la correlacion

entre el genotipo y la variabilidad fenotipica de estas neuro -
patias periféricas. Mediante la secuenciacion de exoma hemos

sido capaces de identi car nuevos genes, y mediante la im -
plementacion de un panel de genes de disefio propio, curado

a partir de nuestro  know-how cienti co y de la colaboracion

de los clinicos, hemos alcanzado un rendimiento diagnéstico
prometedor para los casos aislados y familiares con dificil
diagnostico. Este panel esta disponible en el Servicio de Ge -
némica y Genética Traslacional (SGGT) del CIPF. Ademas, las

di cultades derivadas de la identi cacién en algunos casos de
multiples variantes/genes noveles o de signi cado i ndetermi -
nado nos proporcionan las bases para investigar el mecanismo
siopatoldégico o modi cador que subyace la enfermedad.
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Caracterizacion del gen MORC2 implicado en una nueva for

ma de Charcot-Marie-Tooth (CMT).

En colaboracion con los doctores T. Sevilla y F. Palau, des
cribimos el gen MORC2 implicado en una nueva forma CMT
tipo axonal, CMT2Z. En la actualidad el numero de familias
a nivel internacional es de 33, siete de ellas identi cadas en
nuestra serie clinica, de forma que este gen se propone como
gen relativamente frecuente en formas axonales de CMT. Tras
con rmar la expresion de Morc2 en un estado temprano del

Figura 1
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desarrollo tanto del nervio periférico de ratén como en médula

espinal y en cerebro, seguimos investigando en el efecto de

las mutaciones clinicas méas frecuentes en modelos celulares
neuronales de rata. En este modelo hemos podido observar
alteraciones estructurales y aberrantes en los axones y depen -
dientes del tipo de mutacion y de su asociacién con la gra -
vedad del fenotipo. Actualmente, tenemos datos interesantes

gue nos muestran la actividad represora de Morc2 en rutas
neuronales concretas y en otros genes asociados con CMT.

Figura 1. Rendimiento diagnéstico en nuestra
serie clinica.

El andlisis mediante panel de genes se ha reali
zado principalmente en casos esporadicos, y nos
ha permitido identi car mutaciones causantes de
la enfermedad o probablemente patolégicas en el
54% de los casos estudiados.

Figura 2. Deslocalizacion de la proteina
DLD causada por un cambio en homozigosis
(p.Thr34Ala) localizado en el péptido sefial
mitocondrial. Esta mutacién actuar como modi
cador de la enfermedad en el paciente inicial
mente diagnosticado de un trastorno neuroldgi
co complejo con NBIA y Parkinson (NBIA-18).
La principal causa genética de la enfermedad en
este paciente ha sido la pérdida de funcién de
FBXO7 causada por la mutacién p.Ser123Ter.
TOMM-20: marcador mitocondrial; DAPI: tin -
cién nuclear.
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Las mitocondrias son organulos bioenergéticos y biosintéticos
criticos de las células eucariotas. Por medio de la fosforilacion
oxidativa (OXPHOS) proporcionan la mayoria del ATP celular

(la principal molécula energética); por medio del ciclo de

los acidos tricarboxilicos (ciclo TCA o ciclo de Krebs) y de

la [-oxidacion de los acidos grasos proporcionan metaboli -
tos y equivalentes reductores (NADH y FADH2) necesarios

para multitud de reacciones, incluyendo las implicadas en

la OXPHOS. La coordinaciéon entre mitocondria y nucleo

Linea 1: Utilizaciéon del nematodo Caenorhabditis elegans
como modelo animal para estudiar los patomecanismos de

enfermedades humanas debidas a mutaciones en los genes
TRMU, GTPBP3 y MTOL.

El sistema OXPHOS estéa constituido por mas de un centenar

de proteinas agrupadas en cinco complejos (CI-CV), embebi -
dos en la membrana interna mitocondrial, y dos transporta -
dores de electrones, Coenzima Q y citocromo c. El genoma
mitocondrial codi ca 13 subunidades claves del sistema OX -
PHOS vy los dos rRNAs y 22 tRNAs necesarios para la sintesis
intramitocondrial de proteinas. El resto de factores necesarios

para esta sintesis (5S RNA, proteinas ribosomales, factores de
elongacion, aminoacil-tRNA sintetasas, proteinas modi cado -
ras de los RNAs mitocondriales, etc) son codi cados por el
nucleo. En consecuencia, mutaciones tanto en el genoma mi -
tocondrial (mtDNA) como nuclear (nDNA) afectan la sintesis
mitocondrial de proteinas y producen enfermedades que cur -
san con defectos OXPHOS vy, curiosamente, con una gran va -
riedad de fenotipos. Precisamente, no se comprende por qué

si una traduccién mitocondrial defectuosa es la causa comun

de todas estas enfermedades, las manifestaciones clinicas son
diferentes. Nuestro grupo estudia las enfermedades ligadas

a mutaciones en los genes nucleares TRMU, que causan fallo
hepatico infantil agudo, y GTPBP3 y MTO1, que causan cardio -
miopatia infantil con acidosis lactica y, en un 50% de casos,
trastornos neuroldgicos. Las proteinas codi cadas por los tres

genes modi can un grupo de tRNAs mitocondriales (mt-tR -
NAs), optimizando la funcién de los mismos durante la sintesis
mitocondrial de proteinas. Concretamente, modi can la uridi -
na que se localiza en la posicion de tambaleo del anticodon
(U34), in uyendo de este modo en la delidad y e cacia de

la traduccion (Figura 1). Las proteinas GTPBP3 y MTO1 forman

un complejo que introduce un grupo quimico derivado de un
aminodacido (aa) en la posicion 5 de la U34, mientras que la
proteina TRMU introduce un grupo tiol (s) en la posicion 2.
Defectos en cada una de las tres proteinas afectan a la tra -
duccion y a la actividad del sistema OXPHOS. Sin embargo, se
desconoce por qué las mutaciones TRMU producen fallo he -
patico mientras que las mutaciones GTPBP3 y MTO1 producen

fallo cardiaco.
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se logra mediante rutas de sefializacién anterégradas (nu -
cleo-mitocondria) y retrégradas (mitocondria-ntcleo). En las
enfermedades mitocondriales, la sefializacién cruzada entre
nudcleo y mitocondria se altera profundamente, in uyendo en

el fenotipo clinico resultante. Dilucidar y caracterizar las rutas

de sefializacion alteradas puede ayudar a disefiar estrategias
terapéuticas racionales para estas enfermedades que carecen

de tratamientos especi cos.

Nosotros hemos utilizado cepas de C. elegans portadoras de
mutaciones (en homozigosis) que inactivan cada uno de los
genes mencionados. Nuestros resultados indican que mien -
tras la inactivaciéon de cada uno de los tres genes produce una
disfuncion OXPHOS relativamente suave, la del gen homélogo

a GTPBP3 asi como la del homoélogo a MTO1 causan cambios

en la expresion de genes metabdlicos y de respuesta al es -
trés provocado por proteinas mal plegadas (UPR: “unfolding
protein response”) que son diferentes a los producidos por la
inactivacion de TRMU (Figura 2). Estos datos sugieren que el
efecto de la inactivacion de GTPBP3 y MTOL1 sobre la sintesis
mitocondrial de proteinas es diferente, a nivel molecular, del
provocado por la inactivacién de TRMU y, en consecuencia, la
sefializacion retrograda y la respuesta nuclear a la misma son
también diferentes (Figura 1). La reprogramacion metabdlica
inducida por la inactivacion de cada gen es capaz de rescatar
parcialmente la disfuncion OXPHOS activando el ciclo TCA

a través de rutas anapleréticas que promoverian el ujo de
electrones desde este ciclo al sistema OXPHOS a través del
complejo Cll. Sin embargo, esta reprogramacion tiene un cos -
te biolégico ya que los mutantes tienen fertilidad disminuida

y termosensibilidad y, en el caso del mutante TRMU, un ciclo
reproductivo mas largo y una longevidad mayor (Figura 3).
Ademas, hemos demostrado que los dobles mutantes TRMU/
GTPBP3 y TRMU/MTO1 muestran defectos de crecimiento

muy severos y esterilidad; es decir, un fenotipo mas grave que

el de los mutantes simples. Los modelos animales construidos
apoyan la idea de que los estados patoloégicos en humanos se
desarrollan como resultado de una respuesta mal-adaptativa

al estado de hipomodi cacién de los tRNAs y que el estrés
ocasionado por la inactivacion de TRMU es diferente al provo -
cado por la de GTPBP3 o0 MTOL1.

Colaboraciones: Dr. Simon Tuck (Umed University, Ume3,
Sweden).

Publicacién: Mutations in the Caenorhabditis elegans ortho -
logs of human genes required for mitochondrial tRNA mo -
di cation cause similar electron transport chain defects but

di erent nuclear responses. Navarro-Gonzélez et al. PLoS
Genet 13(7):e1006921, 2017
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Linea 2: Mecanismos moleculares de enfermedades debidas
a mutaciones en el genoma mitocondrial: rol de microRNAs
y de las enzimas modi cadoras de mt-tRNAs.

Las enfermedades mitocondriales debidas a mutaciones en el
genoma mitocondrial (mtDNA) son heterogéneas en sus ma -
nifestaciones clinicas pero, por lo general, incluyen disfuncién

de la fosforilacion oxidativa (OXPHOS). Los mecanismos por

los que la disfuncion OXPHOS contribuye al fenotipo implican,
ademas de un dé cit energético, una respuesta mal-adapta -
tiva a la sefializacién retr6grada mitocondria-nucleo. Hemos
utilizado modelos cibridos de cinco enfermedades mtDNA
diferentes para demostrar que: 1) cada mutacién genera una
respuesta al estrés proteostatico diferente (Figura 4A); 2) la
expresion de las enzimas modi cadoras de mt-tRNAs TRMU,
GTPBP3 y MTO1, codi cadas por el nicleo, esta alterada en
todos los modelos celulares y varia de manera especi ca de -
pendiendo de la mutacién (Figura 4B), lo que afecta al estado

de modi cacién de los mt-tRNAs; 3) la expresion de estas pro -
teinas esta regulada por microRNAs que se inducen como res-
puesta a sefiales retrégradas, tales como ROS y Ca2+, a través

de diferentes rutas (Figura 4C). Nuestros datos sugieren que

Figura 1
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Figura 1: Esquema ilustrativo del efecto provocado por la inactivacion de los
genes deC. elegans homdlogos de TRMU, GTPBP3 y MTO1.
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esta regulacion es parte de una respuesta celular para afrontar

un desequilibrio estequiométrico entre las subunidades OX -
PHOS codi cadas por el mtDNA y el nDNA, que es la causa

del estrés proteostatico observado en todos los modelos de
enfermedad analizados. Sin embargo, la respuesta mediada

por los microRNAs no es capaz de proporcionar una protec -
cién completa frente a la disfuncion OXPHOS. Mas bien parece
agravar el fenotipo ya que el tratamiento con antagonistas de

los microRNAs mejora el estado energético de las células, lo

cual abre la posibilidad de usar los microRNAs como dianas
terapéuticas en este tipo de enfermedades. En conclusion,
nuestro estudio demuestra el importante papel que juegan los
microRNAs en: 1) la sefializacién cruzada entre mitocondria y
nucleo; 2) la respuesta celular a la disfuncion OXPHOS; 3) la
expresion de proteinas modi cadoras de los mt-tRNAs y, por

lo tanto, en el nivel de modi caciéon de los mismos, una ca -
racteristica que puede modular el fenotipo de la enfermedad.
Colaboraciones: Dra. Elena Garcia-Arumi (Hospital Universitari

Vall d'Hebron, Barcelona, y CIBER de Enfermedades Raras); Dr.

Julio Montoya (Universidad de Zaragoza, Zaragoza, y CIBER

de Enfermedades Raras).
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Figura 2

Figure 3, Scheme showing the proposed mechanism for alte
GluA2 subunits of AMPA receptor in cerebellum of hyperam
Scientific Reports 7(1):17656, 2007

Figura 3. Esquema del mecanismo por el que proponemos g
membrana de las subunidades GluAl y GluA2 de los recept

Figura 2: Efecto de la inactivacion de los genes d€.
eleganshomdlogos a TRMU (mttu-1 ), GTPBP3 (mtcu-
1) y MTO1 (mtcu-2) sobre la expresion del promotor
del genhsp-6 (un marcador de la UPR mitocondrial), en
ausencia o en presencia de paraquat (agente que provo
ca estrés oxidativo)
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Figura 3: Efecto de la inactivacion de los genes d€. eleganshomélogos
a TRMU (mttu-1) , GTPBP3 (mtcu-1) y MTO1 (mtcu-2) sobre la fertilidad
(Fertility) y longitud del ciclo reproductivo (Length of the reproductive cycle)
a20y25°C.

Figura 4: Expresion diferencial de genes en los modelos celulares cibridos
de las enfermedades OXPHOS causadas por mutaciones en el mtDNA que
afectan a los genes codi cadores del mt-tRNALEU(UUR) (MELAS), mt-tR
NALys (MERRF), mt-tRNATrp (m.Trp), mt-tRNAVal (m.Val) y de la subu -
nidad ND6 del complejo ClI (m.ND6). Se muestra la representacion gra ca
de andlisis densitométricos. El color y su valor correspondiente (en escala
log2) se muestran a la derecha. (A) Expresion de las proteinas marcadoras
de la UPR mitocondrial. (B) Expresion de las proteinas modi cadoras de
los mt-tRNAs TRMU, GTPBP3 y MTOL1. (C) Expresion de los microRNAs
miR-335* miR-335, miR-338-3p, miR-9* y miR-9.
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Nuestro laboratorio investiga la transduccion de las sefiales
de insulina como base molecular para comprender la sio
patologia de la diabetes y otros trastornos relacionados con
el metabolismo, como la obesidad, la neurodegeneracion,
la aterosclerosis y la enfermedad de la retina. Los objetivos
generales de nuestra investigacion son 1) de nir como las se
flales IRS2 median en la siologia de las células beta y en la

Proteinas IRS en la salud y la enfermedad

Todas las formas de diabetes humana se caracterizan por la
insu ciencia de insulina, independientemente del origen mole
cular de la pérdida de células beta pancreaticas. Los diabéticos
tipo 1 tienen una de ciencia parcial o completa de células beta
debido a la destruccién de las células productoras de insulina
por el sistema inmune. Aunque anteriormente se pensaba que

Anna Quirant Anthony

sensibilidad a la insulina 2) para determinar cémo la insulina,
a través de la activacion de IRS2, modula las funciones del sis

tema nervioso central, como el aprendizaje y la memoria. Una

mejor comprension de los mecanismos que regulan la funcién

y sefializacién de la proteina IRS puede revelar nuevas dianas
para terapias destinadas a tratar la diabetes humana y otros

trastornos metabdlicos.

células beta humanas y su supervivencia ain no se han de ni
do. El alarmante aumento de las formas mas comunes de dia
betes humana en los paises desarrollados enfatiza la necesidad
de desarrollar terapias que activen la regeneraciéon endégena
de las células beta funcionales y, simultdneamente, impidan
su destruccion. Sin embargo, esta estrategia requiere que los
investigadores béasicos se centren en la identi cacion de los

CIPF | MEMORIA ANUAL

respuesta a la resistencia periférica a la insulina. Por el con
trario, la sobreexpresion de IRS2 rescata la diabetes en varios
modelos de ratén al aumentar la masa de células beta y pro
porcionar proteccion de la apoptosis. Estos hallazgos demues
tran el potencial de IRS2 para regenerar el pancreas endocrino.

Factores de crecimiento metabdlico y medicina regenerativa
La obesidad y la diabetes tipo Il constituyen factores de riesgo
en el desarrollo de la enfermedad de higado graso no alcohdli
co (EHGNA), el dafio crénico del higado, la cirrosis hepatica, la

enfermedad de higado terminal y el carcinoma hepato celular.

En Espafia, la incidencia de obesidad se ha duplicado en la
poblacién general entre 1987 y 2012. Asimismo los casos de
diabetes han aumentado un 33% desde 2011 (Encuesta Nacio
nal de Salud 2011-2012). Estas alarmantes estadisticas ilustran
el dramatico aumento de enfermedades metabdlicas en la
poblacién espafiola, la cual tendréa profundas implicaciones en
la incidencia de EHGNA con la consiguiente carga socioecon6
mica por el sistema de salud publica. La resistencia a insulina
constituye uno de los mayores indicadores de progresién de
EHGNA, sin embargo la conexion entre la sefializacion defec
tuosa de insulina y el proceso de reparacién del dafio hepatico
es aun desconocido. Nuestro principal objetivo se basa en
desarrollar una mejor comprensién de como la sefializacion
defectuosa de insulina contribuye en la etiologia de EHGNA y
su morbilidad asociada.

En nuestro laboratorio estamos investigando cémo las células
madre integran sefiales a partir de factores de crecimiento
metabdlico, como es el caso de la Insulina. Cambios en la sen
sibilidad a insulina y otros factores de crecimiento como IGF1
en los tejidos, estan asociados con procesos de envejecimien
to, enfermedades metabdlicas y el inicio de cancer. A dia de
hoy, poco sabemos acerca de como las poblaciones de células
madre adulta responden y son afectadas por alteraciones en
la sefializacién de insulina; fenémeno observado en pacientes
obesos y en personas con diabetes tipo Il. Con el objetivo
de explorar como las células madre responden a factores de
crecimiento metabdlico, hemos desarrollado una serie de he
rramientas moleculares que nos permiten estudiar aspectos
clave en la sefializacion de insulina/IGF1 a nivel celular. Estamos

Lao-Peregrin C, Ballesteros JJ, Nov;22(6):1706-1718.
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usando estas herramientas noveles en combinacion con el ser
vicio de citometria del CIPF y la plataforma HCIA (high-content
image analysis) para descubrir nuevos aspectos de cémo la se
fializacion de insulina y la resistencia a la misma pueden afectar
la supervivencia, proliferacion y diferenciacion de las células
madre. Nuestra linea de investigacion explora el papel de in
sulina/IGF1 en el proceso de diferenciacion de células madre
humanas a hepatocitos, las células funcionales del higado.

A pesar de la importante capacidad que tiene el higado para
regenerarse en respuesta al dafio, los hepatocitos humanos pri
marios son dificiles de cultivar y mantener in vitro. El trasplante
de hepatocitos constituira una alternativa terapéutica futura a

la disponible actualmente de trasplante de higado en pacientes
con enfermedad hepatica en fase terminal. Actualmente esta

mos trabajando para optimizar el procedimiento de generar
estas células para aplicaciones terapéuticas.

Proyectos Deborah Burks, Investigadora Principal

MINECO, SAF2017-84708-R

Regulation of Beta Cell Adaptation and Proliferation by Insulin
Receptor Substrate 2

REGULACION DE LA ADAPTACION Y PROLIFERACION DE
CELULAS BETA POR EL SUSTRATO DEL RECEPTOR DE
INSULINA2

En 2017 presentamos los resultados de nuestra investiga
cién en Espafia, Reino Unido y Japon.

Hemos iniciado una colaboracién a nivel internacional
mediante el Programa especial de investigacion conjunta de la
Universidad de Sapporo, gracias al cual enviamos a la estudian
te predoctoral del CIPF Fatima Manzano NUfiez a una estancia
de 6 semanas al laboratorio del Profesor Yasu Fujita en el Insti
tuto de Medicina Genética en Japon.

Premio al Mejor Péster en el Il Congreso Nacional de Jéve
nes Investigadores en Biomedicina (Fatima Manzano Nufez).
Con los fondos intergrupos del CIPF, Maria José Arambul
Anthony se uni6 al grupo para participar en la investigacion
de la inhibicién de la autofagia en la enfermedad hepatica cré
nica. Miembros del grupo participaron en la semana “A Pint
of Science” para ayudar a comunicar lo que hacemos en el
laboratorio a todo el mundo.

lates Adult Neural Stem Cell Prolr  Burks D, Ramoén D, Mullor JL.

la resistencia periférica a la insulina era la causa principal de la mecanismos moleculares que modulan la compensacion de las

Fernandez M, Zamora-Moratalla  Chirivella L, Kirstein M, Ferrén SR, feration and Differentiation in Res- Use of Medaka Fish as Vertebrate
A, Saavedra A, Gémez Lazaro M, Domingo-Muelas A, Durupt FC, ponse to Insulin. Stem Cells. 2017 Model to Study the Effect of Co-

diabetes tipo 2, es cada vez mas evidente que la pérdida tem - células beta. La eliminacién del sustrato receptor de insulina
Pérez-Navarro E, Burks D, Martin ~ Acosta-Umanzor C, Cano-Jaimez Dec;35(12):2403-2416. coa Polyphenols in the Resistance
ED. Caffeine-mediated BDNF re M, Pérez-Sanchez F, Barbacid M, to Oxidative Stress and Life Span
lease regulates long-term synaptic Ortega S, Farifias |, Burks DJ. Sanchez-Sanchez AV, Leal-Tassias A, Extension. Rejuvenation Res. 2017
plasticity through activation of Rodriguez-Sanchez N, Piquer-Gil M,  Nov 27.

IRS2 signaling. Addict Biol. 2017  Cyclin-Dependent Kinase 4 Regu Martorell P, Genovés S, Acosta C,

prana de células beta ylo la secrecién defectuosa de insulina 2 (IRS2) en ratones produce diabetes debido a una reduccién

también subyacen en esta forma prevalente de diabetes. Los en el desarrollo de la masa de células beta pancreaticas y la

mecanismos precisos que regulan la generacién de nuevas incapacidad de las células beta existentes para expandirse en
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El cancer es, por su incidencia y su mortalidad, un problema de

salud publica de enorme magnitud. La elucidacion de los me -
canismos moleculares que subyacen en el desarrollo del tumor

sigue siendo un enorme desafio para la ciencia basica, ademas

de representar un paso esencial en el desarrollo de nuevos
farmacos. Asi mismo, un reto importante de la medicina actual

es el desarrollo de terapias personalizadas en el tratamien to
del cancer. Nuestro grupo estudia la interaccion molecular en -
tre la sefializacion celular y la homeostasis de proteinas en el

1. Mecanismos moleculares y vias de sefializacion implicadas
en la transicion epitelio-mesenquimal y células madre de
cancer.

La transicién epitelio-mesenquima (EMT) es un proceso fun -
damental evolutivamente conservado en el que las células epi -
teliales experimentan la conversion a células mesenquimales.

La EMT es esencial para el desarrollo embrionario y también

estéa involucrado en la reparacion de tejidos, brosis de érga -
nos y la progresion del cancer. Durante la EMT, las células de
carcinoma pierden sus caracteristicas epiteliales y adquieren
propiedades invasivas. Estas células tumorigénicas de origen
epitelial necesitan realizar cambios profundos para adoptar

un per | mesenquimal, incluyendo alteraciones en sus propie -
dades de adhesiéon y modi caciones del citoesqueleto, que

les permiten aumentar su motilidad. Algunas de las proteinas

clave implicadas en este proceso de diferenciacion reversible

han sido identi cadas. Por ejemplo, la expresiéon de marcado -
res biolégicos para la integridad del epitelio celular, tal como
E-cadherina, se reprimen estabilizando asi la pérdida de las
uniones epiteliales durante la EMT, con posterior activacion de

la sefializacion de  [-catenina. Por otra parte, la activacion de

los factores de transcripcion de las familias SNAIL, ZEB o AP-1
estimulan la represién de marcadores epiteliales y activan la
transcripcion de genes asociados con el fenotipo mesenquimal

como N-cadherina, vitronectina, bronectina, vimentina, etc.
Recientemente, el factor de traduccién elF5A2 ha sido incluido

en la red de elementos reguladores positivos que activan la

EMT, con funciones oncogénicas de nidas.

Nuestra investigacion se centra en estudiar la regulacién y
funcion del factor de transcripcién JunB/AP-1 y el factor de
traduccion elF5A durante la EMT en células de cancer epitelial:

1- El factor de transcripcion AP-1 consiste en una familia de
homo- y heterodimeros de proteinas bZip que incluye, entre
otros, los miembros de la familia Jun (c-Jun, JunB y JunD).
Este factor es esencial para que las células integren una amplia
gama de estimulos y, en particular, la estimulacién mediada

por el factor de crecimiento mitogénico. JunB actlia como un
supresor de tumores o un oncogén dependiendo del contexto
celular. Puede ser inducido por TGF- [ en células epiteliales, y
se sobreexpresa en células en estadio mesenquimal parcial.

cancer de pulmén. El enfoque experimental que desarrollamos

en nuestro laboratorio se basa en la integracién de la biologia
celular/molecular, modelos de ratén y andlisis de muestras de
pacientes. Especi camente, el laboratorio explota el potencial

de la manipulacién genética y farmacolégica in vitro y en
modelos de xenoinjerto y aprovecha las bases de datos de
pacientes con cancer de dominio publico para complementar

la informacién que emana con los resultados primarios obteni -
dos en colaboracién con hospitales.

Sin embargo, el papel de JunB en respuesta a TGF- [ ylo la
EMT estan poco caracterizados. En nuestro laboratorio hemos
realizado experimentos de inmunoprecipitacién de cromatina
seguida de secuenciacién masiva en paralelo del ADN (ChlIP-

seq) para identi car nuevas dianas transcripcionales de JunB.

Los resultados han revelado nuevas dianas directas de JunB
involucradas en procesos de diferenciacion, como la EMT. La
regulacién de estos genes mediada por JunB representa un
nuevo mecanismo por el cual JunB puede contribuir a la pro -
gresioén del cancer.

2- elF5A es un factor de traduccion especi co conservado
evolutivamente, y es la Unica proteina conocida que expe -
rimenta una modi cacién post-traduccional que genera el
residuo hipusina, que es necesario para su actividad. La sobre -
expresion de la isoforma elF5A2 se observa con frecuencia en
céancer, lo que sugiere que la expresiéon aberrante de elF5A2
puede ser responsable del comportamiento maligno de las
células cancerosas. En nuestro laboratorio hemos observado

que la inactivacion genética de elF5A2 en células de cancer de
pulmén da lugar a una disminucién de vimentina y un aumento

de la expresion de E-cadherina, lo que indica que las células
adoptan un fenotipo mas epitelial. Ademas, la inactivacion

del factor elF5A2 perjudica la organizacién del citoesqueleto

de actina y la migracién de células de carcinoma de pulmén.
Teniendo en cuenta estos resultados, junto con la naturaleza
altamente selectiva de la modi cacion hipusina y su suscepti -
bilidad a la inhibicién farmacolégica, hace que elF5A2 sea una

diana terapéutica muy atractiva.

2. Desarrollo de modelos de cancer de pulmén para estudiar
la heterogeneidad y plasticidad tumoral

A pesar de los rapidos avances en el desarrollo de farmacos y
procedimientos quirurgicos, el cancer de pulmén sigue sien -
do la principal causa de muerte relacionada con el cancer en

todo el mundo. La tasa global de supervivencia a 5 afios es

de aproximadamente el 15%. La cirugia todavia se considera

la mejor opcién para el tratamiento de cancer de pulmén no
microcitico (CPNM), sin embargo, el cancer de pulmén se
diagnostica generalmente en una etapa avanzada, y menos

del 25% de pacientes con CPNM se consideran candidatos

para la terapia quirtrgica. La quimioterapia es otra estrategia
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Figura 1
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terapéutica importante para el tratamiento del cancer, pero no
puede eliminar todas las células tumorales debido a la resis
tencia a los farmacos. En los Gltimos afios, se han identi cado
mutaciones oncogénicas en tumores de pulmoén y por lo tanto
se han desarrollado terapias dirigidas contra ellas. Sin embar
go, incluso proporcionando terapias individualizadas, la adqui-
sicion de resistencia al tratamiento es una de las principales
causas de la alta mortalidad del cancer de pulmén. De hecho,
las metastasis y la resistencia terapéutica son las principales
causas de fracaso en el tratamiento del cancer de pulmén.
Esta resistencia esta mediada por multiples y complejos me
canismos tanto genéticos como epigenéticos. Esta claro que
se requieren nuevas estrategias terapéuticas para tratar esta
devastadora enfermedad. Las células madre tumorales (cancer
stem cell, CSC) representan una subpoblacién minoritaria de
células distinguibles de la mayoria del tumor por su capacidad
Unica de conducir la tumorigénesis y metastasis. Tienen un
papel crucial en la recaida debido a su resistencia inherente
a las terapias actuales. En nuestro laboratorio investigamos la
biologia de las CSCs y analizamos si estas células especi cas
de cada tumor dictan la respuesta al tratamiento. E
lar, nuestra investigacion se ha centrado en: i) aislamiento y
caracterizacion de CSCs de biopsias tumorales humanas de
pulmén; i) identi cacion de vias de sefializacion activadas en
estas células; (iii) identi cacion de nuevos biomarcadores para
CSCs; iv) estudios in vivo de la biologia de CSCs en modelos
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de xenoinjerto de ratén; y v) la basqueda de nuevas terapias
dirigidas contra las CSCs.

Para investigar la biologia de tumores de pulmén, en colabora
cién con el Hospital Universitari i Politécnic La Fe y el Hospital
Universitario de La Ribera, estamos desarrollando modelos de
cancer de pulmén que pueden representar adecuadamente la
heterogeneidad tumoral y predecir la sensibilidad a los farma
cos invivo. En concreto estamos desarrollando
noinjertos derivados de pacientes (PDX)
experimental consiste en la generacién de un modelo animal
que funciona a modo de “avatar” del paciente. Para ello, se ob
tiene una muestra del tumor de un paciente y se trasplanta a
un ratén inmunode ciente, lo que permite la propagacion del
tumor sin necesidad de manipulacién de las células en cultivo.
El modelo PDX retiene en gran medida las caracteristicas his
tologicas y genéticas del tumor original. El hecho de ampli
car el tejido tumoral del paciente en varios ratones y analizarlo
a diferentes tiempos, de manera relativamente rapida, permite
una mejor comprensién de los cambios moleculares que im
pulsan la metéstasis y la resistencia a las terapias. Por ello, este
modelo puede utilizarse como un sistema in vivo para ensayos
de e cacia de compuestos con actividad antitumoral, para
orientar en el disefio de un tratamiento personalizado, o para
la identi caciéon de nuevos biomarcadores.

Modelos de xe
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Figura 1. Expresion de proteinas del eje hypu
sina-elF5A y de citoskeleto en adenocarcino
ma de pulmén. Estudio histolégico del tejido
adyacente no tumoral y tejido tumoral obte-
nido de un paciente con Adenocarcinoma pu
monar. B) Inmunohistoquimica anti-Hypusina
y anti-Ezrin en cortes despara nados de 4um.

. Esta aproximacion
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Figura 2. Esquema de trabajo para el estudio de biopsias procedentes de pacientes con CPNM mediante generacion
de modelos PDX y cultivos celulares 2D y 3D.
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La Unidad Mixta UPV-CIPF se ha establecido en 2016 con el
objetivo de incentivar la colaboracién entre investigadores

de ambas instituciones en los campos de la siopatologia y

la nanomedicina. Nuestro grupo utiliza el insecto Drosophila
melanogaster para estudiar los mecanismos biolégicos basi -
cos en desarrollo y en enfermedades. Utilizamos Drosophila

para generar nuevos modelos de enfermedades raras, con par -
ticular interés en neuropatias periféricas hereditarias. Nuestros
objetivos son comprender los mecanismos de la enfermedad

y generar nuevas herramientas para la busqueda de nuevos
biomarcadores y tratamientos. Para ello, tenemos una red de

colaboraciones con otros grupos que trabajan en genética
de Drosophila, siologia y enfermedades raras; y estamos
estableciendo nuevas colaboraciones con grupos clinicos y
asociaciones de pacientes. Con el n de obtener modelos bio
médicos Utiles en el estudio de mecanismos de enfermedad y
para el descubrimiento de nuevos biomarcadores y tratamien
tos, estamos utilizando técnicas de edicién genémica. El ob
jetivo es reemplazar el gen de Drosophila por su equivalente
humano portando mutaciones clinicas descritas en pacientes.
De esta forma, es posible llevar a cabo estrategias de medicina
personalizada y de precision.

Un modelo en Drosophila de la neuropatia de Charco

t- Marie-Tooth

En nuestro grupo generamos un modelo de neuropatia de
Charcot-Marie-Tooth causada por mutaciones en el gen GDAP1.
Demostramos que este gen tiene un ortélogo en Drosophila,

que llamamos Gdapl, y demostramos que la alteracion de sus
niveles de expresion causa degeneracion neuromuscular. Al -
gunos mecanismos de enfermedad candidatos, como el estrés
oxidativo, solo aparecen tarde y hemos descubierto una altera -
cién inesperada en la sefializacion por insulina y el metabolis -
mo energético. Para descubrir la alteracién metabdlica en estos
modelos, y de nir biomarcadores candidatos para su traslacion

clinica, realizamos un analisis metabdlico no sesgado median -
te metabolémica de resonancia magnética nuclear, seguido

de andlisis transcriptomico de las vias en las que detectamos
alteraciones. Aungue el metaboloma de las moscas jévenes

no se modi c6 en gran medida, en moscas viejas pudimos ver
cambios claros en el metabolismo energético: acumulacién de
carbohidratos y reduccién de lipidos. Vimos cambios consis -
tentes en los niveles de transcripcion del metabolismo de car -
bohidratos y lipidos, probablemente debido a una inactivacion

del complejo piruvato deshidrogenasa. Aunque estos cambios

solo fueron evidentes en las moscas viejas, encontramos alte -
raciones en sefializacién por insulina ya en las moscas jévenes:

aumento de los niveles de expresién de los genes que codi
can los péptidos de Drosophila similares a la insulina (Dilps) y
también de los marcadores de inhibicién de la ruta: el receptor
de la insulina (InR) y 4EBP. Ademas, ambos modelos tenian
una relacién reducida de proteina Akt fosforilada a total. Una
serie de experimentos en colaboracion con el Prof. Axel Meth
ner (Universitat Johannes Gutenberg de Maguncia, Alemania),
que ya tenia un sistema de sobreexpresién de mutaciones de
GDAP1 en una linea celular de neuroblastoma humano, también
mostré alteraciones consistentes con una regulacién negativa
de sefalizacion de insulina: translocacion de FOXO al nucleo,
y una relacion reducida de proteina fosforilada a proteina total
para AKT y su diana GSK3.

También hemos estudiado el gen junctophilin de Drosophila,
equivalente a los cuatro genes humanos JPH1-4, cuyas muta
ciones tienen importantes implicaciones en la patologia como
modi cadores de GDAP1 (JPH1), o causante de miocardiopatia
hereditaria (JPH2) y Huntinton-disease-like 2 (JPH3). Hemos
demostrado que este gen es también un modi cador de las
expansiones patoldgicas en el gen Huntingtin y de la via de
sefializacién de Notch, lo cual puede arrojar luz en los mecanis
mos de la enfermedad de las mutaciones en los genes JPH1-4
humanos.
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Figura 1. Espectro de RMN caracteristico, los picos correspondientes a metabolitos identi cados estan codi cados por un nimero. Los andlisis estadisticos

indican que hay diferencias signi cativas entre el control y la sobreexpresion (KU) o el silenciamiento (KD) de Gdap1, y permiten identi car los metabolitos

gue mas contribuyen a estas separaciones.
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Medicina personalizada en Sindrome de Dravet

El sindrome de Dravet es una epilepsia infantil, los bebés nacen
sanos, pero pronto empiezan a manifestar crisis epilépticas
periédicas. Ademas del peligro inherente a una crisis epiléptica,

con la edad estas pueden causar un deterioro cognitivo y con -
ductual, y puede incluso causar la muerte del infante. El sindro -
me de Dravet es una enfermedad con muy baja prevalencia, se
estima que lo padece 1 infante cada 20.000 a 40.000 nacimien -
tos. En el 80% de los casos esta patologia esta causada por la
mutacion en uno de los alelos del gen SCN1A, que codi ca para

la subunidad Zdel canal de sodio voltaje-dependiente tipo I.

A pesar de que la mayoria de pacientes tienen mutaciones

este Unico gen SCN1A, y estas son siempre dominante s, cada
mutacion produce un cuadro clinico distinto y responde de
distinta manera a los tratamientos con anticonvulsivos. De ahi

la necesidad de utilizar la medicina personalizada para buscar
nuevos tratamientos, ya que probablemente no habra un Unico
farmaco que pueda tratar todas las formas de la enfermedad.

En estos momentos no hay tratamientos curativos para este
sindrome, Unicamente paliativos. Drosophila melanogaster  tie -
ne un gen homologo al gen SCN1A humano, y las mutaciones

en este gen estan asociadas a episodios epilépticos similares a

los que se dan en los pacientes.

En colaboracién con la asociacion de pacientes ApoyoDravet
estamos desarrollando un proyecto en que reproduciremos
las mutaciones de pacientes espafioles e iberoamericanos en
Drosophila mediante edicién genémica. Utilizamos una tecno -
logia especi ca de nuestro modelo mediante la cual inactiva -
mos el gen de Drosophila y en su lugar introducimos un cDNA

WILD TYPE

2017

humano en el que hemos reproducido las mutaciones clinicas.
Esperamos que estos modelos de precisién nos permitan co -
nocer las diferencias clinicas entre los pacientes y nos ayuden a
encontrar tratamientos personalizados.

Nuevas funciones de la proteina PHF5A

La proteina PHF5A es una proteina altamente conservada des -
de organismos eucariotas unicelulares como las levaduras hasta

el hombre. Diversos estudios demuestran su participacion en el
procesamiento de ARNs mensajeros, en procesos de transcrip -
cién asociados a la respuesta a estrégenos y en el crecimiento

y desarrollo de Schizosaccharomyces pombe y Caenorhabditis
elegans. Ademas, ha sido catalogada recientemente como un
posible gen diana para el tratamiento del glioblastoma. Hemos
generado cepas transgénicas de Drosophila melanogaster con
niveles regulables de PHF5A para el estudio de la expresion y
funcién de la proteina. Nuestros resultados representan el pri -
mer estudio de PHF5A en un modelo animal y sugieren una
posible funcién totalmente novedosa para esta proteina. Su
expresion es ubicua, con una localizacién presentemente nu -
clear. Este patron de expresion y localizacion cambia durante

las diferentes fases de la mitosis. El silenciamiento de PHF5A
resulta letal durante el desarrollo, mas concretamente en e |
tercer estadio larvario. El silenciamiento reduce el nimero de
mitosis en tejidos proliferativos, debido a una parada en G2/M

de las células silenciadas, induciendo una catastrofe mitotica.

Por el contrario, su sobreexpresion no produce alteraciones
fenotipicas detectables. La evidencia sugiere una funcion en la
cohesién de la cromatina durante la mitosis.

RMAI PHFS5A
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Fisiopatologia de las
enfermedades raras.
Unidad Mixta CIPF-INCLIVA

Figura 2. En un epitelio normal de pata en proliferacion, las células del compartimento posterior estan marcadas en verde, y los nucleos en azul tienen
morfologia normal. Cuando hacemos interferencia de RNAi contra PHF5A en esas células, es evidente la fragmentacion celular por la presencia de vesiculas
citoplasmicas con micronucleos.

Lépez del Amo, V.; Palomino-Schéa
zlein, M.; Seco-Cervera, M.; Gar
cia-Giménez, J.L.; Pallardé, F.V;
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(2017) A Drosophila model of
GDAP1 function reveals the invol
vement of insulin signalling in the
mitochondria-dependent neuromus
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Jefe de grupo Predoctorales Colaboradores
Dr. Federico Pallard6 Calatayud JesUs Beltran Garcia Eva M2 Garcia Lépez
Santiago Ibafiez Cabellos
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Dr. José Luis Garcia Giménez Marta Seco Cervera
Dra. Pilar Gonzélez Cabo

Dra. Giselle Pérez Machado

Dr. Carlos Roma Mateo
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Entre la actividad cienti ca del grupo de investigacion des -

taca la extension a fase PCT de la patente europea “Mass

spectrometry-based methods for the detection of circulating

histones H3 and H2B in plasma from sepsis or septic shock (ss)
patients” (PCT/EP2017/078362). En relacién a esta tecnologia,
el Proyecto fue seleccionado para participar en el programa

de mentorizacién Idea2 global organizado por FIPSE y el MIT.

En el apartado de nanciacion y captacion de recursos, se han

obtenido fondos provenientes de los siguientes programas y

convocatorias: VLC-Bioclinic 2017 (2 proyectos), Plan Nacional

1+D+i del Mineco (1 proyecto, 2016-2019), AES 2016 (2 proyec -
tos, 2017-2019), Fundaciéon Ramoén Areces (1 proyecto, 2017-
2019) AES 2017 (1 proyecto, 2018-2019).

Respecto a la actividad docente se ha seguido impartiendo

docencia en la asignatura “Enfermedades raras” en el plan de

Molla B, Mufioz-Lasso DC, Riveiro
F, Bolinches-Amordés A, Pallardé
FV, Fernandez-Vilata A, de la Igle
sia-Vaya M, Palau F, Gonzalez-Cabo
P. Reversible Axonal Dystrophy
by Calcium Modulation in Frata -
xin-Deficient Sensory Neurons of
YG8R Mice. Front Mol Neurosci.
2017 Aug 30;10:264. doi: 10.3389/
fnmol.2017.00264.
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Garcia-Giménez JL, Roma-Mateo
C, Pérez-Machado G, Peir6-Chova
L, Pallardé FV. Role of glutathio-
ne in the regulation of epigenetic
mechanisms in disease. Free Radic
Biol Med. 2017 Nov;112:36-
48. doi: 10.1016/j.freeradbio-
med.2017.07.008.

estudios del grado de medicina y en el master de Investigacion
Biomédica. También en el Master de Enfermedades Raras de
la Universitat de Valéncia, que dirige el Dr. Pallard6. Ademas
se organiz6 en colaboracion con la Escuela Valenciana de E
tudios de la Salud y el CIBERER, la 22 edicion del curso on-line
“Introduccion a las EE.RR: investigacion y atencién clinica”
dirigido a residentes de especialidades médicas del sistema
sanitario publico valenciano.

En el marco de la Alianza en investigacion traslacional en
EE.RR. de la CV el Dr. Pallard6 ha coordinado la peticiéon con
junta de fondos FEDER para la adquisicion infraestructura para
investigacion. Como resultado de esta nanciacién, nuestro
grupo ha coordinado la adquisicion de diferentes equipos por
valor de méas de 500.000 € destinados a la investigacién en
epigenética y medicina personalizada en enfermedades raras.

Seco-Cervera M, Gonzéalez-Re
driguez D, Ibafiez-Cabellos JS,
Peir6-Chova L, Gonzéalez-Cabo P,
Garcia-Lopez E, Vilchez JJ, Sanz-Ga
llego I, Pallard6 FV, Garcia-Giménez
JL. Circulating miR-323-3p is a bio-
marker for cardiomyopathy and an
indicator of phenotypic variability
in Friedreich’s ataxia patients. Sci
Rep. 2017 Jul 12;7(1):5237. doi:
10.1038/s41598-017-04996-9.
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Fig. CD30 Inmunohistoquimica células de Reed
Sternberg en el Linfoma de Hodgkin.

Fig. HE y FISH. Linfoma Anaplasico de Célula Gran
de (ALK+).

La Unidad Mixta de Investigaciéon en Oncologia (CIPF-UCV)
gue comprende el Instituto Valenciano de Patologia de la
Universidad Catdlica de Valencia “San Vicente Martir”, realiza
investigacion aplicada y traslacional en Cancer e incorpora al
diagnostico en Patologia nuevas metodologias, de mayor impli
cacion pronostica y terapéutica, favoreciendo nuevas estrate
gias y una Medicina de Precision.

En el Céancer, los estudios genéticos posibilitan el tratamiento
personalizado de las distintas enfermedades que constituyen
la entidad. El estudio del Cancer tiene que ser clinico, morfolé
gico, inmunofenotipico y molecular. Los estudios moleculares
permiten terapias dianas y desarrollo de marcadores predicti

VoS que permiten estrati car los pacientes.

El estudio del Cancer exige el conocimiento, desde su ori
gen en diversas mutaciones y metastasis a la capacidad de
infiltracién local.

Paralelamente a la linea preferente de Investigacién en Cancer
de esta Unidad Mixta, esta la Investigacion en Enfermedades
Raras, asi como colaboraciones puntuales con otros grupos de
Investigacion en Neurociencias y Mecanismos Moleculares de
Enfermedades.

La nalidad principal de la Unidad es hacer de puente trasla
cional entre Investigacion Clinica e Investigacion Basica.

En la Unidad Mixta en investigacion Oncoldgica la preocu

pacion preferente es la “cura del Cancer”. Hemos puesto en
marcha estudios para nuevas terapéuticas, sobre los datos ge

némicos, ya que cada tumor tiene o una mutacion genética, o
una combinacién de mutaciones genéticas que lo caracteriza.

Nuestro proyecto, es el estudio de neoplasias que han evolu

cionado mal, con una Plataforma Diagnéstica y Genémica de
Next Generation Sequencing (NGS).

Los resultados obtenidos ayudan a robustecer esta linea de
investigacion y abriendo nuevas expectativas.

Asi mismo estamos estudiando Enfermedades Raras, co

de Rosai-Dorfman en la que entran en juego mecanismos de
emperipolesis y de autofagia nos pueden ayudar a entender,
otras enfermedades neoplasicas, mas frecuentes.

La Unidad Mixta en Investigacién Oncolégica ha tenido una
proyeccion en varios campos gracias a la multidisciplinariedad
del CIPF con sus lineas de investigacion basica y aplicada.
Hemos desarrollado una colaboracién, en el campo de la
Patologia que se convierte, junto con la investigaciéon en una
plataforma de consulta y diagnéstico.

1.- Plataforma Gendémica NGS - Canceres de mala evolucion.
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En el estudio del Cancer tenemos una serie de neoplasias con
mutaciones diana como el EGFR en el Carcinoma de Pulmén o
el Ber-Abl en la Leucemia Mieloide Cronica.

Estas mutaciones-drogas diana dependientes tienen la limita
cién de las resistencias por nuevas mutaciones. Por ello, tene
mos plani cado el estudio de secuenciacion e identi cacién

de mutaciones en Canceres de mala evolucién preferentemen
te. Se trataria de buscar mutaciones para guiar terapias.

Se iniciaria con un estudio mutacional sobre tejido tumo
que podria ser tanto sobre material congelado como sobre
muestras para nadas, buscando el estudio de “pathways” de
la enfermedad.

2: Plataforma Gendmica NGS para estudio de Rosai-Dorfman.
La enfermedad de Rosai-Dorfman (RD) conocida como His
tiocitosis Sinusado con Linfoadenopatias Masivas, tiene una
presentacion tipica ganglional en cuello, asociadas con ebre,
leucocitosis e hipergamaglobulinemia. (Rosai J, Dorfman R
Sinus histiocytosis with massive lymphadenopathy. A newly
recognized benign clinicopathological entity. Arch Pathol
1969;87:63-70).
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La enfermedad incide en la primera o segunda década de la
vida, y en ocasiones afecta varios miembros de la misma familia.

Aunque aparece distribuida geograficamente por muchos

paises hay una mayor incidencia en Africa y el Caribe. Se han
descrito casos en Europay en USA.

La incidencia es menor de 1 caso por 100.000 habitantes.

Proponemos el abordaje de la enfermedad RD desde el punto
de vista del estudio genémico por NGS. El estudio de NGS se
ha economizado, se puede realizar en poco tiempo y funciona
técnicamente bien en material para nado. Nos planteamos

pues el estudio de las mutaciones para comprender las alte

raciones genéticas que puede haber en los histiocitos que son
las células proliferantes en esta enfermedad. Los hallazgos de
las mutaciones habra que referirlos al sistema inmunolégico y

a la capacidad fagocitaria de las células.

Estratégicamente tenemos una enfermedad que conocemos
morfolégicamente pero no su mecanismo molecular y no su
etiologia. El abordaje parcial del tema probablemente no lle -
varia a ninguna parte, pero un abordaje global con NGS puede
dar una vision de conjunto de las alteraciones moleculares de

la enfermedad.

Fig. Aspecto histoldgico tipico de la
enfermedad: Seno linfatico dilatado
lleno de histiocitos con emperipole
sis. Enfermedad de Rosai-Dorfman.
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Fig. HE. Glomerulonefritis membranosa. Depdsitos electrodensos.
Microscopio Electrénico ubicado en CIPF.
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The Cerebellum of Patients with
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online 2018 Feb 14. doi: 10.1038/
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NEUROCIPF realiza investigacién basica y traslacional sobre

las alteraciones cognitivas, motoras y del suefio en situaciones
patolégicas, incluyendo: encefalopatia hepatica (EH) minima y
clinica, hiperamonemia y exposicién a contaminantes ambien -
tales y alimentarios. Nuestros objetivos son:

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

En pacientes
4. Estudiar los mecanismos, diagndstico y tratamiento del
deterioro neurolégico.
5.Trasladar a la clinica los tratamientos terapéuticos identi -
cados en modelos animales.
6.ldenti car nuevos procedimientos diagnosticos tempranos
7.Llevar a la practica clinica los procedimientos diagnésticos
identi cados.

Los resultados recientes del grupo indican que el proceso que
conduce al deterioro cognitivo y motor en EH es el siguiente
(Fig.1): el fallo hepatico induce hiperamonemia e in amacion

Algunos de los resultados mas relevantes obtenidos este afio son:

La aparicion de encefalopatia hepatica minima (EHM) en pa -
cientes con cirrosis hepatica esta asociada a la expansion y
activacion de linfocitos CD4+CD28-, Th22 y Tth and B

La in amacion periférica actda sinérgicamente con la hipera -
monemia en la induccién de las alteraciones neurolégicas en
pacientes cirréticos con encefalopatia hepatica minima (EHM).
Propusimos la hipétesis de que la aparicion de la EHM estaria
asociada a cambios cualitativos especi cos en la in amacion
periférica. Para comprobar esta hipétesis realizamos un estudio

cuyo objetivo ha sido caracterizar los cambios en in amacion
periférica asociados especi camente a la EHM. Analizamos el in -
munofenotipo y el per | de citocinas en pacientes cirréticos sin

y con EHM y en sujetos control sin enfermedad hepatica , ana-
lizando: a) los subtipos de monocitos: clasicos (CD14++CD16-),
intermedios (CD14++CD16+) y no-clasicos (CD14+CD16++); b) el
subtipo pro-in amatorio CD4+CD28-, los linfocitos T CD4+ d e
memoria vs naive; c) la activacion de linfocitos T y B, midiendo

el marcador de activacion temprana CD69 y los niveles de 1gG;

d) la diferenciacién de los linfocitos T CD4+ a diferentes subti -
pos: Thl, Th2, Thl7, Th22, iTreg o Tfh y e) el per | de citocinas

2017

periférica, que actlan sinérgicamente para inducir neuroin -
amacion, que altera la neurotransmisién glutamatérgica y
GABAérgica y los niveles de GMPc, conduciendo al deterioro
cognitivo y motor. Existen mecanismos por los que la neuro -
in amacioén, el GMPc intra- y extracelular y la neurotransmi -
sion glutamatérgica y GABAérgica se modulan mutuamente.

Esto contribuye a las alteraciones neurolégicas, pero también

ofrece la posibilidad de restaurar la funcién cognitiva y motora
actuando sobre cualquiera de los componentes del sistema:
GMPc, neurotransmisién 6 neuroin amacion.

f_uﬂ (S

COGHITIVE
IN-CODRDINATION Lummem

Figura 1. Modelo que proponemos para la interaccion entre neuroin ama
cién-GMPc y neurotransmision GABAergica y glutamatergica para inducir
deterioro cognitivo y motor. Agusti A, et al (2017) CNS Neurosci Therapeu
tics, 23(5):386-394.

en suero: IL-6, IL-10, TNF  Z CCL20, CXCL13, IL-15, CX3CR1, TGF [,
IL-21, IL-17, IL-12, IL-18, IL-1[ and IL-22.

Las principales alteraciones asociadas especi camente a | a
EHM, gque no estan presentes en pacientes sin EHM, se resu -
men en la Figura 2 y son:

1) aumento de la activacién de todos los subtipos de linfoci -
tos T, que se re eja en un aumento de la expresion de CD69;

2) un aumento de los linfocitos T CD4+CD28-, y de los nive -
les de CX3CL1 (fractalkine) y de IL-15, que pueden promover

su in ltracién en cerebro;

3) aumento de la diferenciacién de los linfocitos T CD4+ a

Th foliculares y Th22;

4) aumento de la activacion de linfocitos B y de los niveles

de IgG en suero.

Este estudio ha identi cado algunas alteraciones especi cas
del Sistema inmune asociadas a la aparicion de alteraciones

neuroldgicas en pacientes cirréticos con EHM.

Se ha publicado en Mangas-Losada et al, Scienti c Reports
7(1):6683. 2017
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Figura 2
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Este estudio se ha publicado en Cabrera-Pastor A, et al. Scien
ti ¢ Reports 7(1):17656, 2017

El uso de pesticidas se ha asociado con alteraciones en el de
sarrollo cerebral en nifios. Realizamos un estudio para analizar:
1) los efectos sobre el aprendizaje espacial de la exposicion
durante el desarrollo a pesticidas; 2) si los efectos son dife
rentes segln el sexo; si el deterioro en el aprendizaje esta
asociado con neuroin amacién en hipocampo. Analizamos el
efecto de la exposicion a 4 pesticidas: chlorpyrifos, carbaryl,

2017

Endosulfan y chlorpyrifos disminuyen la capacidad de apren
dizaje especial en machos pero no en hembras. Cypermethrin
mejoro el aprendizaje especial en el laberinto acuatico de Mo
rris tanto en machos como en hembras y disminuy6 el apren
dizaje en el laberinto radial solo en machos. La capacidad de

aprendizaje espacial fue menor en ratas control hem bras que

en machos. Todos los pesticidas inducen neuroin amacion,
con aumento de IL-1b en hipocampo y encontramos una co
rrelacién negativa entre los niveles de IL-1b en hipocampo y la
capacidad de aprendizaje espacial, indicando que la neuroin

Figura 3

-
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La hiperamonemia crénica altera en sentidos opuestos la ex
presién en membrana de las subunidades GIluAl y GIuA2 de
los receptores AMPA en cerebelo. Mecanismos moleculares
implicados.

La hiperamonemia contribuye a las alteraciones en neuro
transmisién y funcién cognitiva en pacientes con encefalopatia
hepatica. En ratas, la hiperamonemia afecta de forma diferente
los receptores AMPA (AMPARS) de alta y de baja a nidad en
cerebelo. Hipotetizamos que la hiperamonemia alteraria dife
rencialmente la expresién en membrana de las subunidades
GluAl y GIuA2 de los receptores AMPA alterando su fosforila
cion. Realizamos un estudio para averiguar si la hiperamone
mia altera la expresion en membrana de GIuAl y GIuA2 y los
mecanismos implicados. Comprobamos que la hiperamonemia
reduce la expresion en membrana de GIuA2 y aumenta la de
GIuAl en cerebelo in vivo. Como resume la Figura 3, mostra
mos que los cambios en la expresién en membrana de GIluAl
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Figura 2. Esqsuema resumen de los
cambios en el inmunofenotipo asocia
dos a la aparicion de encefalopatia he
patica minima (EHM) en pacientes con
cirrosis hepatica e hipétesis sobre como
afectarian al cerebro y conducirian a
EHM. Mangas-Losada et al, Scienti ¢
Reports 2017

Figura 3. Esquema del mecanismo por
el que proponemos que la hiperamone

mia altera la expresién en membrana
de las subunidades GIuAl y GIuA2 de
los receptores AMPA en cerebelo de
rata. Cabrera-Pastor A, et al. Scienti ¢

Reports 7(1):17656, 2017

y GIuA2 serian debidos a un aumento de la activacion del
receptor NMDA, que reduce el GMP ciclico y la actividad de

la fosfodiesterasa 2 (PDE2), conducinedo a un aumento de los
niveles de AMP ciclico. Esto aumenta la actividad de la pro -
tefina-quinasa A (PKA), que activa la fosfolipasa C (PLC) y la
proteina-quinasa C (PKC), lo que aumenta la fosforilacion de

la Ser880 de la subunidad GIuA2, lo que reduce su expresion

en membrana. La PKC también aumenta la fosforilacion de la
Ser831 de la subunidad GluAl, lo que aumenta su exp resion
en membrana. Conseguimos normalizar la expresion em me -
brana de las dos subunidades bloqueando el receptor NMDA

6 inhibiendo PKA, PLC 6 PKC. La alteracién en la expresion en
membrana de GIuAl y GIuA2 altera la transduccién de sefiales
asociada a la activacion del receptor AMP y contribuye a las
alteraciones cognitivas y motoras en hiperamonemia y encefa -
lopatia hepatica.

endosulfan y cypermethrin.

Los efectos sobre el aprendizaje especial fueron diferentes se -
gun el pesticida y el sexo. El carbaryl no afecté el aprendizaje

ni en machos ni en hembras.

amacion debe contribuir al deterioro cognitivo inducido por

los pesticidas.

Este estudio se ha publicado en Gémez-Giménez et al Food

Chem Toxicol. 99:135-148, 2017
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Estamos interesados en las bases moleculares y celulares de
las acciones del alcohol sobre el cerebro adulto y en desa
rrollo. La exposicion prenatal al etanol es la principal causa,
prevenible, de defectos en el nacimiento, retraso mental y
de ciencias cognitivas y conductuales (trastornos asociados a
la exposicion fetal al alcohol) de alteraciones asociadas, inclu
yendo el Sindrome alcohdlico fetal (SAF). Asi mismo, el nuevo
patrén de consumo de alcohol en los jévenes, altas cantidades
en pocas horas durante los nes de semana, no solo puede
inducir neurotoxicidad y alteraciones cognitivas, sino que tam
bién puede aumentar la vulnerabilidad al abuso de alcohol y a
su dependencia. Finalmente, puesto que el abuso de alcohol
puede inducir dafio cerebral y neurodegeneracién, también
abordamos los mecanismos moleculares de las acciones del
etanol sobre el cerebro adulto. Utilizamos células neurales en
cultivo primario y modelos animales que reproducen las pato
logias asociadas al consumo de alcohol.

En los dltimos afios hemos demostrado el papel del sistema
neuroinmunitario y la respuesta de los receptores del sistema

inmune, TLR4, en la neuroin amacién que causa el co nsumo

de alcohol. De hecho, aunque la respuesta del sistema inmu
nitario en el sistema nervioso central (SNC) participa en la
plasticidad sinaptica, la sobre-activacion puede causar dafio
neural. Nuestros hallazgos experimentales junto a evidencias
recientes en humanos indican el papel relevante y crucial de
la respuesta del sistema neuroinmunitario en muchas acciones
del etanol en cerebro. Ademas, nuestros resultados recientes

La respuesta de los receptores del sistema inmunitario, TLR4,
participan en el dafio cerebral, y en las disfunciones cogniti
vas y de conducta a largo plazo que causa el abuso de alco
hol durante la adolescencia en ratones

Estudios en humanos y en animales han demostrado la vulne
rabilidad del cerebro adolescente a las acciones del etanol y
el peligro del binge driking o atracén por sus consecuencias a
largo plazo, incluyendo alteraciones cognitivas, conductas de
riesgo y de dependencia a esta sustancia. Aunque los meca
nismos que participan en estos efectos se desconocen, el ob
jetivo de este trabajo ha sido demostrar si el abuso de alcohol,

tipo binge drinking , es capaz de dafar determinadas zonas

de cerebro, como la corteza prefrontal de forma irreversible,
causando disfunciones cognitivas a largo plazo. Para este es

tudio se utilizaron corteza prefrontal de ratones c ontrol (WT)

y de cientes en el TLR4 (TLR4-KO) tratados o no intermiten
temente con etanol (3g/kg) durante 2 semanas. A los anima
les se les retiro el alcohol hasta la fase adulta. Los resultados
demuestran el consumo de alcohol activa la respuesta del
receptor TLR4 conllevando a un aumento en su sefializacion
(MAPK, NF )y a la produccién de mediadores in amatorios
(COX-2, iINOS, HMGB1). Estos cambios se asociaron con

dafio

indican que el etanol estimula a las células gliales, microglia

y astroglia, activando los receptores del sistema inmunitario,
TLRs (Toll-like receptores) de membrana y los citoplasmicos
(NOD)-like o in amasoma desencadenando cascadas de sefia
lizacién que conllevan a la produccién de factores in amatorios
como las citosinas y quimiocinas pro-in amatorias que causan
neuroin amacion. Por tanto nuestros objetivos se centran en:

i) Estudiar los mecanismos basicos de las acciones del eta
nol sobre los receptores TLRs y NLRs utilizando cultivos
primarios de células gliales de corteza cerebral

ii) Evaluar el impacto de la respuesta de los receptores
TLRs/NLRs en el cerebro y la corteza cerebral de animales
jovenes y adultos con consumo de alcohol y relacionarlo con
el dafio y conducta asociados..

iii) Investigar nuevos bio-marcadores plasmaticos, como ci
tocinas y quimiocinas, que nos indiquen dafio cerebral, para
tratar de prevenir un mayor dafio cerebral y alteraciones
conductuales irreversibles

iv) Evaluar posibles diferencias de género en la neuroin a
macion asociada con el consumo de alcohol.

V) Investigar nuevos tratamientos que puedan bloquear la

neuroin amacion y el dafio cerebral asociado con el abuso

de alcohol en animales adolescentes y adultos.

vi) Investigar el papel de la respuesta de los receptores del
sistema inmunitario TLR4 y en las alteraciones en el desarro
llo del cerebro que se observan en la exposicion prenatal al
etanol ( FASD y FAS)

en ciertas terminaciones sinapticas de corteza prefrontal asi
como alteraciones cognitivas a largo plazo, indicando un dafio
irreversible en esta zona cerebral.

Usando el mismo modelo experimental, también se evalu6 los
efectos del alcohol en la plasticidad sinaptica de la corteza me
dial de ratones adolescentes tras la administracion intermitente
de alcohol. Los resultados demostraron que el tratamiento de
alcohol produce alteraciones a corto y a largo plazo, tanto en la
plasticidad sinaptica como en cambios epigenéticos en la zona
promotora de los genes bdnf y fos. Estas alteraciones condu
cen a un aumento en la expresion de estos genes en la corteza
medial de animales adultos tratados durante la adolescencia
con etanol. Los cambios moleculares se asociaron con altera
ciones a largo plazo en los mecanismos de recompensa, con
ductas de ansiedad y aumento de la preferencia por el alcohol.

Los resultados también demuestran el papel de la respuesta de

los receptores TLR4 en las acciones del etanol en ¢ erebro de

los adolescentes, ya que los ratones TLR4-KO mostraron cierta
proteccion a las alteraciones moleculares y conductuales indu

cidas por el alcohol en el cerebro adolescente. En resumen, los
resultados experimentales indican el papel de la respuesta del
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sistema neuroinmune en los efectos a corto y largo plazo del
consumo de alcohol en la adolescencia y permite la posibilidad
del disefiar nuevos farmacos para paliar estos efectos, e incluso
el abuso al alcohol.

Citocinas y quimiocinas como biomarcadores de neuroin a -
macion asociada al abuso de alcohol durante la adolescencia:
Estudios en humanos y animales experimentales y diferencias

de géner (Colaboracion con el grupo clinico del Dr Laso,
Salamanca)

En base a nuestros estudios en animales experimentales que
demuestran que el abuso de alcohol tipo binge driking o
atracon durante la adolescencia causa neuroin amacion y se
asocia con disfunciones cognitivas y conductuales, otro de
nuestros objetivos fue determinar los niveles de citocinas y
quimiocinas en plasma de chicas y chicos adolescentes con
intoxicacion aguda y correlacionarlos con niveles de expresion

del receptor TLR4 en sangre. Los niveles citocinas y quimio -
cinas plasmaticas y en corteza prefrontal (CPF) también se
evaluaron en animales adolescentes, (WT y TLR4-KO) machos

y en hembras expuestos al alcohol en la adolescencia. Los
resultados demostraron que la intoxicacion aguda del alcohol
produce un aumentos de los niveles de citocinas y quimiocinas

en plasma de las chicas [interferon- \, interleucina (IL)-10, IL-
17A, IL-11, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, fractalquina, monocyte chemoa -
ttractant protein 1 (MCP-1) y macrophage in ammatory protein
1Z(MIP-1 2], mientras que en chicos, a los mismos niveles de
alcoholemia, solo se observo incrementos signi cativos en los
niveles plasmaticos de CDF (colony-stimulating factor). Asi
mismo, los niveles de expresion del mRNA TLR4 plasmaticos
incrementaron signi cativamente en chicas, pero no en chicos,

con intoxicacion aguda por alcohol,

Los estudios en animales experimentales con rmaron que el

abuso de alcohol de forma aguda incrementa los niveles de
ciertas citocinas (IL-17A y IL-1  [) y quimiocinas (MCP-1, MIP-1  Z
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Fig.1: Nalmefeno, mediante el bloqueo de la respuesta TLR4, suprime la
neuroin amacion inducida por el etanol, los trastornos de la mielina y la
muerte neuronal en la corteza prefrontal de ratones adolescentes con tra

tamiento de atracones de etanol. Estos resultados sugieren que nalmefene

podria ser no solo un tratamiento farmacolégico e caz para reducir el abuso
del alcohol, sino que también podria prevenir la neuroin amacioén y el dafio
cerebral inducido por el consumo de alcohol en la adolescencia

y fractalquina) en corteza prefrontal (CPF) y en suero (IL-17A,
MCP-1 y MIP-1 2 de ratones hembra, pero en machos solo la
frantalkina incremento signi cativamente. La intoxicacion por

alcohol incremento los niveles del TLR4 en CPF de hembras,

y en menos proporcién en machos No se observaron diferen -
cias signi cativas en los niveles de citocinas y quimiocinas en

la corteza prefrontal (CPF) o en suero procedente de animales

macho y hembra de cientes en el TLR4. Nuestros resultados

ponen de mani esto que las chicas son mas vulnerables que

los chicos a los efectos in amatorios producidos por altas do -
sis de alcohol, y sugieren que el receptor TLR4 podria ser una
importante diana en la neuroin amacién inducida por el abu -
so de alcohol durante la adolescencia. Los hallazgos también
indican que ciertas citosinas y quimiocinas pueden servir de
biomarcadores de neuroin amacion asociado con el consumo

de alcohol

Nalmefeno inhibe la respuesta de los receptores TLR4 y pre -
viene la neuroin amacién asociada con el abuso de alcohol
en ratones adolescentes

El alcohol, como otras sustancias psicoactivas, actlan directa

o indirectamente sobre diferentes sistemas neuromodulado -
res. Uno de estos neuromoduladores es el sistema opioide, y

de hecho en los dltimos afios se estan utilizando antagonistas
opioides como la naltrexona (NT), la naloxona (NX) y, mas
recientemente, el nalmefeno (NF), para reducir el consumo de
alcohol en humanos. Hemos analizado el posible papel del NF

en inhibir la respuesta de los receptores TLR4. Nuestros hallaz -
gos en células gliales corticales en cultivo o indican que tanto

el NX y NF inhiben la activaciéon de TLR4 tras su estimulacion

con LPS o etanol. Los estudios de inmuno uorescencia y el
aislamiento de balsas lipidicas con rman que el NF es capaz de
prevenir la translocacion de TLR4 a balsas lipidicas / caveolas

en astrocitos e inhibir su sefializacion. Los estudios “in vivo” en
ratones adolescentes con tratamiento de etanol también evi -
dencian de que la administracion de NF previene la liberacion
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de citocinas (IL-1 [, IL-17A, TNF- 2, quimiocinas (MCP-1, MIP-1,
KC) y mediadores pro-in amatorios (iNOS, COX-2) asi como el

dafio en las bras de mielina y la apoptosis en corteza prefron -
tal (CPF), estriado y nucleo accumbens.

El NF también anulo la preferencia de consumo de alcohol en
animales adultos expuestos al etanol durante la adolescencia.
Nuestros resultados sugieren que NF podria ser un tratamiento
farmacoldgico e caz tanto para reducir la neuroin amacion y
el dafio cerebral, como para prevenir las alteraciones cognitivas
y conductuales, incluyendo el ansia por la ingesta de alcohol y
la prevencion de su consumo en el adulto.

La activacion del sistema inmunitario en la madre y en el feto
participan en los mecanismos teratégenos del alcohol y en
los efectos del alcohol en el desarrollo del cerebral (Fetal
alcohol spectrun disorders, FASD)

La in amacion durante el desarrollo de cerebro participa en

la patogénesis de las lesiones cerebrales tempranas y disfun -
ciones cognitivas. La exposicion prenatal al alcohol afecta el
cerebro en desarrollo, causa deterioro neuronal y conlleva a
disfunciones cognitivos y conductuales, conocidos colectiva -
mente como trastornos del espectro del alcoholismo fetal o

fetal alcohol spectrum dysorders (FASD). Considerando que el

2017

consumo de alcohol por la madre gestante activa el sistema
inmune periférico, evaluamos si la activacion inmunitaria ma -
terna puede afectar negativamente el cerebro de los fetos /
descendencia, conduciendo a disfunciones cognitivas a largo

plazo. Utilizamos, ratones hembra WT y TLR4-KO tratados con

0 sin consumo de alcohol (10% en el agua de bebida) durante

la gestacion y la lactancia. Demostramos que la ingesta de al -
cohol por la madre durante la gestacion y lactancia aumenta

los niveles de citocinas y quimiocinas (IL-1 , MIP-1 Zy frantalkina)
en suero materno, liquido amniético y cerebros de fetos y de
animales postnatales. El aumento de citocinas / quimiocinas
ocurren paralelamente con un aumento de los marcadores de
microglia activados (CD11b y MHC-II), junto con una reduccién

de algunas proteinas sinapticas (sinapsitotagmina, sinapsina) y

de mielina (MBP, PLP) en cerebros fetales y postnatales a los

dias 0, 20, 66 (efectos a largo plazo). Estos cambios se aso -
ciaron con disfunciones de ansiedad, aprendizaje y memoria

en las crias expuestas al alcohol de 66 dias, sugiriendo disfun -
ciones conductuales a largo plazo. No se observaron cambios

en los descendientes de madres TLR4-KO tratadas con etanol,
indicando el papel de la activacion de TLR4 en los efectos en el
neurodesarrollo del cerebro en el FASD. La prevencion materna

del consumo de alcohol durante la gestacion y el tratamiento

con antioxidantes/anti-in amatorios naturales por la madre

podrian prevenir algunas de estas alteraciones.

Marco EM, Pefiasco S, Hernandez
MD, Gil A, Borcel E, Moya M,
Giné E, Lépez-Moreno JA, Guerri
C, Lépez-Gallardo M, Rodriguez
de Fonseca F. Long-Term Effects
of Intermittent Adolescent Alcohol
Exposure in Male and Female Rats.
Front Behav Neurosci. Nov 28;
11:233, 2017

Pascual M, Montesinos J, Guerri C.
Role of the innate immune system in
the neuropathological consequences
induced by adolescent binge drin
king. J Neurosci Res. Dec 7. Review,
2017

Pascual M, Montesinos J, Monta
gud-Romero S, Forteza J, RodH
guez-Arias M, Mifiarro J, Guerri C.
TLRA4 response mediates ethanol-in
duced neurodevelopment alterations
in a model of fetal alcohol spectrum
disorders J Neuroinflammation.
14(1): 145, 2017

Cantacorps L, Alfonso-Loeches
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Gracia-Rubio I, Lépez-Arnau R,
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123:368-384, 2017
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Neuroinflammation and Alcohol
Drinking Preference in Adolescent
Female Mice: Role of TLR4. Alco-
hol Clin Exp Res.;41(7):1257-1270,
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Pascual M, Montesinos J, Marcos
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La investigacion de esta Unidad Mixta se centra esencialmente
en el estudio de la Conectividad Cerebral. El cerebro es una
compleja red de regiones interconectadas tanto estructu
ral como funcionalmente. La comunicacion funcional entre
regiones del cerebro juega un papel clave en los procesos
cognitivos. Las actividades mentales implican la activacion
de redes neuronales en las que participan areas cerebrales
diferentes creando circuitos para la realizaciéon de funcio
cognitivas complejas. El analisis de la conectividad cerebral
permite entender la organizacion del cerebro humano, como se
activan distintas redes neuronales para realizar distintas tareas
0 cémo se alteran los patrones de activacién en situaciones
patolégicas.

nes

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

Durante este afio, la Unidad Mixta ha continuado avanzado en
su consolidacion.

Destaca la consolidaciéon del Banco digital de Imagen Mé

dica de la Comunidad Valenciana (BIMCV) que brinda una
infraestructura de investigacion en imagen médica orientada

a proporcionar datos, herramientas y recursos de proceso en

estudios epidemiolégicos y de imagen poblacional, para el
soporte a proyectos I[+D+i, utilizando el ecosistema BigData
(Cloudera), que proporciona el cluster “OpenMind.10K.cipf.
es”, preparado para trabajar con la mayoria de las librerias de
tratamiento de imagen. En de nitiva, el BIMCV pretende ser un

espacio de investigacion y desarrollo en imagen para la asis

tencia y la gestién sanitaria.

El cluster “OpenMind.10K.cipf.es”, bajo el ecosistema BigData
(Cloudera), permite desarrollar plataformas que serviran de
apoyo al estudio y diagndstico personalizado de enfermeda
des neuroldgicas, correlacion genética con imagenes y datos
fenotipicos, almacenamiento de datos, etc. El cluster “Open
Mind.10K.cipf.es” integra el acceso a servicios computacionales
de alto rendimiento de las infraestructuras locales y europeas
(Infraestructura del Centro de Investigacion Principe Felipe y
la UPV-I3M).

El objetivo es desarrollar y dar acceso a una gran base de da
tos poblacional anonimizada de imagenes y registros clinicos
asociados, con acceso a clisters computarizados de alto ren
dimiento, provenientes de infraestructuras locales y europeas,
dentro del marco del proyecto europeo “Euro-Bioimaging”

Con el El cluster “OpenMind.10K.cipf.es” se ha logrado fortale
cer y constituir la arquitectura que de ne el Banco digital de
Imagen Médica de la Comunidad Valenciana (BIMCV), dicha
arquitectura comprende un motor de bisqueda (Search Eng
ne) para realizar una seleccion de casos de interés en imagenes
dentro del biobanco digital; un Anonimizador basado en CTP
(RSNA Clinical Trial Processor); repositorio XNAT (Gestor de
Ensayos con Bioimagen para la Investigacion y el Desarrollo),
plataforma para la ayuda en la gestién de ensayos clinicos con
Bioimagen; y la pieza fundamental, MIDS (Medical Imaging
Data Structure), estandar para el almacenado y la gesti6n
de cualquier tipo de imagen médica, como promotor del
conocimiento.
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El proyecto de investigacion CELEXITA, en el que participan

el Hospital General de Sagunto a través de la Fundacion para

el Fomento de la Investigacién Sanitaria y Biomédica de la
Comunitat Valenciana (Fisabio) -dependiente de la Conselle -
ria de Sanitat Universal i Salut Piblica- y las empresas Brain
Dynamics (coordinadora del consorcio dedicada a la I+D en
neuroimagen) y Tecnalia Research & Innovation, estudiara la
conectividad cerebral individual con el objetivo de desarrollar

un biomarcador que ayude a mejorar el proceso de diagndsti -
co e investigacion en enfermedades neuroldgicas. El proyecto
CELEXITA dara lugar a la creacién del primer marco metodo -
l6gico integrado para el estudio del conectoma.

El proyecto de investigacion 10K-BDBI 4 CV (The 10K Big Data
in Brain Imaging of Valencia Region) , para proporcionar recur -
sos, datos y herramientas para realizar estudios epidemiold -
gicos avanzados en imagen médica y analizar y controlar la
evolucién de diferentes enfermedades neurolégicas.

Proyecto GlioHabitats, (Characterisation of glioblastoma
habitats using miltiparametricals biomarkers), proyecto del
laboratorio  “Biomedical Data Science Lab” de la Universidad

BiMCV

_____ - =
. =
£
P =

2017

Politécnica de Valencia, En este proyecto se veri ca la evolu -
cioén temporal de las rmas multiparamétricas de tejido sobre

el conjunto de pacientes asistidos en la Comunidad Valenciana

desde 2012 hasta la actualidad. Este estudio permitira caracte -
rizar exhaustivamente el patrén multiparamétrico de signos de

tejido de Glioblastoma y su evolucién temporal.

Euro-Bioimaging. Euro-Biolmaging Preparatory Phase Il - Pro -
ject H2020 Maria de la Iglesia Vaya. (FUNDACION PARA EL
FOMENTO DE LA INVESTIGACION SANITARIA Y BIOMEDICA

EN LA COMUNITAT VALENCIANA). 14/07/2015-14/07/2017.

Proyecto MIDS (Medical Imaging Data Structure) , estandar
para el almacenamiento y la gestion de cualquier tipo de ima -
gen médica.

Investigacion de doctorado: Estudio de la dinamica del cre -
cimiento axonal de las neuronas sensoriales en el modelo de

raton para la ataxia de Friedreich. Investigador: Dra. Diana
Carolina Mufioz Lasso, Laboratorio de Fisiopatologia de las
Enfermedades Raras, Universidad de Valencia.

Grupos de investigacion bene ciados por los nuevos equipos

e Laboratorio de Fisiopatologia de las Enfermedades
Raras, Universidad de Valencia.

* Laboratorio de Neurobiologia del Centro de
Investigacion Principe Felipe.

» The Biomedical Data Science Lab, linea de investigacion
interdisciplinaria del instituto ITACA de la Universidad

Politécnica de Valencia (UPV).

e Laboratorio de Expresion Génica y Metabolismo de
RNA del Centro de Investigacién Principe Felipe.

Molla, B., Mufioz-Lasso, D. C.,
Riveiro, F., Bolinches-Amorés, A.,
Pallardd, F. V., Fernandez-Vilata,

A., Gonzalez-Cabo, P. (2017).

Reversible Axonal Dystrophy by
Calcium Modulation in Frata -
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Las ciencias de la vida se estan transformando en disciplinas
basadas en datos debido a la adopcién imparable de tecnolo -
gias omicas cada vez mas baratas. La consecuente profusion

de Big Data genémico ha incentivado la aparicion de nuevas
aproximaciones metodoldgicas basadas en la Biologia de Sis -
temas. En este escenario, pretendemos relacionar el genotipo
(variantes puntuales o estructurales y la expresion génica) con

el fenotipo, con especial interés en enfermedad y respuesta a
farmacos, usando para ello modelos del funcionamiento celular

que expliguen los mecanismos moleculares de la enfermedad y

los mecanismos de accion de los farmacos.

El motor de la innovacion en la investigacién en biologia
computacional en los préximos afios viene de la predecible
generacion de enormes cantidades de datos gendmicos, la
disponibilidad de un conocimiento cada vez mas detallado de

la funcion celular y la aparicion de nuevas soluciones computa -
cionales para el manejo de  big data gendmico. El objetivo de
nuestro grupo es trabajar en aquellos aspectos, provenientes

de la revolucién del  big data , con mayor potencial transfor -
mador de la forma en la que entendemos las relaciones entre

2017

Nuestro grupo lleva a cabo una investigacion puntera aplicando
bioinformética traslacional y genémica integrativa a la medicina
personalizada. Las herramientas bioinformaticas que desarrolla -
mos permiten convertir datos 6micos poco informativos enco -
nocimiento biomédico Util que puede ser usado con propésitos
diagnésticos o prondsticos. El resultado de esta investigacion

lo aplicamos al estudio de enfermedades raras, cancer y farma -
cogendmica, principalmente. Nuestro grupo es parte del Insti -
tuto Nacional de Bioinformatica (INB), a través de la unidad de
gendémica funcional y del CIBERER (Centro de Investigacion en
Biomédica Red sobre Enfermedades Raras) a través del grupo

de Bioinformatica de las Enfermedades Raras (BIER).
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Biologia de sistemas

El aspecto mas estratégico de nuestro trabajo en genémica es

el desarrollo de modelos de funcionalidad celular su ciente -
mente realistas como para explicar aspectos importantes de

los mecanismos de la enfermedad y de accién de farmacos. He -
mos demostrado que modelos ejecutables de la sefializacion

2017

hiPathia es una herramienta web que permite co

nocer los mecanismos moleculares que originan y
desarrollan enfermedades complejas, con el obje
tivo de mejorar su diagndstico y personalizar sus
tratamientos (http://hipathia.babelomics.org/)

celular son capaces de generar biomarcadores basados

en mecanismo que pueden predecir con precision fenotipos
complejos como la supervivencia en pacientes de cancer (Hi -
dalgo et al., 2017, Oncotarget).

genotipo y fenotipo, y su aplicacién a la medicina de precision
y la farmacogendmica.

Una importante parte de nuestra actividad nos ha hecho Ii
deres en el desarrollo de algoritmos y soluciones de software
avanzadas para la genémica funcional. Proyectos de gran
escala como el Babelomics (ver http:/www.babelomics.org),
la tercera herramienta mas citada para el analisis funcional de
experimentos genémicos, nos ha permitido participar en im

portantes iniciativas internacionales como el SEQC (FDA) o el

proyecto ENCODE.

El potencial de descubrimiento que tienen las nuevas tecnolo
gias de secuenciacion es obstaculizado por las di cultades aso
ciadas al almacenamiento, manejo e interpretacion de los datos
que generan. Consecuentemente, hemos invertido un gran
esfuerzo en desarrollar herramientas que faciliten estas tareas,
cubriendo desde el procesamiento primario de datos (Lopez et

al., NAR, 2017; Juanes et al., BMC Bioinformatics, 2017; Olanda
et al., BMC Bioinformatics, 2017) hasta su andlisis avanzado (Hi
dalgo et al., Oncotarget 2017)

Estudios genémicos en enfermedades

Gracias a nuestros desarrollos para analisis de datos gend
micos y debido a que somos miembros del CIBERER, hemos
participado en el analisis de numerosos estudios de secuencia
cién exémica de diferentes enfermedades como: Hirschsprung
(Gui et al., Genome Biology, 2017), Atypical Femoral Fractures
(Roca-Ayats et al., NEJM, 2017).

El cancer es otra area de investigacion de gran interés para el
grupo donde obtuvimos resultados relevantes (Puig-Butille et

al., Oncotarget, 2017).
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andlisis de datos émicos a los investigadores. Ba
- belomics, hiPathia, PathAct, BIERapp.
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El disefio de pipelines de andlisis de datos 6micos,
permite la automatizacion de los procesos optimi-
zando el uso de los recursos computacionales
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El laboratorio de Gendmica de la Expresion Génica esta intere
sado en comprender los aspectos funcionales de la expresion
génica a nivel genémico, en diferentes organismos y en rela
cién con procesos patolégicos.

Durante 2017, el grupo ha trabajado en diferentes proyectos re
lacionados con el desarrollo de métodos estadisticos y herra
mientas de software para la integracion de datos multiémicos.
Hemos desarrollado nuevas estrategias para la combinacién
de datos de RNA-seq (transcripcién) y ATAC-seq (regulacién
transcripcional) en el contexto de la diferenciacion del linaje
celular mieloide y con el objetivo de inferir redes transcripcio
nales. Hemos concluido el desarrollo del software Paintomics 3
gue permite la integracion de cualquier tipo de dato multiémi
co sobre la base de las vias KEGG. Paintomics se ha aplicado a
comprender la neuroin amacion y la progresion de la diabetes
tipo 1 (T1D). También hemos creado nuevos algoritmos de co
rreccion de efectos batch en datos multiomicos. Esto métodos
posibilitan la combinacién de conjuntos de datos procedentes
de diferentes laboratorios y plataformas émicas, facilitando asi
la reutilizacion de datos de dominio publico y la formulacién

El laboratorio Genémica de la Expresion Génica esta intere
sado en comprender los aspectos funcionales de la expre
sién génica a nivel genémico, en diferentes organismos y en
relacion con procesos patolégicos. El grupo ha desarrollado
métodos estadisticos y herramientas de software que analizan
los aspectos dinamicos de los transcriptomas, los integran con
otros tipos de datos moleculares y los anotan funcionalmen
te, con un enfoque especial en los datos de secuenciacién de
préxima generacién (NGS). Somos creadores de software en
bioinformatica como Blast2GO, Paintomics, maSigPro, NOISeq,
Qualimap, SQANTI, con decenas de miles de usuarios en todo
el mundo. El grupo ha publicado casi 100 trabajos de investiga
cién que han recibido méas de 14,900 citas. El laboratorio esta
bien nanciado a través de agencias de nanciacion privadas,
nacionales e internacionales, incluyendo H2020 y Marie Curie.
Hemos coordinado dos grandes proyectos de la UE: el proyec
to STATegra (11 socios) sobre integracion de datos multiomi
cos y la Accién Marie Curie DEANN para crear una red NGS
con paises americanos (16 socios). Somos lideres de WP4 en
ChroMe (12 socios). Hemos (co) -organizado numerosas con
ferencias bioinformaticas y de NGS -incluida la mayor confe
rencia en el campo de Biologia Computacional ISMB-, y hemos
impartido cursos especializados en bioinformatica en méas de
10 paises en 5 continentes con mas de 550 asistentes. El grupo
es el Nodo de Valencia del Instituto Nacional de Bioinformatica
Espafiol (INB). El laboratorio cuenta con una empresa spin-o
Biobam Bioinformatics S.L., que comercializa software facil de
usar para bi6logos.

2017

de preguntas complejas sobre la regulacién celular. También
hemos desarrollado un método de Deep Learning para recons -
truir nuevas vias celulares a partir de la literatura cienti ca.

Otra area importante de investigacion es el desarrollo de
métodos y herramientas para el estudio de la expresion de
isoformas alternativas. Hemos evaluado diferentes algoritmos

para el andlisis de la expresion de isoformas diferenciales y pu -
blicamos el primer método para estudiar el splicing diferencial

en experimentos de series temporales. Hemos investigado el

papel del splicing alternativo (AS) en T1D para descubrir que

este mecanismo regulatorio es prevalente en genes relaciona -
dos con la enfermedad. Finalmente, hemos desarrollado dos
nuevas herramientas de software para identi car isoformas a

partir de datos de secuenciacion de tercera generacion, y para
estudiar las implicaciones funcionales del splicing alternativo.

En 2017, hemos publicado nueve articulos y tres nuevas herra -
mientas de software: Iso-maSigPro, SQANTI y tappAS. Hemos
organizado cuatro cursos y talleres internacionales en el andli -
sis de datos multiémicos.

Durante 2017, el laboratorio ha trabajado en diferentes proyec -
tos relacionados con el desarrollo de métodos estadisticos y
herramientas de software para la integracion de datos multié -
micos. En el marco del proyecto STATegra y en colaboracion

con investigadores de la Universidad de California en Irvine,
desarrollamos nuevas estrategias para la combinacion de los

datos RNA-seq (transcripcion) y ATAC-seq (regulacion trans -
cripcional) en el contexto de la diferenciacién del linaje mie -
loide celularl. Al fusionar puntos de tiempo vecinos durante

el curso de diferenciacién, construimos redes reguladoras de
genes especi cas de células y de tiempo que identi can los
cambios en las interacciones de factores de transcripcion aso -
ciados al destino celular. Describimos la cascada t ranscripcio -
nal aguas abajo de PU.1, un importante factor de transcripcion
mieloide que establece diferenciacion hacia diferentes linajes
celulares mediante el encendido y apagado combinatorio de

otros factores como E2F, EGR, STAT1, NFE2, IRF2, GFI1, MAFB,
JUND, IRF1y VDR.

A través de una beca de la Generalitat Valenciana PROMETEO

y en colaboracion con la Universidad Politécnica de Valenci a
y el Instituto Valenciano de Biomedicina, hemos desarrollado
nuevos algoritmos para la correccion de efectos batch en expe -
rimentos multimicos que combinan la regresiéon multivariante

con nuestro método de ltrado ARSyN, previamente publicado

(Figura 1). Este enfoque permitira a los cienti cos combinar
conjuntos de datos entre laboratorios y plataformas 6micas,

lo que facilitara la reutilizacion de datos del dominio publico

para formular preguntas complejas que sélo pueden abordarse
mediante la combinacién de tecnologias émicas. Este trabajo
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Figura 1. a) Descripcion del problema de sets de datos multimicos obtenidos
en diferentes laboratorios. B) Efecto batch asociado al laboratorio. C) Esquea

del algoritmo MultiBac
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Figura 2. Disefio multiomico para estudiar la comunicacién molecular er
tre tipos de células inmunes afectadas en la encefalopatia hepatica minima.
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Figura 4. Esquema general de la
estrategia GRAM-CNN para el
andlisis DeeplLearning del recone
cimiento de entidades biolégicas en
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Figura 5. Esquema del algoritmo Iso-maSigPro y ejemplo de visualizacién de Figura 6. Capturas de pantalla de la aplicacion tappAS para el analisis func

un gen con splicing diferencial en el tiempo.

fue presentado en el Taller MiniArtic (UPV, Valencia, noviembre
de 2017) y se esta preparando un manuscrito.

Ademas hemos iniciado un proyecto en colaboracién con el Dr.
Vicente Felipo del laboratorio de Neurobiologia del CIPF, don -
de la transcriptémica, la proteémica, los datos de citometria de

ujo y datos de contenido de endosomas son integrados para
modelar la respuesta inmune de sangre periférica que lleva a

la encefalopatia hepéatica minima (Figura 2).Participamos en

el Marie Curie ITN ChroMe que busca comprender la relacion

entre la cromatina y los trastornos metabdlicos. Dentro de esta

red estamos comprometidos con el desarrollo de nuevas he -
rramientas bioinformaticas para ayudar a los cienti cos en el
estudio de los conjuntos de datos que combinan metabolomi -
ca, expresion génica e informacion epigendémica. Hemos con -
cluido el desarrollo de Paintomics 3 herramienta que visualiza
cualquier tipo de datos multiémico sobre las rutas de KEGG
(Figura 3). La herramienta fue presentada en la Conferencia de

la Sociedad Internacional de Biologia Computacional (ISCB)

que celebré en Praga en Julio de 2017 y recibié una invitacion

para el envio de manuscrito a Nucleic Acids Research Journal

en su edicién de servidor Web anual, ahora esta en proceso de
revision.

Adicionalmente, durante 2017, Paintomics 3 se ha aplicado en
numerosos proyectos que combinan datos multiomicos, como
DENAMIC que estudia la toxicidad para la funcién neural de
contaminantes quimicos, o TEDDY que estudia el desarrollo

Tipo 1 Diabetes (T1D) en nifios. Hemos identi cado vias clave

y biomarcadores en ambas condiciones patol6gicas. Por ejem -
plo, en el estudio de toxicidad, la via de la Sinapsis GABAér -
gica esta severamente desregulada lo que explica el impacto

en funciones cognitivas y motoras. En la T1D se identi c6 una

clara relacién entre la desregulacion metabdlica, un estrés
oxidativo activado, la inflamacion y la autoinmunidad que
explican los eventos moleculares que conducen a la diabetes
autoinmune. Estos estudios se ha completado en 2017 y se
publicaran en 2018.

Ademas, en el marco del proyecto ChroMe, hemos creado una
nueva herramienta para inferir pathways a partir de la litera -
tura cienti ca, que incorpora métodos de Deep Learning para

tional de isoformas.

identi car entidades bioldgicas en los textos cienti cos. Este
trabajo ha sido publicado en Bioinformatics8 (Figura 4).

Otra area importante de investigacion del grupo es el desa -
rrollo de métodos y herramientas para el analisis funcional de

la expresion de isoformas alternativas, que es la consecuencia

de splicing alternativo (AS), un proceso regulador importante

para expandir la complejidad de transcriptomas y proteomas

en eucariotas superiores. Estudiamos y comparamos diferen -
tes algoritmos bioinformaticos para la identi cacion de isofor -
mas expresadas diferencialmente para concluir que el método

mas apropiado en cada caso de depende de la variabilidad en

los datos y el nimero de muestras4. Este trabajo es resultado

de una colaboracion con el Instituto Argentino CONICET en

el marco de nuestro proyecto Marie Curie IRSES DEANN para

la construccién de una red intercontinental en la tematica de
andlisis de datos de secuenciaciéon masiva. También desarro -
llamos nuevos algoritmos para la identi cacién de expresion
alternativa de isoformas en disefios experimentales tempora -
les que eran practicamente inexistentes hasta la fecha. Para

este n, hemos adaptado nuestra herramienta maSigPro para
modelar el problema de los cambios dinamicos de isoformas

y creamos algunas funciones para identi car los principales
cambios de isoformas principales5 (Figura 5). También se
analizé la incidencia de AS en el contexto de la enfermedad,
mediante el estudio de la presencia de AS en varios tipos

de células de linfocitos de pacientes con T1D. Se concluye

que existe un enriquecimiento signi cativo de eventos AS en

genes asociados a T1D en tipos celulares relevantes para la
respuesta autoinmune. La hipétesis es que la desregulacion

del AS puede afectar a procesos especi cos de estas células
relacionados con autoinmunidadé.

Durante 2017, hemos desarrollado dos herramientas bioin for -
maticas adicionales en la frontera del analisis de tecnologias

de secuenciacién de tercera generacion aplicadas a la inves -
tigacion del transcriptoma. SQANTI es un nuevo método para

el control de calidad y el Itrado de lecturas largas produci -
das por las plataformas Pacbio y Oxford Nanopore9. Hemos
aplicado la secuenciacién Pachio a estudiar la diferenciacion

de células progenitoras neuronales a oligodendrocitos en ra -
tones. Usando lecturas largas encontramos un ~ 15% de nuevas
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isoformas en genes asociados con funciones metabdlicas y de
energia, y en menor medida con la identidad del linaje neu
ral. Este resultado destaca la importancia de la regulacion del
metabolismo en la diferenciacion celular e indica que la com

plejidad de isoformas para estos procesos podria estar poco
explorada9. También hemos desarrollado un procedimiento
bioinformatico para la anotaciéon exhaustiva de transcritos
con dominios y motivos reguladores. Hemos creado tappAS
(http:/tappas.org), una aplicacion de escritorio Java para el

andlisis funcional splicing alternativo (Figura 6). tappAS re

presenta la anotacién funcional con resolucion de i soforma e

implementa métodos estadisticos novedosos para identi car
las vias reguladas por AS, el estudio de las diferencias en los
sitios de poliadenilacion, la evaluacion del la inclusion diferen
cial en transcritos de motivos funcionales como consecuencia
de la AS, y para interpretar las consecuencias funcionales de
la expresion diferencial de isoformas. Actualmente, estamos
utilizando esta herramienta para comprender las diferencias
en la diferenciaciéon de oligodendrocitos y motoneuronas en

2017

el ratén. Nuestros resultados preliminares indican que los pro
cesos de energia, transporte y forma celular concentran las di
ferencias entre los dos procesos de diferenciacion y que el AS
contribuye a afiadir una capa adicional de regulacién contro
lando la localizacién y a nidad de las proteinas involucradas.
Este trabajo es una colaboracién con la Universidad de Florida
y el laboratorio de Regeneracion Neuronal y Tisular del CIPF.

Finalmente, durante 2017 organizamos varios cursos de bioin
formatica en diferentes lugares (Valencia, Suecia y México)
con un enfoque especi co en la integracion de datos multid
micos 2. Nuestra innovacion en la formacion en bioinformatica
integrativa ha sido reconocida con una publicaciéon en
Systems donde brindamos Pautas para Desarrollar Cursos
Avanzados en Medicina de Sistemas y Biologia de Sistemas.
Ademas, hemos contribuido a la ensefianza de la bioinformati
ca en paises en desarrollo a través de nuestra participacion en
el proyecto eBiokit, un dispositivo portatil para la formacion
bioinformatica 3.
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La metabolémica es una aproximacion experimental relativamente
nueva que comprende el analisis del conjunto de todos los metaboli
tos presentes en un determinado compartimento biol6gico. Los estu
dios metabolémicos se han empleado con éxito para entender mejor
muchas enfermedades, entre las que se incluyen distintos procesos
neoplasicos. En este sentido, es importante destacar que los pacien

tes con cancer exhiben una serie de caracteristicas metabdlicas que

son diferentes a las de las personas sanas, y a las de los pacientes con
enfermedades benignas. Ademas, el sitio, el estadio, y la localizacién
de los tumores puede modi car la composicién metabdlica.

Actualmente, los tumores se de nen no soélo por su localizacion, sino
por sus caracteristicas moleculares. De hecho, la identi cacion de
mutaciones especi cas en tumores esta empezando a jugar un papel
cada vez mas importante a la hora de de nir tratamientos terapéu
ticos. Sin embargo, esta informacién no esta disponible para la ma
yoria de procesos oncolégicos, y los biomarcadores actuales distan
mucho de ser 6ptimos. Ademas, existe una amplia heterogeneidad
en las de niciones actuales de enfermedad, que viene re ejada por
el hecho de que pacientes con idéntico diagnéstico reaccionan de
forma diferente a la misma terapia y presentan distintas evoluciones.
En este contexto, la metabolémica, en combinacion con otras aproxi
maciones émicas, podria contribuir a profundizar en los mecanismos
moleculares de las enfermedades, de manera que sea posible mejorar
la clasi cacion de los pacientes y su tratamiento terapéutico.

La Unidad Mixta CIPF-IIS La Fe de Metabolémica Clinica trabaja en
la aplicacion de estas aproximaciones a distintos procesos oncol6
gicos en colaboracion con distintos Hospitales. Por otro lado, en un
esfuerzo por extender las aplicaciones de esta metodologia a la com
prensién de otros procesos patolégicos (p.ej., endometriosis, parto
prematuro, tuberculosis, enfermedades raras, etc.), hemos estableci
do numerosas colaboraciones con otros grupos de investigacion en el
CIPF y el IIS La Fe, asi como con otros grupos de investigacion clinica
nacionales e internacionales.
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aplicacion a la identi cacién de biomarcadores clinicos de utilidad

en medicina de precision. (Puchades-Carrasco & Pineda-Lucena,

Curr. Top. Med. Chem. 17, pp. 2740 — 2751, 2017)
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Los Polimeros Terapéuticos ya han demostrado beneficio
clinico en multitud de patologias con varios productos en el
mercado, y encontrandose dos de ellos entre los 10 farmacos
mas vendidos en Estados Unidos (Copaxona y Neulasta). Sin
embargo, se trata de una plataforma terapéutica en expansion
y existen multitud de oportunidades de desarrollo en diferen
tes areas tales como i) la administracion de agentes anticance
rigenos sencillos o combinados sinérgicamente dirigidos hacia
nuevas dianas moleculares, ii) el desarrollo de nuevos mate
riales poliméricos con diferentes arquitecturas prede nidas,
o iii) el tratamiento de patologias distintas al cancer, como la
neurodegeneracion. El laboratorio de Polimeros Terapéuticos
en el CIPF desarrolla sus lineas de investigacion en estos inte
resantes campos.

Nuestra principal actividad investigadora comprende el disefio
de conjugados poliméricos avanzados. Se trata de novedosos
sistemas nanométricos con capacidad terapéutica y/o diag
néstica para aplicaciones en estadios avanzados de cancer,

A lo largo de 2017, hemos consolidado varias lineas de investi
gaciéon y hemos establecido nuevos ambitos de estudio, resu
midos a continuacion.

Nanomedicina personalizada de combinacién basada en poli
meros para el tratamiento del cancer de mama (MyNano)

En 2017 hemos continuado nuestro trabajo en el proyecto
“MyNano” nanciado por la beca ERC-Consolidator. Hemos
identi cado combinaciones de farmacos potencialmente si
nérgicas especi cas para lineas celulares de cancer de mama
metastasico correspondientes a los principales subtipos que
se encuentran en clinica. Con el objetivo de disefiar nuevas
arquitecturas poliméricas portadoras de combinaciones de
farmacos, hemos desarrollado una estrategia para construi
sistemas de circulacion prolongada y sensibles a estimulos
basados en poliglutamatos con forma de estrella que pueden
adoptar diferentes conformaciones y cuyas propiedades pue
den ser facilmente adaptadas al objetivo biolégico que se per
sigue. Para la conjugacion de los farmacos, hemos estudiado
diferentes enlaces polimero-farmaco que con eren estabilidad
en sangre pero permiten la liberacién controlada del farmaco
en condiciones especi cas que se encuentran en el tejido tu
moral o en los compartimentos endosomales de las células tu
morales. De esta forma, se incrementa la actividad antitumoral
del farmaco a la vez que se reducen los efectos secundarios.
Ademas, estamos estudiando estrategias similares para el
disefio de nuevos polimeros terapéuticos dirigidos al trata
miento de metastasis cerebrales, una comorbilidad importante
en el cancer de mama, en colaboracién con Manuel Valiente
(CNIO, Madrid) gracias a una beca de la AECC (Valencia).
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neurodegeneracioén o regeneracion tisular. El desarrollo de

transportadores biodegradables basados en polipéptidos, su
aplicacion en terapias de combinacion y el disefio de nanocon -
jugados y sistemas hibridos dirigidos a nuevas dianas molecu -
lares, representan algunos de los enfoques que seguimos para

la obtencién de tratamientos especi cos en diversas enferme -
dades y trastornos.

Por otro lado, la conformacién tridimensional que estos nano -
sistemas adquieren en el medio acuoso asi como otras carac -
teristicas fisico-quimicas, juegan un papel fundamental en su
actividad biolégica. Por lo tanto, también nos centramos en la

identi cacién de predictores funcionales o biomarcadores, asi

como la implementacioén de herramientas cuantitativas para
evaluar en qué medida estos parametros afectan a la activi -
dad terapéutica del nanofarmaco-, a su biodistribucién y su
farmacocinética, permitiéndonos explorar una amplia gama de
aplicaciones clinicas.

Mecanismo “extraordinario” de asociacion entre poligluta -
matos en forma de estrella como estrategia para el disefio de
nanomedicinas

En 2017, publicamos una nueva estrategia para producir porta -
dores de farmacos de escala nanométrica capaces de mejorar

la actividad antitumoral de los polimeros terapéuticos vy, por

tanto, el tratamiento de los pacientes. EI mecanismo “ex -
traordinario” de asociacién entre poliglutamatos en forma de

estrella cargados negativamente permite que estos polimeros

se auto-ensamblen formando grandes estructuras esféricas. La
“captura covalente” y la estabilizaciéon de estos en samblados
altamente dinamicos nos permite obtener estructuras no des -
critas hasta la fecha con caracteristicas farmacocinéticas me -
joradas, como lo son el incremento de la internalizacién a nivel
celular y su vida media en sangre y la acumulacién selectiva

en noédulos linfaticos. Esta Ultima caracteristica puede desem -
bocar en el desarrollo de aplicaciones a nivel de tratamiento

de metéstasis e inmunoterapia. Por ello, estamos explorando

con estos sistemas posibles aplicaciones en inmuno-oncologia

y vacunas en colaboracién con los laboratorios de William
Zamboni (Universidad de Carolina del Norte, EEUU), Bruno

De Geest (Universidad de Ghent, Bélgica) y Helena Florindo
(Universidad de Lisboa, Portugal).

Importancia de la Metabolémica en el Tratamiento del Can -
cer con Conjugados Poliméricos

Dos de nuestras publicaciones mas recientes realizadas en
colaboracién con Lola F. Duarte (Universidad de Aveiro, Por -
tugal) y Antonio Pineda-Lucena (Instituto de Investigacion
Sanitaria La Fe, Valencia) han subrayado la importancia de
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la metabolémica en el tratamiento del cancer con polimeros
terapéuticos. En ambos estudios se emple6 la resonancia
magnética nuclear para comparar la respuesta metabolémica
de células tratadas con un farmaco libre y conjugado al poli
mero. Se emplearon farmacos utilizados para tratar el cancer
de préstata (Dietilestilbestrol) y el cAncer de mama (Doxoru
bicina). Los estudios in vitro e in vivo realizados mostraron
cambios importantes tras la conjugacion de los farmacos a un
poliacetal y a N- (2-hidroxipropil) metacrilamida (HPMA) que,
se relacionaron con la diferente farmacocinética y la mayor
acumulacion en tumor del farmaco conjugado. Esperamos
gue nuestros resultados representen un primer paso en la
aplicacion de los estudios metabolémicos integrados in vitro
e in vivo para la evaluacion de sistemas de administracion de
farmacos.

Evaluacién de Polimeros Terapéuticos como tratamiento de
la Enfermedad de Alzheimer (EA)

En el laboratorio hemos disefiado nanosistemas innovadores
capaces de cruzar la barrera hematoenceféalica (BHE) utilizan
do como estrategia el mecanismo de transporte activo basado
en el receptor LRP-1. Estas arquitecturas novedosas poseen
una super cie modi cada con sondas de imagen y ligandos
directrices (ANG-2), derivando en patrones interesantes en
estudios de biodistribucién in vivo con una acumulacion re
levante en cerebro. Hemos conjugado farmacos con funcién
neuroprotectora y antiin amatoria a dichos nanosistemas, rea
lizando su evaluacién in vitro, ex vivo en cultivos organotipicos
de EA'y en un modelo animal. Los ensayos in vitro han demos
trado una liberacion controlada del farmaco y la inhibicién de
la formacién de brillas asi como una reduccién signi cativa
de muerte celular en cultivos previamente tratados con el pép
tido A [1-42. Ademas, la administraciéon continuada de estos
compuestos en un modelo animal de EA ha demostrado la
inocuidad del sistema asi como la acumulacion del farmaco en
poblaciones celulares de elevado interés para el tratamiento
de EA (microglia y astrocitos). El andlisis de los estudios in
vivo se esta llevando a cabo en colaboracion con J. Vifia y J.M.
Garcia-Verdugo (Univ. Valencia).

Conjugados polimero-farmaco para el tratamiento avanzado
de enfermedades de la piel

En colaboracién con la Dra Marwa Sallam (Univ. Alejandria,
Egipto), también hemos comenzado a explorar el uso de po
limeros terapéuticos en otras aplicaciones, concretamente en
el tratamiento avanzado de enfermedades de la piel como la
psoriasis, una enfermedad in amatoria crénica que afecta a
mas de 125 millones de personas en el mundo. El objetivo de
este nuevo proyecto es el desarrollo de tecnologias de admi
nistracion tépicas que modulen la penetracién de los farmacos
y se dirijan a capas especi cas de la piel, aumentando de este
modo la e cacia del tratamiento y minimizando los efectos
secundarios, debido a la inhibicién de la liberacién sistémica.
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Fig. Validacion biolégica de las nanoestructuras estabilizadas mediante en
laces covalentes como sistema portador de farmacos. La biodistribucion del
compuesto 5b frente al 1a y el PGA lineal a 1 y 4 horas tras la inyeccion
con rma la acumulacién de 5b en bazo y nédulos linfaticos axilares (ALN)
y cervicales (CLN).
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Andlisis metabdlico de células MCF7 tratadas con Dox o HPMA-Dox. A,
espectros representativos de 1H RMN del extracto acuoso correspondien
te a células MCF7 no tratadas, y células tratadas con Dox o HPMA-Dox.

B, PCA obtenido a partir de datos metabolémicos de los tres gipos (Ctr,
HPMA-Dox, Dox). Imagenes de cultivos de células MCF7 en las diferentes
condiciones experimentales obtenidas mediante microscopia 6ptica. Los
metabolitos responsables de la separacion de los diferentes grupos se resu
men mediante un diagrama de Venn.
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Con este fin, hemos desarrollado y seleccionado sistemas
estructuralmente y sicoquimicamente diversos basados en
poli-L-glutamatos como “vehiculos” para el transporte de
farmacos a través de la barrera biologica de la piel, pudiendo

tratar de este modo una amplia gama de trastornos y enfer -
medades epidérmicas. Actualmente, estamos analizando la
seguridad, actividad y penetracién de nuestros conjugados
polimero-farmaco, utilizando para ello un modelo de cultivo de

piel humana ex vivo, en el cual somos capaces de mantener

la viabilidad de la piel durante varios dias. Al mismo tiempo,
también estamos desarrollando un modelo murino de psoria -

sis in vivo .
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Las interacciones proteina-proteina (PPI) rigen casi todos los

procesos importantes en organismos vivos. El objetivo princi -
pal del grupo de Investigacién de Quimica de Péptidos y Pro -
teinas es, la identi cacion y desarrollo de nuevos moduladores

de PPIs de las vias de apoptosis e in amacién que permitan
restablecer el equilibrio en situaciones patolégicas como el
cancer, las enfermedades neurodegenerativas o en los dafios
asociados a isquemia-re-perfusion.

En el campo de apoptosis nuestra linea de investigacion se
centra en el estudio de las interacciones transmembrana de las
proteinas de la familia Bcl-2. Las proteinas de la familia Bcl-2
controlan la permeabilizacion de la membrana externa mito -
condrial, un paso irreversible en el camino de una célula hacia

la muerte. Se han encontrado alteraciones de las proteinas

Bcl-2 en numerosos tumores, tales como linfoma, carcinoma

de pulmén de célula pequefia, cancer de mama, carcinoma
hepatocelular o cancer de préstata. La familia de proteinas

Bcl-2 estd compuesta por 25 miembros pro y antiapoptoti -
cos que interactdan entre si en el citosol y en la membrana
mitocondrial, para decidir el destino de la célula. Comprender

el mecanismo molecular de las interacciones de las proteinas
Bcl-2 que tienen lugar en el citosol ha sido crucial para el de -
sarrollo del primer farmaco antitumoral dirigido contra una de

las proteinas de esta familia, Bcl-2. (Venetoclax, aprobado en

2016 para el tratamiento de leucemia linfocitica crénica con
delecion 17p). Nuestro trabajo se centra en comprender, a nivel
molecular, los equilibrios de interaccion que estas proteinas
establecen en las membranas. Nuestro grupo ha puesto en
evidencia la existencia de homo y hetero-interacciones entre

los segmentos transmembrana de las proteinas Bcl-2 y he -
mos demostrado que estas interacciones son cruciales para

la modulacién de apoptosis. Nuestros préximos objetivos

son; i) identi car farmacos dirigidos a las heterointeracciones

transmembrana de las proteinas Bcl-2 para inducir | a muerte
celular en tumores (Bcl-TMInhs) y ii) establecer una “plata -
forma de analisis funcional Bcl-2” para comprender como las
mutaciones somaticas transmembrana, que se encuentran en
pacientes con cancer, afectan a las funciones canonicas de
estas proteinas.

En el campo de la inamacién , nuestra investigacion se centra

en el desarrollo de nuevos moduladores del in amasoma y en

su evaluacion en modelos de enfermedad. El sistema inmune
protege al cuerpo de lesiones o infecciones que provocan

in amacion. Sin embargo, la in amacién desregulada es el
origen de muchas enfermedades, como son, los trastornos
autoinmunes, la neurodegeneracién o el cancer. El in amaso -
ma, un complejo macromolecular crucial del sistema inmune
innato, es responsable de la activacién de la potente citocina

proin amatoria IL- [ y de la interconexién entre las respuestas
inmune innata y adaptativa. Nuestro grupo desarrolla nuevo 5
moduladores in amasoma como terapias para luchar contra

este tipo de enfermedades.

Nanoparticulas para la liberacion especi ca de farmacos en
modelos de enfermedad. Nuestro grupo forma parte de la
unidad mixta “Mecanismos de enfermedad y nanomedicina”,

una plataforma cienti ca para la colaboracién entre investi -
gadores de la Universidad Politécnica de Valencia y el CIPF.

Esta unidad tiene como objetivo abordar los tratamientos

de enfermedades desde un punto de vista multidisciplinar y
aplicar los ultimos avances en nanomedicina para resolver pro -
blemas de salud. En particular, nuestro grupo estéa involucrado,

en colaboracién con el grupo del Prof. Martinez-Mafiez, en el
desarrollo de nanoparticulas para el tratamiento especi co de
enfermedades in amatorias y cancer.

Interacciones transmembrana de proteinas de la familia

Bcl-2. Nuestro grupo ha sido pionero en demostrar que los
segmentos transmembrana de las proteinas Bcl-2 (Bcl-TMD)
forman heterooligémeros en la membrana mitocondrial. Ade -
mas, nuestros resultados han demostrado que estas interac -
ciones de Bcl-TMDs (PPI) son relevantes para el control de su
funcién apoptética y pueden ser modulables (Figura 1).

Nanoparticulas para la liberacién especi ca de farmacos

en modelos de enfermedad. En colaboracién con el grupo
con el Prof. Martinez-Mafiez de la UPV, y las Dras. Alcaraz y
Ferrandiz de la Universidad de Valencia, hemos realizado la
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sintesis, caracterizacién y evaluacién del comportamiento de
nanoparticulas mesoporosas moduladoras del in amasoma,
tanto en modelos de in amacion in vitro como in vivo. Nues -
tros resultados muestran una mejora del efecto terapéutico
del farmaco, demostrado por una reduccion signi cativa de
la respuesta in amatoria cuando se inyecta la nanoparticula,
en comparacion con el farmaco libre en el modelo animal. La
demostracion de que los materiales de silice mesoporosos
dirigidos al in amasoma pueden liberar farmacos de forma
selectiva en el foco in amatorio abre la posibilidad de su uso
en un gran nimero de aplicaciones terapeuticas.
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Figura 1 Interacciones de Bcl-TMDs en membranas y
su relevancia en la modulacion de la apoptosis. A) Im&
genes de microscopia confocal de ensayos de comple
metacién de uorescencia bimolecular (BiFC) de Bcl-
TMDs, demostrando la formacion de oligémeros en las
membranas mitocondriales. B) Ejemplo representativo
de estudios de heterooligomerizaciéns realizados en el
sistema bacteriano ToxR para estudiar las interaccio
nes transmembrana. En este sistema, una disminucién
de la uorescencia se interpreta como formacién de
heterooligémeros C) Matriz de interaccion de los Bcl-
TMDs generada en el sistema ToxR. D) Actividad de
caspasa-3 inducida por sobreexpresion de Bcl-TMD en

L 18 gt

3 , £ 4 células HCT-116. E) La apoptosis inducida por Bax-
- 2 TMD en células HCT-116 se inhibe en presencia de los
f Bcl-2 y Bcl-xL-TMD antiapoptéticos. F) Ensayos de
{ homo-oligomerizacién de ToxR que muestran que el
: compuesto C2 inhibe la oligomerizacién de Bax-TMD
' sin afectar los TMD de Bcl-2 y Bcl-xL.
A Ve
Figura 3 't\m//
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Figura 2. Caracterizacion del inhibidor QM378 en el in amasoma

de NLRP-3 en THP-1. (A) Secrecion de IL-1 beta e IL-18 en célu
las THP-1 estimuladas por LPS / ATP, respectivamente (A) y (B).
(C) Western blot de sobrenadantes de THP-1 y lisados celulares
estimulados en presencia o ausencia de compuestos inhibidores del

Figura 3. Evaluacion in vivo de la inhibicién del in amasoma utilizando nano-

particulas de silice mesoporosas. A) Representacion del material mesoporoso,

cubierto con una puerta de -poli-L-lisina. Efectos antiin amatorios de la ad-
ministracion intravenosa de S2-P a 75 mg / kg (que corresponde a 4,2 mg / kg
de VX-765) en el modelo de in amacion de la bolsa de aire. Cuanti cacion de

in amasoma.

IL-1 (B) e IL-18 (C) a partir de exudados de ensayo sistémico en modelo de

ratén con bolsa de aire en los diferentes grupos de ratones (n = 8). Los datos
representan la media y el SEM de al menos tres experimentos independientes.
(* p <0.005, ** p <0.0025, *** p <0.0001).
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La osteoartritis (OA) es una enfermedad articular degenerativa
sin tratamiento e ciente debido a la capacidad regenerativa
enddgena limitada. Afecta las rodillas de casi una cuarta parte
de la poblacion anciana, con una mayor incidencia en las mu
jeres mayores de 60 afios. El OARSI describe el OA como un
trastorno que involucra articulaciones moviles caracterizadas
por el estrés celular y la degradacién de la matriz extracelular
iniciada por micro y macro lesiones que activan las respuestas
de reparacion inadaptadas, incluidas las vias proin amatorias
de la inmunidad innata. La enfermedad se mani esta primero
como un trastorno molecular (metabolismo anormal del tejido
articular) seguido de trastornos anatémicos y / o sioloégicos
(caracterizados por degradacion del cartilago, remodelacion
6sea, formacién de osteo tos, in amacion articular y pérdida
de la funcion articular normal) que culminan en la enfermedad.
Actualmente, los pacientes con OA severa, con degenera
cién cartilaginosa severa inexorablemente son relegados a la

sustitucion protésica articular, sin embargo, en la Ultima déca
da se ha generado una gran excitacion por el éxito obtenido
por los enfoques de medicina regenerativa que implican el uso
de células madre mesenquimales proporcionando una alterna
tiva e ciente para la regeneracion del cartilago. Se ha demos
trado que el trasplante de células madre derivadas de tejido
adiposo restablece el cartilago degenerado; sin embargo, la
escasez de informacion con respecto a las fuentes de ASC
mas apropiadas, la supervivencia y el mecanismo de accion
después del trasplante se presta para una mayor investigacion
de la cantidad y calidad del ASC antes del trasplante. En el
laboratorio de Regeneracion Neuronal y Tisular, recientemente
describimos el uso bene cioso de ASC de una fuente espe
ci ca de tejido y cémo la activacion de ASC con estimulos
de nidos previos al trasplante mejora las capacidades de re
paracion de ASC y mejora las tasas de éxito para tratamientos
regenerativos.

La administracién intraarticular de ASC directamente en el Ii
quido sinovial ha sido el durante los Ultimos afios la tendencia
en la aplicacion de la terapia celular, con una e cacia clinica
consistententemente demostrada en términos de capacidad
regenerativa e inmunosupresoras. Sin embargo, las estrategias
de mejora de estas terapias contintian siendo una importante
via de investigacion y desarrollo clinico debido a su extraordi
naria aptitud terapéutica. La diferenciacién directa de ASC mul
tipotentes en células del linaje condrogénico ha llevado a una
variedad de estrategias experimentales para clari car si existe
un potencial diferencial en las ASC especi cas de tejido en la
regeneracion y el mantenimiento del cartilago articular. Tam
bién se realizan esfuerzos adicionales en implantes de cartilago
mediante ASC activado sinérgicamente con biomoléculas para
mejorar potencialmente la reparacién de lesiones condrales y
osteocondrales, convirtiendo a aquellos en productores tré
cos especializados para iniciar actividades de regeneracion en
dégena en la articulacion afecta por OA. La durabilidad a largo
plazo, la mayor integracion tisular y la actividad especi ca de
penden, en primer lugar, de mejores tasas de supervivencia del
trasplante y una mejor adaptacion al entorno hostil, y el control
de ambos efectos aun constituye un desafio para el campo de
las terapias celulares.

Tras la cirugia de sustitucion protésica de la articulacion de la
rodilla, las almohadillas de grasa supra e infrapatelar se elimi
nan en la mayoria de los casos, constituyendo una potencial
fuente autéloga de ASC. La almohadilla de grasa infrapatelar
o grasa de Ho a es una estructura intracapsular pero extraes

novial, situada en la rodilla debajo de la rétula, entre el tendon
rotuliano, el condilo femoral y la meseta de la tibia. La almoha

dilla de grasa suprapatelar o del cuadriceps esta interpuesta
externamente entre la capsula articular y la membrana sinovial,
alineada a la cavidad articular mostrando una forma triangular

y extendida a través de la base patelar (Fig. 1). Cuando se com
pararon las fracciones vasculares estromales derivadas de in
frapatelares y suprapatelares (SVF), se encontré una poblacién
signi cativamente mayor de CD105 (+) en la grasa suprapatelar
(Fig. 1a). Ademas, la SVF suprapatelar exhibié un mayor nd
mero de unidades de formacién de colonias y una poblacion
mayor duplicando en cultivo en comparacion con la fraccion
infrapatelar (Fig. 1b). Tanto el ASC suprapatelar como el deri
vado de la infrapatelar se diferenciaron in vitro en adipoci
maduros, osteocitos y condrocitos. Sin embargo, la ASC deri
vada de la grasa suprapatelar mostré una mayor e cacia osteo
génica y condrogénica (datos no mostrados). Muy interesante,
el trasplante de ASC derivado de la grasa suprapatelar en un
modelo de ratén OA severo disminuy6 signi cativamente la in
amacion de la rodilla asociada a OA inducida (Fig.1d), el grado
degenerativo de cartilago aumentando signi cativamente la
produccién de glucosaminoglicanos e induciendo el proceso

tos

de condrogénesis endégena en comparacion con la gru po de

control (Fig.1c-f).

Una de las limitaciones mas importantes en la e cacia del
trasplante de ASC, son las bajas tasas de supervivencia celular,
la integracion en el tejido huésped y la limitada capacidad de
diferenciacion celular en el microambiente hostil de la zona de
trasplante. Los esfuerzos, en mejorar el rendimiento de los tras
plantes celulares, estan principalmente enfocados a aumentar
el rendimiento, la e ciencia y la capacidad terapéutica de tra
tamientos exitosos de trasplantes con ASC, activandolos por
ejemplo con factores de crecimiento. Una fuente importante de
factores de crecimiento endégeno es el plasma rico en factores
de crecimiento (PRGF) derivado de las plaquetas. El PRGF se
ha utilizado ampliamente en muchas especies para reducir el
tiempo de cicatrizacion y mejorar la regeneracion de los teji
dos. En las estrategias de terapia celular se ha propuesto como
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Figura 1. La ASC derivada de la grasa suprapatelar muestra mejores propie (FBS), en cultivo durante 10 dias. (c) Imagenes representativas de una seccion
dades para la terapia celular y la regeneracion de lesiones Ofa) La fraccion  frontal de rodillas de ratén tratadas con colagenasa y transplantadas con
vasculo estromal (SVF) de las almohadillas adiposas supra-e infrapatelar , medio de cultivo (control) o con hASC derivadas de la grasa suprapatelar
muestran inmunoreactividad para marcadores mesenquimales CD29, CD90, (supra-ASC), tefiidas con safranina-O; (d) Seguimiento en el tiempo de la
CD44, CD117 asi como al marcador de células hematopoyéticas CD34. in amacién, por cuanti cando del volumen externo de las rodillas en todos

La poblacién derivada de la grasa suprapatelar esta significativamente los grupos; (e) Cuanti cacion del dafio articular por OA inducida; (f) Imagen
enriquecida en CD105. Ambas fracciones son negativas para el marcador representativa de PET en la deteccion de NaF-18 después del trasplante de
CD45 de leucocito maduro. La media + desviacion estandar de la poblacion hASC en el modelo de ratén de OA inducida.(Adaptado de Mufioz et al.,
identi cada (en porcentaje) de veinticuatro muestras diferentes se mostr6 en Stem Cells Int. 2017; 2017)

comparacion con el grupo infrapatelar. (B) Se realiz6 un ensayo de unidades

formadoras de colonias (UFC) de ambas SVF de cuatro pacientes diferentes

en la presencia de 10% de suero humano (HS) o 10% de suero fetal bovino
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Figura 2. El condicionamiento con PRGF muestra mejores capacidades
regenerativas de las ASC en cultivo. (a-c) ASCs humanas, diferencian mas
e cientemente en presencia de PRGF al 2,5% a (a) adipocitos (tincion Oil
Red); (b) osteocitos (Alizarin red; IHQ Phalloidin/Conexin 43); (c) y condro-
citos (Alcian blue); (d) PRGF induce signi cativamente la migracién celular
en un ensayo de cierre de herida tanto al 10 como al 2.5% en comparacion
con suero humano (HS); (e) Cuanti cacion de células SAGal-positivas o se
nescentegAdaptado de Mellado et al, Stem Cells Int. 2017; 2017: 5946527)
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un método estandar de reemplazo de suero bovino fetal para
la propagacion de células humanas para aplicaciones clinicas.

El PRGF favorece la supervivencia, la proliferacion y reduc ela
senescencia de los cultivos de ASC humano asi como la au -
tofagocitosis en comparacion con los cultivos suple mentados

con suero. EI PRGF favorece la diferenciacion de osteocitos,
adipocitos o condrocitos de ASC humanas en cultivo (Fig.2). El
tratamiento con PRGF induce la fosforilacion de AKT que pre
viene la muerte de ASC inducida por concentraciones letales
de perdxido de hidrégeno (datos no mostrados).

El condicionamiento de las ASC en cultivo con PRGF, podria
convertirse en el procedimiento standard de ampli cacién in
vitro que mejoraria la diferenciacion celular y mejoraria su ca
pacidad de supervivencia frente a estimulos oxidativos.
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El enfoque general de nuestro grupo de investigacion es de

sarrollar nuevos protocolos para la diferenciacién neuronal,
generar nuevos modelos celulares de enfermedades humanas
y terapias celulares para enfermedades neurodegenerativas
utilizando células madre pluripotentes humanas que incluyen

1.a. Terapia celular y papel de los astrocitos en la regeneracion
axonal y recuperacion funcional después de lesiéon medular

La lesion de medula espinal (SCI) causa una pérdida de las
funciones motoras, sensoriales y autonémicas por debajo
del nivel de lesién. En la lesion medular astrocitos reactivos
contribuyen a la formacion de la cicatriz glial, una estructura
considerada detrimental para regeneraciéon axonal. Por otra
parte muchos estudios, incluyendo el nuestro, sugieren que
el aumento de la migracién de los astrocitos reactivos tiene
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células madre embrionarias humanas (hESC) y células madre
humanas pluripotentes inducidas (ihPSC ) Estamos especial -
mente interesados en encontrar las bases moleculares y nue -
vas terapias celulares para la lesion de la médula espinal, las
ataxias cerebelosas raras y las distro as retinianas.

un papel crucial en la reparacion de tejidos dafiados y la re -
cuperacién de la funcién motora en la fase subaguda de la
lesiéon. Recientemente hemos demostrado que el trasplante

de progenitores neurales derivados de células madre embrio -
narias humanas (hESC) y células madre pluripotentes induci -
das (ihPSC) en el modelo animal lesionado es una es trategia
prometedora para establecer conexiones sinapticas entre las

partes de la medula dafiada. Los objetivos nales de esta linea

de investigacién son:

CIPF | MEMORIA ANUAL

- Averiguar el papel de astrogliosis y diferentes astrocitos
después de la lesién medular.

- Caracterizar los astrocitos a largo del proceso después

de la lesion medular

- Identi car el per | neuroregenerador de astrocitos des -
pués de la lesion medular

- Madi car el per | de los astrocitos neurotéxicos con los
inhibidores de las vias de sefializacion involucrados en
neuroin amacion tales como NF- B and STAT3

- Caracterizar los astrocitos derivados de diferentes fuen -
tes de células madre tales como células ependimaria sy
células madre inducidas pluripotentes.

- Terapias celulares usando astrocitos derivados de las
células madre en modelo animal de lesion medular.

Se ha completado el estudio que demuestra que el inhibidor

de GSKa3 tiene un efecto de incrementar neurogénesis re e -
jado en el aumento de Tujl y MAP2 en tres tipos de células
madre que se involucraran en los procesos de regeneracion
después de la lesion medular: células madre ependimarias de

ratén (células madre de huésped) y los progenitores neurales
derivados de hESC e ihPSC. Actualmente estamos compro -
bando si los mismos efectos se consiguen in vivo . En este pro -
yecto colaboramos activamente con el grupo de Dra. Victoria
Moreno-Manzano , compartiendo mismas técnicas y modelos

de rata y ratén de lesién medular y Dr. Pavla Jendelova y
Dr. Govindan Dayanithi y Serhiy Forostyak del Institute of
Medicina Experimental , Czech Academy of Science, Praga,
Republica Checa con quienes trabajamos estrechamente para
aplicar los progenitores neurales para otras enfermedades
neurodegenerativas como en los modelos animales de ELA e
isquemia cerebral.

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

Las distro as retinianas hereditarias (DRH) son responsables

del 5 % de la ceguera en el mundo occidental, y son la causa

mas comun de pérdida de vision en nifios y adultos jévenes. A

pesar de alta carga social y sanitaria, no existe una cura para

estas enfermedades y el mecanismo molecular de la DRH si -
gue siendo en gran parte desconocido. La retinitis pigmentaria

(RP) es la forma méas comun de ceguera hereditaria, que afecta

a 1 de 4.000 personas en todo el mundo. Las mutaciones que
causan RP afectan principalmente a las células del epitelio pig -
mentario de la retina (EPR) y a los fotorreceptores, células que
convierten la luz en sefiales nerviosas. Los genes involucrados
realizan diferentes funciones dentro de los fotorreceptores y

células del EPR, incluyendo transporte de proteinas, proteinas
estructurales, ciclo visual, chaperonas, o factores de procesa -
miento de pre-ARNm  (splicing) .

En nuestro laboratorio se generaron varias lineas ihPSC
de pacientes con DRH y se optimizaron los protocolos de
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diferenciacion hacia EPR y células de retina. En el caso de las
células de retina incluyendo fotorreceptores se aplica la tec -
nologia de diferenciacion en cultivo 3-dimesional que resulta

en organoides de retina. El modelo resultante dedignamente
representa las diferentes estructuras de retina humana donde

se puede investigar in vitro los mecanismos moleculares de los
genes cuya mutacion cause degeneracion de varias células de
retina.

En colaboracion con la Dra. Roser Gonzéalez Duarte de Uni -
versidad de Barcelona (proyecto nanciado por la Fu ndacién
Marato TV3), con el Dr. Miguel Carballo de hospital de Terrassa

y la Dra. Carmen Ayuso de la Fundacion Jiménez Diaz de Ma -
drid se reclutaron pacientes con distintos fenotipos de DRH y
mutaciones causantes identi cadas. El objetivo es derivar los
modelos celulares humanos de retina e investigar los mecanis -
mos de accion de los genes implicados en la enfermedad.

Investigamos las células EPR derivadas del paciente con DRH
como dedigno modelo de DRH.

Se esta abordando la tecnologia de CRISPER/Cas para corre -
gir las mutaciones causantes de la enfermedad para generar
lineas iPSC y células de EPR sanas del paciente para su posible

uso como fuente de terapia celular antéloga.

2. Modelos celulares y terapia celular para ataxias cerebelo -
sas. La Ataxia de Charlevoix-Saguenay (ARSACS)

La Ataxia neuromuscular, autosémica y recesiva de Charle -
voix-Saguenay (ARSACS) es una afeccion neurodegenera -
tiva caracterizada por una ataxia temprana del cerebelo con
trastornos neuromusculares, sindrome piramidal y neuropatia
periférica. Inicialmente fue descrita en la region Charle -
voix-Saguenay del Quebec, donde la incidencia de la ARSACS

al nacer se estim6 entre 1/1,932. Otros sintomas iniciales de

esta ataxia del cerebelo incluyen disartria y nistagmo. Se ha
descubierto que los pacientes con ARSACS tienen la mutacion

en el gen SACSIN.

En este proyecto hemos creado por primera vez un modelo
celular de esta enfermedad generando las células ihPSC de los
pacientes que llevan una mutacién de gen SACSIN. Las ihPSC
se diferenciaran hacia organoides 3D de cerebelo derivando
células Purkinje y granulares para investigar los mecanismos
moleculares de los genes implicados en la enfermedad.

Al mismo tiempo, pretendemos optimizar los protocolos de
diferenciacion ihPSC hacia células Purkinje y descubrir nuevas
proteinas de super cie para poder aislar los progenitores de

estas células con la citometria de ujo y usarlas en la terapia
celular para modelos de ataxia cerebelosa. En este proyecto

se cuenta con diferentes colaboraciones con los médicos neu -
rélogos en el Hospital la Paz y Hospital 12 de Octubre, ambas

en Madrid.

Volarevic V, Lako M, Erceg S, Stojkovic M.  (2017) Generation of a human iPSC line from a
(2017) Stem Cell-Based Therapy in Transplanta  patient with retinitis pigmentosa caused by muta
tion and Immune-Mediated Diseases. Stem Cells tion in PRPF8 gene Stem Cell Research, 21, May
Int. 2017;2017:7379136. 2017, Pages 23-25

Lukovic D, Bolinches Amoros A, Artero Castro  Lukovic D, Diez-Lloret A, Stojkovic P, Rodri -

J, Sykova E, Jendelova P.,Kostic J, Moreno-Man
zano V, Stojkovic M, Bhattacharya SS and Erceg
S. (2017) Highly Ef cient Neural Conversion of

Human Pluripotent Stem Cells in Adherent and
Animal-Free Conditions. Stem Cells Translational

A, Pascual B, Carballo M, Hernan |, Erceg S guez-Martinez D, Perez Arago MA, Rodriguez-3i  Medicine 2017 Apr;6(4):1217-1226.

71

menez FJ, Gonzalez-Rodriguez P., Lopez-Barneo



CIPF | MEMORIA ANUAL

2017

Laboratorio de moléculas
organicas. Unidad mixta CIPF-UV

Jefe de grupo Predoctorales
Dr. Santos Fustero lardiés

-
rrrrer

i

Daniel Mark Sedgwick (UVEG)

Cristina Morales Gémez (UVEG)
Investigadores Alberto Llobat Nicolas (UVEG)

Dra. Raquel Roman Parrilla

Estad su cientemente documentado que la introduccién de

Uor en la estructura de moléculas organicas puede conducir

a cambios en sus propiedades quimicas y farmacoldgicas, lo

que se considera de gran interés tanto en Quimica Orgéanica

como Quimica Médica. Sin embargo, y dado que la presencia

de atomos de Uor en los compuestos biolégicos es m uy es-
casa, la mayoria de los compuestos uorados de interés tienen

un origen sintético. Las técnicas conocidas de introduccion de

Gor en una molécula son diversas, sin embargo es n ecesario
el desarrollo de diferentes lineas de investigacion dirigidas a

Investigacion 1.

“Organocatalytic Enantioselective Synthesis of Tri uorome -
thyl-Containing Tetralin Derivatives by Sequential (Hetero)

Michael Reaction-Intramolecular Nitrone Cycloaddition”

Adv. Synth. & Catal 2017, 359(21), 3752-3764.
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la puesta a punto de nuevas metodologias para la sintesis de
nuevos compuestos nitrogenados uorados de importancia
farmacoloégica. Por este motivo en nuestro grupo de investi -
gacion, el laboratorio de moléculas organicas, nos centramos

en la optimizacién y desarrollo de diferentes métodos de
uoracion selectiva con el n de disefiar y obtener diferentes

building blocks  uorados que nos den soporte en la sintesis

de nuevas entidades quimicas uoradas, como nuevos futuros
farmacos mas seguros y e caces frente al tratamiento de dife -
rentes enfermedades.

En este trabajo nuestro grupo ha desarrollado la sintesis
enantioselectiva de dos nuevas familias de derivados te -
trahidronaftalenos que contienen un estereocentro cua -
ternario tri uorometilado. El estudio en la sintesis de estos
building blocks quirales comienza con una reaccion de adicion

CIPF | MEMORIA ANUAL

organocatalitica conjugada en derivados de cinamaldehido
convenientemente funcionalizados y compuestos aromaticos
relacionados que llevan un grupo 1-tri uorometilalqueno en
posicion orto.

Después de haber introducido la quiralidad en la posicién [
del aldehido, la condensacion in situ con una hidroxilamina
seguida de cicloadicion intramolecular [3 + 2] da lugar a los
derivados tetralin deseados fusionados con una molécula de
isoxazolidina con buenos rendimientos y excelentes enan -
tioselectividades en general. Observamos inversion en la
selectividad cuando se utilizd6 nitrometano o N-Cbz-hidroxila -
mina como nucled los en el paso organocatalitico inicial. Los
célculos teéricos determinaron que esta inversion se debe a
interacciones desfavorables que reducen la estabilidad de la
aproximacion (z)-re,si-Endo en el segundo caso (NChz-hi -
droxilamina como nucled lo), siendo la aproximacion (z)-si,re-

Endo la mas estable.

Investigacion 2.

“Homoallylic o-Halobenzylamines: Asymmetric Diversi -
ty-Oriented Synthesis of Benzo-fused Cyclic Amines” Struct.
Chem. 2017, 28, 445-452.

En los Ultimos afios, el compuesto 2-iodobenzaldehido ha de -
mostrado su utilidad como sustrato en el marco de la Sintesis
Orientada a la Diversidad (DOS). En este informe, hemos in -
crementado aln mas la variabilidad molecular accesible desde
este material de partida, el cual facilmente disponible. Concre -
tamente, la alilacién asimétrica de la correspondiente imina
de Ellman, seguida por la reacciéon de Heck intramolecular
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produce los derivados 3-metilen-1-aminoindano. Por otro lado,
la introduccion del grupo alquilo en la posicién orto permite la
obtencion de sustratos apropiados para la reaccion de RCEYM,
logrando dienos conjugados. Los procedimientos one-pot se
han estudiado tanto para la secuencia alilacién/reaccion de
Heck intramolecular asimétrica, como para la secuencia de
condensacién/alilacion asimétrica/reaccién de Pauson-kahnd.

Investigacion 3.

“Intramolecular Nitrone Cycloaddition of ZTri uoromethyl
Styrenes. Role of the CF3 Group in the Regioselectivity " J.
Org. Chem. 2017, 82, 2505-2514.

En este trabajo se ha llevado a cabo la sintesis de una nueva
familia de isoxazolidinas racémicas policiclicas uoradas, a tra -
vés de una reaccion de cicloadicion intramolecular de nitronas

sobre los estirenos  Ztri uorometilados orto-substituidos. A
pesar de los diversos usos de las reacciones de cicloadicion
intramoleculares con nitronas, el uso de sustratos uorados en

estos tipos de procesos continla casi sin precedentes. Curio -
samente, el grupo tri uorometilo juega un papel importante

en la regioselectividad del proceso; mientras que el Zmetiles-
tireno dio lugar preferentemente al cicloaducto puenteado, los
estirenos con  Ztri uormetilo en su estructura dieron lugar a

una inversion del regioselectividad, permitiendo la formacion

de los productos fusionados preferentemente. Parece que esta
inversion se debe principalmente a los efectos estéricos del

grupo tri uorometilo.

“Fluorination of some highly functionalized
cycloalkanes: chemoselectivity and substrate de
pendence”

Attila Mario Remete, Melinda Nonn, Santos Fus-
tero, Matti Haukka, Ferenc Fulop, Lorand Kiss.
Beilstein J. Org. Chem. 2017, 13, 2364-2371.

“Organocatalytic Enantioselective Synthesis of
Tri uoromethyl-Containing Tetralin Derivatives
by Sequential (Hetero)Michael Reaction-Intramo
lecular Nitrone Cycloaddition”

Fernando Rabasa-Alcafiiz, Javier Torres, Maria
Sanchez-Rosell6, Toméas Tejero, Pedro Merino,
Santos Fustero, Carlos del Pozo.

Adv. Synth. & Catal 2017, 359(21), 3752-3764.

“Regio-specific synthesis of new 1-(tert-bu
tyl)-1H-pyrazolecarboxamide derivatives”
Santiago Matias Ruatta, Marcelo César Murguia,
Carmen Ramirez de Arellano, Santos Fustero.
Tetrahedron Letters 2017, 58, 2441-2444.

“An Insight into Substrate-Dependent Fluorina-
tion of some Highly Substituted Alicyclic Sca
ffolds”

Lorand Kiss, Agnes Petrovszki, Csaba Vass,
Melinda Noon, Reijo Sillanpaé, Matti Haukka,
Santos Fustero, Ferenc Fulop.

Chemistry Select 2017, 2, 3049-3052.

“Recent Advances in the Synthesis of Benzodiazines”
Thomas Mathew, Attila Papp, Farzaneh Paknia,
Santos Fustero, G. K. Surya Prakash

Chem. Soc. Rev. 2017, 46, 3060-3094.

“Homoallylic o-Halobenzylamines: Asymmetric
Diversity-Oriented Synthesis of Benzo-fused Cy
clic Amines”

Rubén Lazaro, Pablo Barrio, Claudia Finamore,
Raquel Roman, Santos Fustero.

Struct. Chem. 2017, 28, 445-452 (Special Issue
in honor of Prof George Olah) (DOI: 10.1007/
s11224-016-0849-z).

“Intramolecular Nitrone Cycloaddition of -Tri -
uoromethyl Styrenes. Role of the CF3 Group in
the Regioselectivity”

Fernando Rabasa-Alcafiiz, Amparo Asensio, Ma
ria Sanchez-Rosell6, Marcos Escolano, Carlos Del
Pozo, Santos Fustero.

J. Org. Chem. 2017, 82, 2505-2514.

“Fluorinated Chaperone— -Cyclodextrin Formula-
tions for -Glucocerebrosidase Activity Enhance
ment in Neuropathic Gaucher Disease”

M. Isabel Garcia-Moreno, Mario de la Mata, Ele-

na Matilde Sanchez-Fernandez, Juan M. Benito,
Antonio J. Diaz-Quintana, Santos Fustero, Eiji
Nanba, Katsuki Higaki, José A. Sanchez Alcazar,

José Manuel Garcia Fernandez, Carmen Ortiz
Mellet.

J. Med. Chem 2017, 60, 1829-1842.

“Olefin bond chemodifferentiation through
cross-metathesis reactions: stereo controlled
approach to functionalized 2,3-amino acid deri-
vatives”

Marton Kardos, Lorand Kiss, Matti Haukka,
Santos Fustero, Ferenc Fulop.

Eur. J. Org. Chem. 2017, 1894-1901.

“Sildenafil reduces neuroinflammation in cere
bellum, restores GABAergic tone and improves
motor in-coordination in rats with hepatic en -
cephalopathy”

Ana Agusti, Vicente Hernandez-Rabaza, Tiziano
Balzano, Luxas Taoro-Gonzalez, Andrea lba
fiez-Grau, Andrea Cabrera-Pastor, Santos Fuste
ro, Marta Llansola, Carmina Montoliu, Vicente
Felipo.

CNS Neuroscience & Therapeutics 2017, 23,
386-394.

“Functionalized Dialdehydes as Promising Sca
ffolds for Access to Heterocycles and -Amino
Acids: Synthesis of Fluorinated Piperidine and
Azepane Derivatives”

Renata, A. Abrahami, Lorand Kiss, Santos Fuste
ro, Ferenc Fulop.

Synthesis 2017, 49, 1206-1213 (Feature article)
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Regeneracion y Trasplante Cardiaco.
Unidad asociada CIPF-1IS La Fe

Jefa de grupo
Dra. Pilar Sepulveda Sanchis

Investigadores

Dr. Jose Luis Diez Gil

Dra. Amparo Hernandiz Martinez
Dr. Jose Anastasio Montero Argudo
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Cienti cos posdoctorales

Dr. Akaitz Dorronsoro Gonzalez
Dra. Imelda Ontoria Oviedo

Cienti cos predoctorales

Maria Ciria Calduch
Hernan Gonzéalez-King Garibotti
Rafael Sanchez Sanchez

Sandra Tejedor Gascon

Técnicos
Delia Castellano Izquierdo
Marina Piquer Gil
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En la actualidad son tres proyectos los que ocupan la parte
principal de la investigacion de nuestro grupo en el Centro de
Investigacion Principe Felipe:

RESOLTEX (Ministerio de Economia y Competitividad) En

este proyecto se lleva a cabo la investigacién en el fraccio -
namiento de aceites enriquecidos con precursores de media -
dores lipidicos con actividad antiin amatoria y pro-resolutiva
(LipidovaTM). El objetivo es disefiar y desarrollar apésitos de
biomateriales para el tratamiento de la cicatrizacién de heri -
das crénicas y quemaduras. De esta manera en el CIPF se han
llevado a cabo las preparaciones de los stocks de aceites asi
como su conservacion, los ensayos in vitro de cicatrizaciéon en
broblastos dérmicos y queratinocitos asi como los estudios

de in amacién y sus analisis.

FIS P116/107 (Instituto de Salud Carlos Il (ISCIII). En el CIPF

se esta llevando a cabo la parte encargada de estudiar la
interaccion entre las vias de HIF-1 ~ Z Notch y SUMOL1. Hemos
podido demostrar la interaccién entre estas vias altamente
conservadas asi como la capacidad que tienen de alterar el
comportamiento tanto de las células madre mesenquimales
humanas como en otros tipos celulares. Por otra parte, se
estan llevando a cabo estudios de mutagénesis dirigida asi
como ensayos de comportamiento celular para poder es -
clarecer la importancia de dichas interacciones.

Ademas, este proyecto también ha tenido una parte encarga
da de estudiar la relacién entre la via de Notch y el potencial
angiogénico de exosomas liberados por células madre mesen
quimales transgénicas que poseen una expresion estable del
gen HIF-1 Z En esta seccion hemos demostrado que los exo
somas de estas células tienen un potencial angiogénico mayor
debido en parte a un aumento en la cantidad del ligando de
la via de Notch Jagged1 cargado en los exosomas que liberan
estas células. Y por otro lado, también se esta modi cando el
cargo de los exosomas liberados por las células madre mesen
quimales con el objetivo de mejorar su potencial terapéutico.

RETOS (Ministerio de Economia y Competitividad, RETOS-Co
laboracion): El objetivo de este proyecto es el desarrollo de
nuevos tratamientos basados en la angiogénesis inducida por
factor tisular para tratar la arteriopatia coronaria y periférica.

Para ello, se pretende evaluar el efecto del TT-173 y otras va
riantes recombinantes del factor tisular humano en modelos
experimentales de angiogénesis y en modelos animales de car
diopatia isquémica y de cicatrizacion y vascularizacién en ra

tén diabético. De tener éxito, el proyecto permitira desarrollar

el nuevo producto angiogénico hasta la entrada en fase clinica.

RESOLTEX: Una vez generados los apositos por electrohiladu -
ra (A) se testod su toxicidad in vitro, concluyendo la ausencia

de toxicidad tanto en broblastos como en queratinocitos del
biomaterial poli-vinilpirrolidona (PVP). Los ensayos de invasi -
vidad en 2D permitieron establecer la concentracion efectiva

de LipidovaTM tanto en bloblastos (C) como en queratinoci -
tos (D). Asi mismo se concluyeron que estas concentraciones

no resultaban téxicas  in vitro.

FIS P116/107: Como resultados podemos concluir la descrip -
cion por primera vez de la modi cacion post-traduccional
SUMOL1 del dominio intracelular de Notchl (N1ICD). La pre -
sencia de HIF-1 Zestable en las células madre mesenquimales
incrementaba los niveles de N1ICD en el nucleo celular (A), fue
demostrado que se debia a la SUMOilacién del dominio intra -
celular de Notchl (B).Como consecuencia de la interaccion

entre HIF-1 Z Notchl y SUMO1 podemos observar un incremen -
to de la migracion, invasividad y proliferaciéon en las células
madre mesenquimales humanas.

El modelo fue descrito segun la gura C.

Imagenes obtenidas de “Mesenchymal Stem Cell Migration and Prolifera
tion Are Mediated by Hypoxia-Inducible Factor-1 Upstream of Notch and
SUMO Pathways” Maria Ciria, Nahuel A. Garcia, Imelda Ontoria-Oviedo,

Hernan Gonzélez-King, Rubén Carrero, José Luis De La Pompa, José Anas

tasio Montero, Pilar Sepulveda Stem Cells Dev. 2017 Jul 1; 26(13): 973-985.
Published online 2017 Jul 1. doi: 10.1089/scd.2016.0331
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Por otro lado, en cuanto a los resultados obtenidos de los estu
dios con exosomas derivados de células madre mesenquima

les con y sin una expresion estabilizada de HIF-1 Zcabe resaltar

que se describié por primera vez la presencia del ligando de la
via de Notch Jagged-1 en exosomas de células madre mesen
quimales (A). Ademas, se aumentaba la cantidad de ligando
tanto a nivel celular como el transportado en exosomas de las

células que tenian una expresion estable de HIF-1 Z(A). Asi -

mismo, se vio también que el ligando Jaggedl transportado
en exosomas era funcional y mediaba en parte el incremento

del potencial angiogénico, tanto in vitro como in vivo , de los

exosomas liberados por las células madre mesenquimales que

tenian una expresion estable de HIF-1  Zrespecto a las que no la

tenian (B, Cy D).
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RETOS (Ministerio de Economia y Competitividad, RE -
TOS-Colaboracién): Una vez la empresa Trombotargets tenia
preparadas las variantes del Factor Tisular (TF) TT-173 en el
laboratorio se llevaron a cabo estudios In vitro de citotoxici -
dad, angiogénesis y migracion celular en cultivos primarios

de células endoteliales, broblastos dérmicos humanos y en

lineas celulares de queratinocitos humanos. Los resultados de

estos estudios in vitro nos permiten seleccionar qué variantes
seran utilizadas en los experimentos in vivo . Los resultados in
vitro han demostrado que en un rango de concentraciones

muy amplio no presenta citotoxicidad en los cultivos celulares
mencionados, no aparenta tener un efecto sobre la migracién
celular, pero si sobre el proceso angiogénico potenciandolo,
pudiéndose observar diferencias entre las variantes (A).
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1. Hypoxia Inducible Factor-1 Potentiates Jagged 2. Mesenchymal Stem Cell Migration and Prolife
1-Mediated Angiogenesis by Mesenchymal Stem ration Are Mediated by Hypoxia-Inducible Fac-
Cell-Derived Exosomes. tor-1 Upstream of Notch and SUMO Pathways
Hernan Gonzalez-King, Nahuel A. Garcia, Ime} Maria Ciria, Nahuel A. Garcia,
da Ontoria-Oviedo, Maria Ciria, José Anastasio  toria-Oviedo, Hernan Gonzalez-King, Rubén
Montero, Pilar Sepulveda. Carrero, José Luis De La Pompa, José Anastasio
Stem Cells 2017. Apr DOI 10.1002/STEM.2618 Montero, Pilar Sepulveda

Stem Cells Dev. 2017 Jul 1; 26(13): 973-985.

Published online 2017 Jul 1. doi:

scd.2016.0331

2017

3. Analysis of Exosome Transfer in Mammalian
Cells by Fluorescence Recovery after Photoblea
ching.

Gonzélez-King, H., Garcia, N. A,, Ciria, M., Gas-
con, S. T., Sanchez, R. S., Grueso, H., Gbmez, M.,
Cabezuelo, R. M., Cava, V. L. and Sepulveda, P.
(2018). Bio-protocol8(2): e2692. DOI: 10.21769/
BioProtoc.2692.
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Abiertos a toda la comunidad cienti ca, impartidos
por investigadores del CIPF o, en ocasiones, por
ponentes invitados/colaboradores de nuestros grupos
de investigacion.
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15/12/2017

15/09/2017

2017

6/4/2017

E ects of hyperammonemia and hepatic

encephalopathy on neuronal connectivi

ty in the brain of cirrhotic patients and

animal models. Therapeutic implications.
Ponente: Raquel Garcia Garcia.

17/11/2017

Chemical/functional carbohydra
te mimics: Opportunities for new
glycotherapies.

Ponente: José M. Garcia Fernandez.

6/11/2017

Optogenetics and Transcription: A Pho
ton of Possibilities.
Ponente : Lorena de Mena.

6/11/2017

Novel genetic and epigenetic approa
ches for the treatment of aging
and disease.

Ponente: Alejandro Ocampo.

3/11/2017

Molecular Biology of cortical wiring in
health and disease.
Ponente: Pietro Fazzari.

31/10/2017

Single Molecule Approaches to Study
Bax Pore Formation.
Ponente: Ana Garcia Saez.

16/10/2017

Responsive polymers as versatile plat
form for biomedical applications.
Ponente: Marcelo Calderon.

80

Beyond NGS: Bionano Genome Mapping
Reveals Structural Variation in Human
Cancer and Genetic Disease.

Ponente: Sven Bocklandt

13/09/2017

Exploring the roles of Ubiquitin and
Sumo in chromatin and cancer.
Ponente: Emilio Lecona.

7/9/2017

Astrocitos: elementos claves de la plasti
cidad sinaptica.
Ponente: Marta Navarrete.

21/07/2017

Role of laforin and malin in Lafora
disease.
Ponente: Marcos Lahuerta.

16/06/2017

Orthoxenografts a feasible strategy to
personalize patient’s treatment.
Ponente: Alberto Villanueva.

02/06/2017

Neuroinflammation alters neurotrans
mission in hippocampus: molecular me
chanisms and therapeutic implications.
Ponente: Lucas Taoro.

19/05/2017

pH homeostasis and cancer.
Ponente: Ramén Serrano.

28/04/2017

Extensive characterization of trans
criptomes generated by long-read
sequencing.

Ponente: Lorena de la Fuente.

Ischemic Neuronal Damage and
Neuroprotection.
Ponente: José Castillo Sanchez.

9/3/2017

Lymphoma precision medicine.
Ponente: Miguel A. Piris.

3/3/2017

Impact of Insulin Resistance on Hepatic
Wound Healing and Regeneration.
Ponente: Amparo Galan.

1/3/2017

Phenotypic pro ling and target identi
cation using High Content Screening.
Ponente: Florian Bossard

22/02/2017

Designing Hybrid Nanoparticles for The
rapy and Diagnosis.
Ponente: Jesus Martinez de la Fuente.

17/02/2017

Metabolic reprogramming involved in
the pathomechanisms of OXPHOS di
seases related to hypomodi cation of
mitochondrial tRNAs.

Ponente: Rachid Boutoual.

22/01/2017

GDAPL1 links mitochondrial dynamics to
insulin signaling in Charcot-Marie-Tooth
neuropathy.

Ponente: Victor Lépez del Amo
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11 conferencias
FBR Lecture
Series

En septiembre de 2017 comenzd

la IV Edicion de estas conferencias
organizadas por investigadoras del
CIPF y abiertas a toda la comunidad
cienti ca con invitados de primer nivel
iInternacional. Durante todo el ejercicio
2017 han participado los siguientes
cienti cos invitados: Yuu Kimata,
Cristina Legido, Vincent Dive, Adela
Munoz, Emmanuelle Charpentier,
Fiona Watt, J.P. Couso, lyadh Douagi,
Lorenzo Galluzzi, Maria Leptin and
Nuria Lopez-Bigas
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1/12/2017

Linking Fate to Division — The proteolytic control of cell fate by
the anaphasepromoting complex/cyclosome ubiquitin ligase

Dr. Yuu Kimata

10/11/2017

Scanning small molecules in the blood, CSF and brain during mild
cognitive impairment and progression to Alzheimer’s Disease by

Dr. Cristina Legido-Quigley

6/10/2017

Targeting nanoparticles towards zinc-metalloproteinases to deli
ver antiin ammatory drugs in aterosclerosis

Dr. Vincent Dive

8/9/2017

Pioneras en cristalografia y bioquimica

Dra. Adela Mufioz

10/07/2017

The transformative CRISPR-Cas9 technology: origins and
applications

Dr. Emmanuelle Charpentier

23/06/2017

Regulation of stem cell fate in mammalian epidermis

Dr. Fiona Watt

82
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26/05/2017

Small Open-Reading Frames include two molecular classes of
metazoan proteincoding genes

Dr. Juan Pablo Couso

12/05/2017

Integrating single-cell technologies for high-resolution analysis
of immunity in health and disease by

Dr. lyadh Douagi

11/04/2017

Inside-Out: A story of intracellular stress and organismal
homeostasis

Dr. Lorenzo Galluzzi

28/02/2017

Cell shape and morphogenesis: subcellular and supracellular
mechanisms

Prof. Maria Leptin

27/01/2017

Tumor genomes shed light into somatic mutational processes
and cancer vulnerabilities

Dr. Nuria Lopez-Bigas

ERINCIDS uiire
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2017

15
Jornadas

9
Jornadas cienti cas
organizadas y

promovidas por
el CIPF

84
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2/3/2017

Il Jornada Nacional Investigadoras en Enfermedades Raras
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71412017

Il Encuentro Sector Salud CV H2020 Instrumento Pyme OPESVAL Brokerage Event

16/5/2017

Jornada Optical Imaging Research at the Speed of Light PerkinElmer

5/6/2017

Visita-Coloquio Premio Nobel Dr. Erwin Neher
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27/06/2017

Consideraciones Actuales de la legislacién aplicables en materia de experimentacién animal

15/9/2017

Jornada Beyond NGS: Bionano Genome Mapping

16 y 17/10/2017

Pepticaps 24M Progress Meeting

9/11/2017

Il Encuentro Networking Sector Bio BIOVAL

#networkingbioval
Jueves 9 noviembre 2017
16:00h CIPF

; BIOVAL
Organiza 7
Colbora

Secter 80 Patrocnan

ENCUENTRO NETWORKING

28/11/2017

Jornada Valencia Health Ecosystem Salud Digital y Deterioro Cognitivo
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A
Jornadas cienti cas

externas celebradas
en el CIPF

20/10/2017

2017

Il Jornada Cirugia Artroscopica de Mufieca

15/02/2017

Jornada Revisiones Clinicas en Cancer de mama

13/06/2017

Jornada Revisiones Clinicas en Cancer de mama

14/11/2017

Jornada Revisiones Clinicas en Cancer de mama

88
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2
Jornadas de La
Conselleria de Sanitat

Universal | Salut
Publica

22/5/2017

2017

Presentacion del Plan de Prevencién del Suicidio Vivir es la Salida

L

VIVIR ES
1A SALIDA

o andoda s0dde
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28/11/2017

Presentacion del Plan de Mejora de la Humanizacion en las Unidades Asistenciales de Pacientes Criticos MHUAC
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13
Cursos

8
Cursos organizados

y promovidos por
el CIPF

23 al 27/1/2017

2017

Course in multiomic integrative analysis of gene expression

6/2/2017

Course QPCR Roche

92
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13 al 17/2/2017

Curso Tedrico Practico Citometria de ujo bases técnicas

22 al 24/2/2017

Curso Avanzado RMN

6 al 10 de marzo

Curso Internacional Genomic Data Analysis 2017
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26 de junio al 7 julio

2017

Curso Citometria V ESCCA International Summer School on Cytometry

22/6/2017

Andlisis de datos émicos utilizando herramientas web, FORMACION RDP

18/7/2017

¢ Cémo plani co el andlisis estadistico de mis datos? FORMACION RDP

94
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5
Cursos externos
celebrados en el CIPF

5,6y 7 abril 2017

2017

Curso Biobam CHROMe Bioinformatics Course

27/3/2017

Curso Workshop ATOS

29/06/2017

Curso Workshop ATOS Modernizando nuestro data center

14 al 16 de junio de 2017

Curso GUINAMA

18 al 19 de octubre 2017

Curso GUINAMA

o)
Defensas de tesis
doctorales en el centro

27/01/2017

Papel de los receptores TLR4 en los mecanismos molecu -
lares neuroin amatorios y patolégicos de la exposicién al
alcohol durante la adolescencia, Jorge Montesinos Selfa

Jorge Montesinos Selfa

w
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10/03/2017 22/09/2017

New models and molecular mechanisms in Charcot-Ma - Caracterizacion de la neuroin amaciéon en modelos an ima-

rie-Tooth disease caused by GDAP1 mutations, les y en pacientes con encefalopatia hepatica. Implicaciones

terapéuticas

Victor Lopez del Amo
Tiziano Balzano

24/03/2017 22/09/2017

Identi cation of RNA structures modulating the expression

Alteraciones neuroldgicas (cognitivas y motoras) en ratas
of the mMRNA biogenesis factor SUS1

expuestas perinatalmente a pesticidas contaminantes am -
bientales. Mecanismos moleculares,
Ali Na Abugattam

Belén Gomez Giménez.

18/07/2017 13/10/2017

Study of the SAGA deubiquitination module: Identi cation Development of bioinformatics resources for the integrative ¥ , . ' & : tb‘

of new modulators and its implication on Spinocerebellar analysis of Next Generation omics data = A - 3 \ o

Ataxia Type 7 U N
Rafael Hernandez de Diego

Paula Oliete

24/07/2017 _ . 22/09/2017

o

PR Ly
——a

Well-de ned polypeptide-based systems as non-viral vec - Estudio sobre la funciéon de la malina y la laforina en la

tors for cytosolic delivery enfermedad de Lafora

Amaya Nifio Pariente Marcos Lahuerta Ferreres

Lahuerta F
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1
CONGRESO NACIONAL
CELEBRADO EN EL CIPF

XV Congreso Nacional de Documentacion Médica

9-10/6/2017

CIPF | MEMORIA ANUAL

17 Visitas
5 Visitas Institucionales

9/5/2017

Hble. Sra. Carmen Montén, Consellera de Sanitat Universal i Salut Publica

9/5/2017

Visita-coloquio Premio Nobel Dr. Erwin Neher
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5/10/2017 29/11/2017

Visita del Dr. José Palacios Calvo, presidente de la Sociedad Espafiola de Anatomia Patolégica Visita del Rector de la UPV Francisco J. Mora Mas

24/11/2017

Visita de la Alcaldesa de la Pobla Llarga y de la Asociacién de Jubilados y Pensionistas de la Pobla Llarga
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12

Visitas

de estudiantes

Visitas de grupos de estudiantes
de Bachiller, Ciclos Formativos y

Universidades (Grado y Master) de un
total de 12 centros educativos diferentes.

Complejo Preuniversitario Mas Camarena Parque Colegio Santa Ana de Valencia
IES Leopoldo Querol de Vinaroz Curso CER de Formacion en Emergencias
102

2017

Centro de Formacion Profesional Santa Ana Valencia CIPFP de Mislata

CIPF | MEMORIA ANUAL 2017

B L L™
B 1 .l'-‘-i A

. A

Master Universitario de Bioinformatica UV Méster UPV

IES Tirant lo Blanc Gandia UCV-US Program

Colegio Jesus Maria de Valencia
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6
Otros Eventos

IV Edicién del Programa Descubre curso de verano dirigido a estudiantes de Bachiller y Ciclos Formativos.

2/10/2017

Vino de Honor Prof. Enrique Alborch

CIPF | MEMORIA ANUAL 2017

4/5/2017

Jornada de Donacion de Sangre en el CIPF Concurso de Disefio de Tarjetas Navidefias

4/12/2017

Recolecta para el Banco de Alimentos de Valencia

La Fundacién Centro de Investigacion Principe Felipe cola -
bora con la Fundacion Colegios Siglo XXI, una entidad pri -
vada sin animo de lucro que destina recursos a la integra -
cién educativa de los colectivos excluidos en Pert y que ya

ha construido dos colegios, uno de los cuales recibira los
juguetes que se recogen en el CIPF.
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CIFRAS
Visitantes CIPF

343 1095 450

ESTUDIANTES ASISTENTES A ASISTENTES
(SECUNDARIA Y UNIVERSIDAD) CONFERENCIAS Y A CURSOS
CONGRESOS

26 320

VISITAS ASISTENTES A TESIS
INSTITUCIONALES DOCTORALES
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Notas de prensa Apariciones en los medios Entrevistas radiofonicas

3 I 6 O Seguidores Twitter

Hombres
] 46%

13-17 48% N

18-24 2% [ ]

25-34 5% [ ]

35-44 5% I

45-54 5% r— Mujeres
55-64 31% I 5494
>65 3% [ ]

Pais %

Espafia 81% [ |

Estados Unidos 5% | espatiol (92%)
Reino Unido 2% [ ] inglés (42%)
México 1% [ ] portugués (2%)
Argentina <1% ] francés ( <1%)
Colombia <% - italiano ( <1%)
Venezuela <1% [ ]

Francia <1% [ |
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2 3 6 O Seguidores LinkedIn

Investigacion

20,36%

Educacion

10,85%

Caracteristicas
de los visitantes

® Desarrollo empresarial
7,53%

@ Operaciones

7,35%

Medios de
comunicacion

7%

1 6 59uidores Facebook

23%

13%

0%

13-17 18-24 25-34
0,08%
Mujeres Hombres

67% 32%

5%

11%

110

Caracteristicas de los seguidores

Espafia
Estados Unidos
Reino Unido
Italia

India

Regiones Principales

Valencia y alrededores, Espafia
Madrid y alrededores, Espafia
Barcelona y alrededores, Espafia
London, Reino Unido

Nueva York y alrededores

Paises Principales

Espafa

India

Reino Unido
Estados Unidos

Bélgica

15%

10%

4%

35-44 45-54 55-64

1%

6%
8%

2017

875
149
50

38

37

516
139
85
16
16

69,38%

5%
3,54%
3,13%

1,98%

2%

65+

0,97%
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Numero de personas que han visto contenido de tu pagina
o relacionado con esta, agrupada por edad y sexo.

Mujeres

71%

Hombres

28%

Youtube

16%

4%

13-17 18-24 25-34

OVO840/O -

2%

%

Regiones geogréa cas principales

(por tiempo de visualizacion)

Espafia
Estados Unidos
Italia

Francia

Reino Unido

° Los 10 videos méas populares

CIPF Patente Poliglutamatos Autoensamblados 379 (9,8)
CIPF Servicio de Gendémica y Genética Traslacional 271 (7,0%)
Presentacion Dra. Victoria Moreno Manzano
Programa DESCUBRE 2015 - Estudiantes
CIPF Capacidades Médicas

75%
3,7%

2,8%

2%
1,8%

Fuentes del trd co
(Tiempo de visualizacion)

De reproductores insertados (56%)
Videos Sugeridos (14%)

Lista de Reproducccion (12%)
Otros (18%)

Ubicacion de reproductor
(Tiempo de visualizacion)

Pagina de visualicion de YouTube (68%)
Inserciones en aplicaciones y sitios
web externos (32%)

visualizaciones

263 (6,8%)
139 (3,6%)

1,8% CIPF Servicio de Caracterizacion Fisico

19%

35-44

8%

Presentacion Dra. Maria Jesus Vicent
Presentation of the Polymer Therapeutics Lab
National Stem Cell Bank, CIPIF Node

Presentacion Dr. Slaven Erceg

2017

15%

11%
6%
65+

45-54 55-64

3% 2%

6%

ih sexo

(visualizaciones)

Hombre (100% entre 35y 44 afios)
Mujere (0%)

64 1 4 Tiempo de Visualizaciéon  (minutos)
3 8 6 2 Visualizaciones

visualizaciones

134 (3,5%)
131 (3,4%)
184 (4,8%)
191 (4,9%)
136 (3,5%)
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El CIPF cuenta con unos Servicios Tecnolégicos (SSTT)
misién principal consiste en facilitar la ejecucién de proyectos
cienti cos avanzados. Para ello, los servicios ponen a disposi
cién de sus usuarios, tanto de la propia institucion como pro
venientes de la comunidad cienti ca en general, instrumenta
cién cienti ca de Gltima generacién y proporcionan soporte
tecnoldgico especializado y asesoramiento en técnicas y di
sefio experimental. Los SSTT aspiran, ademas, a conseguir que
los avances técnicos en los que participan, reviertan en un be
ne cio directo para la sociedad; a través fundamentalmente
de la predisposicion y capacidad de trasladar la innovacion al
sistema de salud publica y a la industria.

La gestion coordinada de las capacidades de los servicios, su
marcado caracter colaborativo e interdisciplinar y la concen
tracion en un mismo espacio de tecnologia e infraestructuras
singulares, nos permite conformar una exhaustiva oferta tec
nolégica de calidad, a la vez que se fomenta la transferencia
efectiva del conocimiento generado, potenciando las oportu
nidades de colaboracion y la incorporacién de avances tecno
l6gicos. Como consecuencia de todo lo anterior, los SSTT son
capaces de mantenerse actualizados y proporcionar solucio
nes y aplicaciones cienti co-técnicas de alto valor afiadido.

Nuestros servicios son demandados anualmente por numero
sos investigadores y profesionales de centros publicos de in
vestigacion, universidades y hospitales, mientras que nuestros
clientes industriales provienen fundamentalmente de los am

cuya

bitos de la salud y el farmacéutico. No obstante, también se
prestan servicios a representantes de otros sectores econémi
cos como el quimico, cosmético, medioambiental, etc.

De entre los multiples que componen el acervo tecnoldgico
del CIPF, algunos servicios destacan por la singularidad de sus
instalaciones y equipamiento (Resonancia magnética nuclear,
Plataforma de Caracterizacion Fisicoquimica, Quiréfanos Ex
perimentales, o areas SPF para roedores), otros lo hacen por
su marcado caracter traslacional (Cribado farmacolégico y Ge
nética Traslacional) o por el valioso soporte cienti co-técnico
que ofrecen a sus usuarios (Genémica, Microscopia Electroni
ca, Microscopia Optica Avanzada, Citémica, o Proteémica).

En general, 2017 ha supuesto un afio de crecimiento en la ac
tividad para los SSTT, con un incremento signi cativo no sélo
del nimero de servicios prestados, sino también de su diversi
dad. El desarrollo de acciones formativas y de divulgacion, asi
como la participacién del personal en actividades cienti cas,
son areas de gran importancia y en las que se ha experimen
tado también un aumento sensible de iniciativas. Con todo, se
consolida la tendencia positiva en la evolucién de los servicios
que venia observandose durante los Ultimos afios.

Por ultimo, la prestacién de servicios se realiza en un contexto
de excelencia y calidad, y ésta se encuentra certi cada segun
la norma de calidad 1ISO 9001:2015.

2017
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El avance de las ciencias biomédicas y el desarroll o de diag

nasticos y terapias cada vez mas e caces y seguras, requieren
un conocimiento en profundidad de las enfermedades y los
factores que las causan. En numerosas situaciones, esto sélo
puede llevarse a cabo mediante la reproduccion de los meca
nismos o condiciones patolégicas en un organismo. Es por ello
que, a dia de hoy, es imprescindible el uso de modelos ani
males cuando se necesita conocer como funciona un proceso
biolégico en el contexto y con la complejidad que sélo puede
aportar un ser vivo. El estricto marco legal vigente sélo auto
riza el uso de modelos animales con nes experimentales si

éstos no pueden ser reemplazados por una alternativa in vitro

valida. Asimismo, impone el re namiento de los procedimien
tos y la reduccion del numero de animales utilizados, como
partes fundamentales del disefio experimental. Esta aproxima
cién ética al uso de animales, es lo que ha venido a denominar
se “concepto de las tres erres” (reemplazo, reduccién y re
namiento — 3Rs). La mision principal de la Unidad de Medicina
Comparada y Modelos Animales del CIPF es proporcionar los
estandares de calidad y el entorno que garanticen la solidez
y reproducibilidad de los ensayos con animales, asi como la
efectiva aplicacién del mencionado principio de las 3Rs.

En el Gltimo afio, la Unidad de Animalario ha participado en
multiples proyectos, como por ejemplo: la evaluacion de la ca
pacidad oncogénica de células madre tumorales aisladas de
tumores de pulmén no microcitico, la generacién de diversos
modelos ortotépicos de cancer en modelos murinos, desarro
llo de tratamientos de lesiones endometriésicas en un modelo
murino heterélogo, ensayo de biohibridos para la promocion
del crecimiento axonal y la regeneracion del sistema nervioso
central y periférico, estrategias para el desarrollo de nuevos
tratamientos de lesiones medulares a través de la modulacién
de astroglia reactiva tras el trasplante de progenitores neura
les, entre otros.

A su vez, en nuestros quiréfanos experimentales, una excep
cional instalaciéon de 700 m2, se han impartido mas de una
treintena de programas de formacién en técnicas quirdrgicas
minimamente invasivas, especialmente en el campo de la uro
logia laparoscopica genitourinaria, laparoscopia gastrointesti
nal, toracoscopia y artroscopia.

2017
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La microscopia 6ptica avanzada aporta una serie de técnicas
y herramientas clave en el mundo de la investigacion cienti
ca, pero también en otros campos como la nanociencia y
la nanotecnologia, el desarrollo de materiales, etc. De entre

todas las tecnologias disponibles, la microscopia ¢ onfocal es

una de las que mas interés y aplicaciones tiene en el campo
de la investigacién biomédica. No sélo por su mayor poder
de resolucién, sino también por la capacidad de penetracion
en la muestra. El microscopio confocal permite capturar ima
genes en diferentes planos focales que, debidamente trata
das, generan una reconstruccion tridimensional del materia
observado.

La unidad de Microscopia Optica Avanzada del CIPF pone a
disposicion de sus usuarios una gama muy amplia de aplica
ciones de microscopia y de analisis de datos e imagenes, que
incluye técnicas de microscopia 6ptica convencional, de uo
rescencia, de imagen in vivo, confocal, super-resolucién, mul
tifoton, etc.

En 2017 la Unidad de Microscopia Optica Avanzada ha contri
buido en diversos proyectos de investigacion de grupos del

CIPF y ha colaborado con otros centros de investigacion tales
como el Instituto Valenciano de Patologia (IVP), el Instituto de
Tecnologia de Materiales de la Universidad Politécnica de Va
lencia, la fundacion PROCREA, la fundacién IVI, el Instituto de
Biologia Molecular y Celular de Plantas (IBMCP), etc.

Durante 2017 la unidad de Microscopia Optica Avanzada ha
colaborado, entre otras instituciones, con el Instituto de Inves
tigacion Sanitaria (11S) del Hospital La Fe de Valencia en el de
sarrollo de un proyecto de investigacion para la evaluacion de
la actividad mitocondrial o tasa de respiracién de ovocitos hu
manos como marcador de actividad metabélica y viabilidad
ovocitaria. Ademas, el servicio ha participado en diversos pro
yectos de investigacién con grupos del CIPF y ha colaborado
con grupos de investigacion de otras instituciones de entre
las que destaca la Universidad Politécnica de Valencia.

Durante este afio se han implementado y puesto a disposicion
de los usuarios dos técnicas: la microscopia de superresolu
cién y ensayos de High Content Screening.

2017
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La Unidad de Citémica del CIPF dispone de tecnologia para
andlisis policromatico y separacion celular a alta velocidad,
gue, junto con su dilatada experiencia en el andlisis citémi
co aplicado a la biomedicina, la biotecnologia y la medicina
translacional, le permite ofrecer a sus usuarios aplicaciones y
apoyo experimental de alta calidad. Ademas, la unidad posee
experiencia en la aplicacion de métodos de citémica al campo
de la microbiologia y las ciencias ambientales.

En 2017, la Unidad de Citémica ha participado en diversos
proyectos de investigacion relacionados con el inmunofeno
tipado de muestras, expresion de antigenos, analisis del ciclo
celular, ensayos de citotoxicidad, analisis funcionales en lineas
celulares, cultivos primarios o muestras ex vivo, aplicaciones
clinicas y biotecnolégicas del estudio de microorganismos,
caracterizacion funcional e inmunofenotipo de células madre,
andlisis de parametros a tiempo real (in uxo), analisis mul
tiplexado de proteinas solubles, clasi cacion celular para la
obtencién de poblaciones puri cadas basada en inmunofeno
tipo ylo caracteristicas funcionales y estudios de alto conteni

2017

do (HCA) mediante técnicas de analisis de imagen en células
adherentes y secciones de tejido. Uno de los proyectos cienti
cos mas destacados en los que ha participado el servicio ha
sido la caracterizacién molecular de células propagadoras de
cancer de pulmén como herramienta predictiva y para el dise
fio de terapias personalizadas.

Ademas, el servicio ha organizado diversas actividades for
mativas, como la 12 edicion del taller “Citometria de ujo: Ba
ses técnicas” (acreditado por la Comision de Formaciéon Con
tinuada de Profesiones Sanitarias), cuya organizacién se ha
llevado a cabo entre el CIPF, la UVEG y la Fundacién INCLIVA.
También ha participado en la organizacion, junto con la UVEG,
de la 5° edicién de la  “International Summer School on Cyto
metry” de la European Society of Clinical Cell Analysis (ESC
CA) . La implicacién en actividades formativas se ha extendido
al ambito hospitalario, a través de la formacion de médicos re
sidentes del Servicio de Alergia del Hospital Politécnico-Uni
versitario La Fe de Valencia.
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La microscopia electrénica utiliza un haz de electrones ace

lerados que, al impactar con la muestra, genera diferentes
sefiales que proporcionan informacion sobre su estructura
atémica. En la Microscopia Electrénica de Transmision, los
electrones transmitidos se recogen para generar imagenes
de transmisién convencionales, de campo oscuro y alta re

solucion. Por su altisimo poder de resolucién, el microscopio
electrénico de transmision permite desarrollar aplicaciones de

gran utilidad en el campo de la investigacion biomédica, la
biotecnologia y el diagnostico.

La Unidad de Microscopia Electrénica del CIPF colabora con
grupos de investigacion internos y externos, como herramien
ta para la obtencion de resultados en sus proyectos. También
es utilizado por servicios de anatomia patolégica para el diag
néstico clinico-patoldgico de algunas enfermedades renales,
musculares, dérmicas y de nervios periféricos, asi como de
ciertos tumores.

En 2017, la Unidad ha participado en diversos proyectos de in
vestigacion, como por ejemplo, la colaboracion establecida con
el departamento de células troncales del Centro Andaluz de

2017

Biologia Molecular y Medicina Regenerativa (CABIMER) para
el estudio del musculo esquelético de ratones mutantes para el
gen Pax8. Se ha estudiado la morfologia mitocondrial, nime
ro de mitocondrias, ultraestructura de las bras (bandas, t

das, etc.) y aspecto general de los adipocitos. Asimismo, se han
puesto a punto diversas iniciativas: crio-microscopia electrénica
(cryo-EM), que permite el estudio de estructuras tales como cé
lulas y organulos en un estado cuasi nativo y el andlisis de par
ticulas individuales (nano-particulas, complejos macromolecu
lares, etc.) aisladas o puri cadas, optimizacion del protocolo de
preparacion de muestras (vitri cacion), y el manejo del softwa

re (Low Dose) del ME, o la puesta a punto de protocolos para
caracterizacion de exosomas (tincién negativa).

El servicio tiene asimismo caracter docente, formativo y divul
gativo, habiendo organizado numerosas sesiones de forma
cion tanto para personal interno como externo acerca de las
técnicas y sus posibles aplicaciones. Ademas se han realizado
multiples visitas al servicio de centros escolares e institutos
de educacion secundaria para mostrar el equipo y las image
nes que se obtienen.

ria-
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El Servicio de Genémica y Genética Traslacional (SGGT) ofre
ce a sus usuarios aplica-ciones avanzadas de andlisis gené
tico. El servicio integra la capacidad cienti ca del CIPF en el
campo de la genética humana, la genémica y la bioinforma
tica, con el co-nocimiento generado en dichos campos y la
experiencia en diagnéstico genético para cumplir su principal
misién que es prestar una labor de asesoramiento a los profe
sionales de la salud interesados en el diagnéstico y prondstico
de las patologias hereditarias. En particular, nos centramos en
el estudio genético de las neuropatias periféricas hereditarias,
las ataxias y paraparesias espasticas hereditarias, y las enfer
medades neurodegenerativas con acumulacién de hierro ce
rebral entre otros trastornos del movimiento. Para el diagnés
tico de estos trastornos neurolégicos, ofrecemos paneles de
genes de disefio propio, elaborados a partir de nuestro know-
how cienti co y de la colaboracién de los clinicos.

En el area de genémica, nos centramos en dar apoyo a nues
tros usuarios en sus experimentos mediante el uso de mi
croarrays y NGS. Las Ultimas inversiones realizadas nos per
miten abordar estudios de aCGH, expresion diferencial,
descubrimiento de miRNAs, variacion genética interindividual,

y per | epigenético, entre otros. Ademas, el servicio ofrec

otros servicios basicos relacionados como la extraccién, pu
ri cacion, concentracién y control de calidad de las muestras
de ADN y ARN.

Durante 2017, la unidad se ha reforzado y expandido la cartera
servicios que viene prestando a sus usuarios y ademas, con
el n de mejorar las herramientas diagnoésti-cas en el &mbi
to de la genética humana, se ha disefiado un panel de genes
asociados con neuropatias periféricas hereditarias, en parti
cular a atro a espinal distal (AED), atro a muscular espinal
(AME) Charcot-Marie-Tooth (CMT) y esclerosis lateral amio
tr6 ca (ELA).

Otra de nuestras novedades es el uso de arrays dirigidos
clinica, como los aplica-dos a la oncologia (que cubren apro
ximadamente 2.410 regiones relevantes en pro-cesos canceri
genos), autismo (con mas de 1.500 genes implicados en alte
raciones del desarrollo y sindromes conocidos, incluyendo 150
regiones gendmicas asociadas con el autismo) o aplicaciones
al diagndstico genético en general.

2017
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La unidad de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) propor

ciona herramientas fundamentales para la caracteriz acion de

la estructura quimica de pequefias moléculas y macromolécu
las y para dilucidar los mecanismos moleculares subyacentes
a su actividad biol6égica. Ademas, en la Unidad se disefian y
llevan a cabo estudios de aplicacion al desarrollo de farmacos
colaborando en numerosos proyectos de investigacion. Otra
aplicacion interesante y cada vez mas demandada es la carac
terizacién del per | metabdlico de un alto nimero de mues
tras biolégicas (suero orina liquido cefalorraquideo células,
etc.) para diferentes proyectos en colaboracién con hospita
les y otros centros de investigacion.

A lo largo de 2017 la Unidad de RMN ha participado en una
amplia variedad de proyectos y ha contribuido a la caracteri
zacion de diferentes compuestos quimicos y macromoléculas.
Por otra parte, la experiencia de la unidad en el andlisis es
tructural detallado de moléculas y el estudio en profundidad

de espectros de RMN, ha facilitado la participaciéon en nume
rosos proyectos de investigacion en colaboracion con grupos,
internos y externos, centrados en la evaluacién de la interac
cién entre varias dianas proteicas y sus potenciales inhibido
res, utilizando técnicas de screening de fragmentos proteicos.

También se ha profundizado en la aplicacion de la RMN como
aproximacion a la elucidacion de los per les metabolémicos
asociados a diferentes muestras biolégicas, cada uno de ellos
representante de un proceso bioquimico, farmacolégico o pa
tologico particular.

Por Ultimo, cabe destacar la dedicacion de la Unidad de RMN
a la organizacién de actividades de difusiéon y formacion
(como el curso avanzado de RMN o metabolémica y la for

macion de estudiantes de grado y master), y la publicacién de

resultados en revistas de alto impacto.

2017
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La Unidad de Prote6mica dispone de tecnologias y personal
técnico cuyo objetivo fundamental es poner a disposicién de
la comunidad cienti ca y de las empresas que lo requieran, el
soporte instrumental y el asesoramiento cienti co sobre téc -
nicas experimentales utilizadas en el campo de la proteémica

La actividad fundamental de la Unidad de Proteémica se cen -
tra en proporcionar apoyo a los investigadores, tanto median -
te el analisis de muestras como mediante el asesoramiento en
aspectos mas generales relativos a la proteémica y la quimica

de proteinas. Uno de los mas destacados proyectos en los que

ha participado la Unidad durante 2017 ha sido el estudio del
interactoma de los dominios transmembrana de las proteinas

Bcl-2 como diana antitumoral.

Con el objeto de mejorar la calidad y oferta del servicio, la
Unidad de Proteémica mantiene un convenio de colaboracién
con la Universidad de Valencia por el que se cre6 el Nodo de
Prote6mica UV-CIPF.
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En los ultimos afos, la actividad de la Unidad de Cribado Far
macolégico ha estado relacionada con la puesta a punto de
ensayos relacionados con el descubrimiento y desarrollo de
farmacos, que van desde aplicaciones terapéuticas para lu
char contra el cancer, al area de la medicina regenerativa (cé
lulas madre) o las enfermedades infecciosas.

Uno de los mas signi cativos en los que participa el servicio
es MyNano, que estudia el papel de los exosomas en el cancer
para la busqueda de nuevos farmacos antitumorales. En este
campo del desarrollo de terapias contra el cancer se trabaja
en la identi cacién de dianas con comportamiento potencial
mente sinérgico al administrar un agente antitumoral especi
co para modelos celulares de melanoma. Otros proyectos in
cluyen el cribado masivo para la identi cacion de activadores
de la caspasa 9 o el desarrollo de combinaciones de quimio
terapia endocrina que generen sinergias en el tratamiento de
canceres dependientes de hormonas.

Por otro lado, la plataforma de cribado ha contribuido a la
identi cacion de dianas involucradas en el mantenimiento de

la pluripotencia o la activacién en diferentes tipos de células
madre, incluyendo células hematopoyéticas de cordén umbili
cal. Otros proyectos estan relacionados con el cribado masivo
por técnicas de uorescencia polarizada (para VIH) o el cri
bado masivo en esferas tumorales de cancer de pulmén, bus
cando candidatos téxicos para dichas células.

Ademas el servicio de cribado esta trabajando en la puesta a
punto de ensayos de cribado masivo para la identi cacion de
moduladores de exosomas en lineas celulares humanas o para
la identi cacion de nuevos genes modi cadores de FXN en
lineas celulares de drosophila.

La unidad participa en mdltiples proyectos e iniciativas de

organizaciones como EU-Openscreen (red europea de plata

formas de Cribado) o REDEFAR (Red Espafiola de Descubri
miento de Farmacos), GEIVEX (Grupo Espafiol de Investiga
cién en Vesiculas Extracelulares), o los organizados por SDDN
(Spanish Drug Discovery Network).
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La adrenoleucodistro a ligada al cromosoma X (X-ALD) es

una enfermedad neurometabdlica caracterizada por la pérdi -
da de la funcién del transportador peroxisomal ABCD1 que da

como resultado la acumulacion de acidos grasos de cadena

muy larga (AGCML). Actualmente no existe un tratamiento
exitoso para esta enfermedad, aunque se han llevado a cabo

varios abordajes para combatirla, como el trasplante alogéni -
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co de médula 6sea; la terapia génica o o el tratamiento die -
tético. El CIPF, en cooperacion con IDIBELL y CIBER, descu -
brié y patenté la aplicacion del farmaco temsirolimus como

un nuevo tratamiento contra X-ALD, que se ha licenciado en

2017 con éxito a una empresa espafiola de biotecnologia, a n

de continuar su desarrollo y validacién en fases clinicas.
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Proyectos 2017

RED

CIBER

CIBER

PLATA -

FORMAS

FIS

FIS

FIS

FIS

FIS

H2020

TIPO DE SUBVENCION NOMBRE

Proyecto Colaborativo Exploiting Protein Complexes that induce Cell-death

Fast-track ELIXIR implementation and drive early user explotation across

Proyecto Colaborativo . .
Y the life-sciences

MyNano: Towards the design of Personalised Polymer-based Combiantion

Proyecto Colaborativo - .
4 Nanomedicines for Advanced Stage Breast Cancer Patients

7° Programa Marco

TIPO DE SUBVENCION NOMBRE

Programa de intercambio

. . 612583 DEANN
internacional

Instituto de Salud Carlos Ili

TIPO DE SUBVENCION TITLE

Redes de Investigacion Red de Trastornos Adictivos
C_entros_de Investigacion CIBERER
Biomedica

C_entros_de Investigacion CIBERDEM
Biomedica

Proyectos de Investigacion

Plataforma de recursos Biomoleculares y Bioinformaticos
en salud

Caracterizacion molecular me rutas de sefializacion oncogénicas en
células madre tumorales de cancer de pulmén no microcitico. Implicacién
en el desarrollo de nuevas estratégia terapéuticas

Proyectos de Investigacion
en salud (FIS)

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

Proyectos de Investigacion
en salud (FIS)

3D retinas derivadas de células iPS como herramienta para encontrar
terapias e caces para enfermedades hereditarias de la retina

Proyectos de Investigacion
en salud (FIS)

Avanzar en el diagndstico, la prognosis y la terapia de enfermedades
neurodegenerativas raras

Proyectos de Investigacion
en salud (FIS)

Desarrollo de un estrategia para la prevencién miocardica del dafio
inducido por reperfusion basada en el uso de catéteres y polimeros
teraéuticos de nueva generacion Premicat

Proyectos de Investigacion
Tecnologica en salud (DTS)

Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad

TYPE OF GRANT TITLE

Biomarcadores de neuroin amacién asociados al consumo de alchohol en

Plan nacional de drogas . . . i
adolescentes y nuevas terapias para paliar la neuroin amacion

134

INVESTIGADOR
PRINCIPAL PROYECTO

Mar Orzaez

Joaquin Dopazo

M2 Jesus Vicent

INVESTIGADOR
PRINCIPAL PROYECTO

Consesa Cegarra, Ana

INVESTIGADOR
PRINCIPAL PROYECTO

Consuelo Guerri

Joaquin Dopazo, Erwin
Knecht

Deborah Burks

Slaven Erceg

Rosa Farras

Slaven Erceg

Dunja Lukovic

Carmen Espinds

M2 Jesus Vicent

INVESTIGADOR
PRINCIPAL PROYECTO

Consuelo Guerri

BFU

BIO

SAF

SAF

SAF

SAF

BFU

BIO

MAT

SAF

Ministerio de Economia, Industria y Competitividad

TYPE OF GRANT

Proyectos de Investigacion
fundamental no
orientada(BFU)

Proyectos de Investigacion
fundamental no
orientada(BIO)

Proyectos de Investigacion
fundamental no orientada
(SAF)

Proyectos de Investigacion
fundamental no orientada
(SAF)

Proyectos de Investigacion
fundamental no orientada
(SAF)

Proyectos de Investigacion
fundamental no orientada
(SAF)

Proyectos de Investigacion
fundamental no orientada
(BFU)

Programa Dinamizacién
Redes de excelencias

Proyectos de Investigacion
fundamental no orientada

Proyectos de Investigacion
fundamental no orientada

Proyectos de Investigacion
fundamental no orientada

TITLE

Modi cacion de tRNAs bacterianos y mitocondriales: funciones biolégicas
e implicaciones pat6logicas

Nuevas estrategias para el descubrimiento de dianas moleculares y disefio

de nuevas aproximaciones terapéuticas contra el cancer y otras
enfermedades basadas en la biologia de sistemas

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

Buscando una terapia para la epilepsia mioclénica progresiva de Lafora

El interactoma de los dominios transmembrana de las proteinas BCL-2
como diana antitumoral

Polimeros Terapéuticos como Agentes Simples y en Combinacion para el
Tratamiento de Cancer y Neurodegeneracion

Estudio de la relacion entre las distintas etapas del proceso de expresion
génica

La vida del mRNA desde la transcripcion a la degracién

Nuevos métodos para los retos emergentes en el andlisis de datos de

secuenciacion masiva

Biohibridos para la promocién del crecimiento axonal y la regeneracién en
el sitema nervioso central y periférico

MicroRNAs COMO BIOMARCADROES EN LA NEUROINFLAMACION ASOCIADA
AL ABUSO DE ALCHOHOL: IMPLICACIONES DIAGNOSTICAS Y TERAPEUTICAS

Conselleria de Educacion, Investigacién, Cultura y Deporte (GVA)

TYPE OF GRANT

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

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

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

Programa para el desarrollo
1+D en grupos Emergentes

TITLE

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

The next systems biology: desarrollo de métodos estadisticos para la
biologia de sistemas multiomica

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

El cebado mitocondrial como herramienta para desarrollar una medicina

personalizada contra el cancer de endometrio

Conselleria de Sanidad Universal y Salud Publica (GVA)

TYPE OF GRANT

Ayudas para impulsar

la participacién en los
programas de investigacion
de la Unién Europea en

el area de salud para los
ejercicios 2014-2015

TITLE

Plan de accion para el impulso de la participacion enH2020

INVESTIGADOR
PRINCIPAL PROYECTO

M2 Eugenia Armengod

Joaquin Dopazo

Vicente Felipo

Erwin Knecht

Mar Orzaez

M2 Jesus Vicent

Susana Rodriguez

Susana Rodriguez

Ana Conesa

Victoria Moreno

Consuelo Guerri

INVESTIGADOR
PRINCIPAL PROYECTO

Vicente Felipo

Ana Conesa

Joaquin Dopazo

Mar Orzaez

INVESTIGADOR
PRINCIPAL PROYECTO

Oscar D. Sanchez Jiménez
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Conselleria de Economia Sostenible, Sectores Productivos, Comercio y Trabajo (GVA)

TYPE OF GRANT

Ayudas al Fomento del
Emprendimiento Cienti co

TITLE

Programa Banco de Patentes

Fundaciones y otras entidades privadas

TYPE OF GRANT

TITLE

INVESTIGADOR
PRINCIPAL PROYECTO

Oscar D. Sanchez Jiménez

INVESTIGADOR
PRINCIPAL PROYECTO

Subvenciones a personal

Caracterizacion de MORC2, nexo de unién de neuropatias

Fundacion Ramon Areces o .
hereditarias sensitivo-motoras

Carmen Espinés

20133134 Fundacion La Marato TV3 Implementation of Personalized Medicine in cutaneo Joaquin Dopazo
Dissecting protein tra cking in retinal neurodegeneration by super-

Fundacion La Marato TV3 resolution imaging on animal models and human iPSCs

Ministerio de Educacién, Cultura y Deporte

Slaven Erceg

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

INVESTIGADOR PRINCIPAL

TYPE OF GRANT PROYECTO

Fundacién La Marato TV3 Carmen Espinés GRANTEE

FPU Formacién profesorado universitario Jose Miguel Pardo Rosa Farras
WFL Wings for Life Spinal Cord Modulation of reactive astrocytes upon cell trans Slaven Erce
ES-004/14 Reserach Foundation Y P P 9 FPU Formacién profesorado universitario Lorena de la Fuente Ana Conesa
Fundacion IVO PROMIse Ma Jesus Vicent FPU Formacion profesorado universitario Lucas Taoro Vicente Felipo
F. Ataxie Chaerlevoix- Cerebellar cells derived from induced pluripotent stem cells in 3D culture FPU Formacion profesorado universitario Paula Sancho Carmen Espinés
. . : Slaven Erceg
Saguenay generated from ARSACS patients as faithful disease model
FPU Formacion profesorado universitario Joan Serrano Susana Rodriguez
"Metabolic and functional characterization of clinically relevant .
AFM \ . uncti . zat . inicay v Ibo Galindo
Charcot-Marie-Tooth genotypes in a Drosophila model
CORRET: Cell thera ith genetically corrected retinal pigment
AFM Py with g ically inal pig Slaven Erceg

CGB

136

Fundacion per Amor a
I"Art -Wilson

Bayer Grants4targets

Asociacion de DRAVET

epithelium in hereditary retinal dystrophies

Avanzar en el diagnéstico, la prognosis de la enfermedad de Wilson

Pharmacological screening for phagocytosis in Retinal pigment epithelium
cells derived from patients with Retinitis Pigmentosa

Generacion de modelos en Drosphila melanogaster mediante knock-in

de mutaciones de pacientes

Carmen Espinds

Slaven Erceg
Contratacion

. personal técnico
Ibo Galindo

Ministerio de Economia, Industria y Competitividad

TYPE OF GRANT

Ayudas para la Contratacion de Personal
Técnico de apoyo

Ayudas para la Contratacion de Personal

GRANTEE

David Charbonier

INVESTIGADOR PRINCIPAL
PROYECTO

M2 Jesus Vicent

o ” . . . L Contratacio ’ i ivi i
INDACEA Validacion e implementacion de un herramienta diagnostica Carmen Espinos entratacion Técnico de apoyo Nerea Marin Izquierdo Viviana Bisbal
personal técnico
INDACEA Medicina de precision en sindrome de Dravet Ibo Galindo FPI Formacién personal investigador Raquel Garcia Garcia Vicente Felipo
£pI Formacion personal investigador Angeles Arzalluz Luque Ana Conesa
FP' .z . . . . a , .
Contracts Research Formacion personal investigador Sonia Ruiz M2 Jesus Vicent
Juan de Juan de la Cierva Michele Malaguarnera Vicente Felipo

ENTITY

CGB Lytimval Biotech, S.L.
Grunenthal

Laboratorios Esteve

Univ. Florida

Fibrostatin

P. Piloto Navarra

BIONOS

BIONOS

TITLE

Contrato de investigacion

Research contract
Research contract
Subcontratacion
Contrato de investigacion
Contrato de investigacion
Contrato de investigacion

Contrato de investigacion

INVESTIGADOR
PRINCIPAL PROYECTO

la Cierva

M2 Jesus Vicent
Victoria Moreno-Manzano
Victoria Moreno-Manzano
Ana Conesa

Deborah Burks
Estabilizacion

Joaquin Dopazo Miguel Servet

Deborah Burks Estabilizacion

Miguel Servet
Erwin Knecht

Instituto de Salud Carlos Ill

TYPE OF GRANT

Programa de incorporacion de personal
investigador al Sistema Nacional de Salud

Programa de incorporacion de personal
investigador al Sistema Nacional de Salud

GRANTEE

Miguel Servet

Miguel Servet

INVESTIGADOR PRINCIPAL
PROYECTO

Carmen Espinés

Slaven Erceg



Programa
Santiago Grisolia

Programa
Santiago Grisolia

Programa VALi+d
(ACIF)

Programa VALi+d
(ACIF)

Programa VALi+d
(ACIF)

Programa VALi+d
(ACIF)

Programa VALi+d
(APOST)

Programa VALi+d
(APOST)

Estancias FPU

Estancias Doctor

Estancias Doctor
Senior
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Conselleria de Educacion, Investigacién, Cultura y Deporte

TYPE OF GRANT AT INVESTIGADOR PRINCIPAL

PROYECTO

A ral ntr ion rsonal . .
. y“d"’?s para la contratacion de personal Rachid Boutual M2 Eugenia Armengod
investigador
Ayudqs para la contratacion de personal Tiziano Balzano vicente Felipo
investigador
Ayudas para la contratacion de personal ’ . )
. Y ) p P P Manuel Martin Exposito Susana Rodriguez
investigador en formacion en fase predoctoral
Ayudas para la contratacion de personal .
. Y ) P - P Estefania Lucendo Mar Orzaez
investigador en formacion en fase predoctoral
Ayudas para la contratacion de personal -
} Y ) P - P Fatima Manzano Luke Noon
investigador en formacion en fase predoctoral
Ayudas para la contratacion de personal . P
. Y ) P > P Irene Dolz Pérez Ma Jesus Vicent
investigador en formacion en fase predoctoral
Ayudas para la contratacién de personal . L
fyudas p - P Inmaculada Conejos M2 Jesus Vicent
investigador en formacion en fase posdoctoral
Ayudas para la contratacién de personal o

Y P P Beatriz Pérez Rosa Farras

investigador en formacion en fase posdoctoral

Ministerio de Educacion, Cultura y Deporte

TYPE OF GRANT CRANTEE INVESTIGADOR PRINCIPAL

PROYECTO
Estancias Formacion profesorado universitario Lucas Taoro Vicente Felipo
Estancias Jose Castillejo Leonor Puchades Antonio Pineda
Estancias Salvador de Madariaga Francisco Javier Rodriguez Slaven Erceg
EMBO

INVESTIGADOR PRINCIPAL

TYPE OF GRANT GRANTEE PROYECTO
Ayuda complementaria estancias de movilidad Leonor Puchades Antonio Pineda

en el extranjero

Japan Joint Research Program

INVESTIGADOR PRINCIPAL

TYPE OF GRANT GRANTEE PROYECTO

Ayuda complementaria estancias de movilidad

. Fatima Manzano y Luke Noon Luke Noon
en el extranjero
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