MEMORIA 1998-99

Instituto de Investigaciones Biomédicas ‘“Alberto Sols”

CSIC-UAM.

Arturo Duperier, 4

E-28029 Madrid

Tel.: 91-585-4600

Fax: 91-585-4587

internet: http://www.iib.uam.es



=

— e e e e e e
S v kW DN =2

A A L T B

INDICE

Presentacion

Organigrama del Instituto

Departamento de Biologia Molecular y Celular del Cancer
Departamento de Bioquimica y Genética de levaduras
Departamento de Endocrinologia Molecular
Departamento de Enzimologia y Patalogia Molecular
Departamento de Estructura y Funcion de Biomoléculas
Departamento de Regulacion de la Expresion Génica
Departamento de Senalizacion Celular

Seminarios celebrados

Cursos impartidos

Resumen de Datos Econdomicos

. Indice alfabético de Jefes de Laboratorio

Indice alfabético de personas citadas
Indice alfabético de palabras clave

Alphabetical listing of Summaries of research topics

13
39
53
87
99
119
145
165
175
179
185
189
195
199



Presentacion

La presente memoria resume la actividad del Instituto de Investigaciones Biomédicas
"Alberto Sols" durante el bienio 1998-99. El Instituto es un Centro Mixto Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC)-Universidad Autonoma de Madrid (UAM), que lleva el
nombre del Prof. Alberto Sols por su especial relevancia en el origen del Instituto y por su papel
esencial en el desarrollo y consolidacion de la Bioquimica en Espana.

El germen del actual IIB fue el Instituto de Enzimologia, dirigido por el Prof. Sols, que en
1971 se traslada desde el Centro de Investigaciones Biologicas (CIB) a la recientemente
inaugurada Facultad de Medicina de la UAM, para hacerse cargo de la ensehanza de la
Bioquimica. Posteriormente, en 1975, se traslada también desde el CIB a la Facultad de
Medicina, el Grupo de Endocrinologia Experimental dirigido por los Dres Gabriella Morreale y
Francisco Escobar del Rey, a locales cedidos por el Departamento de Morfologia, dirigido por el
Profesor Reinoso Suarez. En 1984 se creo el Instituto de Investigaciones Biomédicas mediante
la fusion del Instituto de Enzimologia y el Grupo de Endocrinologia Experimental. La
Universidad Autonoma cedid los terrenos donde se ubica el actual edificio del Instituto, que fue
inaugurado en 1991. La vinculacion historica con el Departamento de Bioquimica se refleja y
consolida en el Convenio de Centro Mixto firmado el 8 de Septiembre de 1998 entre el CSIC y
la UAM. La actual Direccion es el resultado de las primeras elecciones celebradas tras la entrada
en vigor del Convenio.

El Personal del Centro lo forman unas 300 personas, de las cuales 52 son Investigadores
del CSIC o Profesores del Departamento de Bioquimica de la UAM, 66 son personal de apoyo a
la investigacion y unos 180 becarios pre y postdoctorales e investigadores contratados. Se han
incorporado al Centro como Cientificos Titulares los Doctores Piero Crespo y Mario Vallejo, y a
finales de 1999 de la Dra. Belén Peral. En el Departamento de Bioquimica, el Prof. Juan José
AragoOn finaliz6 su mandato como Director del Departamento de Bioquimica en Septiembre de
1999, resultando elegido el Prof. Antonio Sillero, que actualmente ocupa dicho cargo. La Dra.
Carmela Calés fue nombrada Vicedecana de Investigacion de la Facultad de Medicina y el Dr.
Victor Calvo obtuvo la plaza de Profesor Titular de Bioquimica y Biologia Molecular. Del
personal de apoyo a la Investigacion en plantilla, hemos contado con la incorporacion de D. José
Maria Gutiérrez, en el Servicio de Bioinformatica, y de D. Miguel Marsa en el de Animalario.
Dna. Begofia Medina, Secretaria de Direccion se incorpord a un nuevo destino en la Comunidad
de Madrid. Su puesto vacante ha sido cubierto en marzo de 2000 por Dha. Rosario Aguero.

Los recursos generados por el Centro mediante Proyectos y contratos de Investigacion
son del orden de los 1000 millones de pesetas para el bienio. La produccion cientifica del Centro
esta recogida en mas de 200 publicaciones y cerca de 40 Tesis Doctorales, ademas de 4 patentes.
La Dra. Gabriella Morreale recibid el Premio Rey Jaime I de Medicina Clinica (1998), el Dr.
Juan Carlos Lacal el Premio de la Fundacion Dr. Antonio Esteve (1999) y el Dr. Angel Pestana
el Premio Josep Padullés de la Sociedad de Oncologia Pediatrica (1999). Desde aqui mi
felicitacion a los premiados.

Finalmente, mi agradecimiento al Vicedirector, Antonio Coloma, a los miembros de la
Junta de Instituto y a los componentes de las distintas comisiones que colaboran con la
Direccion y que con su trabajo contribuyen decisivamente al funcionamiento del Centro. En este
sentido quiero agradecer especialmente el esfuerzo y el tiempo que el Dr. Jaime Renart ha
dedicado a la recogida de datos y la confeccion de esta memoria.

Juan Bernal Carrasco
Director
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Regulacion de la expresion de cadherina E, de la funcionalidad de los complejos cadherina
E/cateninas y de la sehalizacion de B-catenina en la progresion tumoral

Investigador Principal: Cano, Amparo, Profesora Titular UAM
Investigadores Asociados: Quintanilla, Miguel, Colaborador Cientifico, CSIC, 1IB

Personal de Apoyo Montes, Amalia (auxiliar CSIC)
Olmeda, David (técnico CAM, Enero-Diciembre 1998)
Peinado, Héctor (técnico CAM, desde Noviembre 1999)

Becarios Postdoctorales: Rodrigo, Isabel (hasta Septiembre 1998)
Pérez, Mirna Alicia (desde Julio 1999)

Becarios Predoctorales: Espada, Jests
Pérez, Mirna Alicia (hasta Mayo 1999)
Olmeda, David (desde Enero 1999)

Colaboraciones: Portillo, Francisco, Prof. Titular UAM, IIB.
Nieto, Angela; ( Colaborador Cientifico. CSIC. Instituto Cajal.
Madrid).
Fabra, Angels (Jefe de Departamento, Institut de Recerca
Oncologica. Hospital Duran 1 Reynals, Barcelona).
Gamallo, Carlos (Prof. Titular, UAM, Dpto. Anatomia Patologica;
Hospital La Princesa, Madrid).
Palacios, José (FEA, Dpto. Anatomia Patologica. Hospital La Paz,
Madrid).
Ramon y Cajal, Santiago (FEA, Dpto. Anatomia Patologica.
Hospital Puerta de Hierro, Madrid).
Braga, Vania M. M. (MRC Laboratory for Molecular Cell
Biology, London, U.K.).
Rodriguez-Viciana, Pablo (UCSF Cancer Research Institute, San
Franciso, CA, USA).
Gonzalez-Mariscal, Lorenza (Profesora Titular. CINVESTAYV,
México D.F. México).

Palabras Clave

Cadherina E, 3-catenina, H-ras, Snail, invasion tumoral

Regulacion de la expresion de cadherina E en la progresion tumoral. Identificacion de
factores de transcripcion que interaccionan con el elemento E-pal: Papel represor del
factor Snail

(I. Rodrigo, M. A. Pérez, H. Peinado, A. Montes, F. Portillo, A. Nieto, A. Cano)

La cadherina E (CD-E) esta considerada una molécula antiinvasiva de carcinomas, estando
su pérdida implicada en la adquisicion del fenotipo tumoral invasivo, proceso frecuentemente
acompanado de transiciones epitelio-mesénquima. La caracterizacion de los mecanismos
implicados en la regulacion de la expresion de CD-E son de vital importancia para avanzar en el
conocimiento del proceso invasivo y en la biisqueda de nuevas terapias anti-tumorales. Nuestros
estudios previos sobre la regulacion de la transcripcion del gen de CD-E en la carcinogénesis de
piel de raton mostraron que la expresion del gen CD-E, esta regulada por una combinacion de
factores activadores que actlan sobre el promotor basal (region GC y caja CCAAT) y de
factores inhibidores que interaccionan con un elemento palindromico, E-pal, (localizado en la
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posicion -90 a -70) y con una region adyacente, denominada CE (-108 a -86), que contiene un
sitio de reconocimiento para factores de la familia Ets. Los estudios del promotor endogeno de
cadherina E en diferentes lineas celulares (footpriniting in vivo, metilacion, etc.) han puesto de
manifiesto que en células CD-E (+) el promotor presenta una conformacion "abierta" con
multiples sitios de interaccion en la regiones reguladoras caracterizadas in vitro, mientras que en
células CD-E (-) la interaccion con factores de transcripcion se limita al elemento E-pal y al sitio
Ets. Estos resultados, junto a los de actividad transcripcional de diferentes construcciones del
promotor en células CD-E (+) y CD-E (-) nos han llevado a plantear un modelo segin el cual en
las células deficientes en CD-E el elemento E-pal, y los factores con los que interacciona, ejerce
un papel represor predominante impidiendo la interaccion de los factores estimuladores con los
elementos proximales. La caracterizacion de los factores que interaccionan con el elemento E-pal
se ha llevado a cabo utilizando la aproximacion del hibrido sencillo de levadura que ha permitido
identificar tres factores de transcripcion que interaccionan especificamente con el elemento E-pal
en su version salvaje. Uno de los factores identificado (representado en el 49% de los clones
aislados) corresponde al factor de la familia de dedos de zinc Snail. Miembros de esta familia
habian sido previamente implicados, por la Dra. A. Nieto, en la transicion epitelio-mesénquima
que ocurre durante el desarrollo embrionario temprano. Los estudios de cotransfeccion
transitoria han mostrado que Snail es un potente represor de la actividad del promotor de CD-E,
reduciendo la expresion del promotor proximal al 75-90% en diferentes células epiteliales.
Adicionalmente, la expresion ectopica de Snail en células epiteliales induce una dramatica
conversion hacia un fenotipo fibroblastoide, concomitante con la pérdida de expresion de CD-E
y la adquisicion de propiedades invasivas y tumorogénicas. El analisis de la expresion endogena
de Snail en una coleccion de lineas de carcinomas murinos y humanos ha mostrado que Snail se
expresa en aquellas lineas que han perdido la expresion de CD-E y tienen propiedades invasivas
y metastaticas. La correlacion inversa entre la expresion de CD-E y Snail también se ha
observado en una muestra inicial de tumores murinos y humanos. Estos resultados indican que
Snail induce la transicion epitelio-mesénquima que ocurre durante la invasion tumoral a través de
la represion de la expresion de CD-E y permiten plantear a Snail como un marcador de invasion
tumoral a la vez que abren nuevas perspectivas para el diseho de agentes anti-invasivos.
Actualmente se esta procediendo a la caracterizacion del mecanismo de represion ejercido por
Snail sobre el promotor de CD-E y su comparacion con otros miembros de la familia, como
Slug, asi como a la generacion de anticuerpos anti-Snail que permitan un analisis detallado en
muestras amplias de tumores humanos. Asimismo, se estd procediendo a la caracterizacion
funcional de los otros factores de transcripcion que interaccionan con el elemento E-pal
identificados en el sistema del hibrido sencillo. Esta misma aproximacion se utilizara en el futuro
proximo para identificar los factores que interaccionan con la region reguladora CE.

Modulacion de los complejos cadherina-E/cateninas y sehalizacion de B-catenina en la
progresion tumoral. Efecto de H-ras.

(J. Espada, D. Olmeda, V. M. M., Braga, P. Rodriguez-Viciana, A. Cano)

La actividad funcional de la cadherina E depende estrictamente de la interaccion del
dominio citoplasmico de la molécula con el citoesqueleto de actina, lo que esta mediado por la
asociacion con una serie de protefnas citoplasmicas, denominadas cateninas: a—, f—, y—catenina
(esta Gltima idéntica a plakoglobina). Adicionalmente, f—catenina (y plakoglobina) citoplasmica
es un efector de la via de sefalizacion de Wnt , teniendo la capacidad de translocarse al ntcleo y
de interaccionar con factores de transcripcion de la familia Lef-1/TCF en respuesta a esta sehal.
La regulacion de los niveles citoplasmicos y de la estabilidad metabolica de f—catenina juegan
un papel esencial en esta via de sehalizacion, y dependen de la fosforilacion de p—catenina en
residuos Ser/Thr por la quinasa GSK-38 , asi como de su interaccion en un complejo
multiproteico donde participan la proteina supresora de tumores APC y la propia GSK-38. En
ausencia de senal, la formacion de este complejo promueve la degradacion proteolitica de  p-
catenina citoplasmica por la via del proteasoma, mientras que en presencia de Wnt se inhibe la
actividad de GSK-3p, impidiéndose la fosforilacion de p—catenina, la formacion del complejo
multiproteico y se promueve la estabilizacion metabdlica de p-—catenina y su translocacion
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nuclear subsiguiente. De manera similar, mutaciones en APC o en p-catenina que impiden la
formacion de este complejo se traducen en la estabilizacion y translocacion nuclear de p-—
catenina, por lo que se ha propuesto que p—catenina se puede considerar como un oncogén. En
este contexto, nuestro interés se ha centrado en analizar la relacion entre los niveles de p-
catenina asociada a complejos de adhesion y B—catenina citoplasmica/nuclear durante la
progresion tumoral y la modulacion de este equilibrio por la activacion de oncogenes como H-
ras. En la carcinogénesis de piel de raton la activacion oncogénica de H-ras es uno de los
primeros eventos mutacionales, acumulandose otras alteraciones en el locus de H-ras que llevan
a un incremento de la dosis del alelo H-ras mutado durante la progresion tumoral. Utilizando
una linea de queratinocitos epidérmicos murinos inmortalizada (Pam212) se ha analizado el
efecto de la sobreexpresion de una forma de H-ras oncogénico (V12H-ras) sobre los complejos
CD-E/cateninas y sefalizacion de p-catenina. Mediante una combinacion de técnicas de
microinyeccion y de expresion estable de VI12H-ras se ha puesto de manifiesto que H-ras
oncogénico induce la desorganizacion de los complejos de adhesion en los contactos célula-
célula y la relocalizacion citoplasmica de f—catenina. Estos efectos inducidos por V12H-ras se
acompanan de la pérdida de interaccion f—catenina/APC, de una significativa disminucion de los
niveles de p—catenina fosforilada en Ser y de la estabilizacion metabolica de p—catenina, de
forma independiente de la actividad GSK-3p. Sin embargo, los efectos de V12H-Ras dependen
de la actividad de su efector fosfoinositol-3-OH-quinasa (PI3K), habiéndose detectado la
existencia de un complejo p—catenina/PI3K que se encuentra significativamente incrementado en
las células que sobreexpresan V12H-ras. De hecho, la sobreexpresion de una forma
constitutivamente activa de PI3K (p110a-CAAX) es suficiente para bloquear la interaccion p—
catenina/APC y para promover la estabilizacion metabolica de p—catenina y su translocacion
nuclear. Estos resultados indican que la activacion oncogénica de H-ras induce la capacidad
sefalizadota de p—catenina, por una via independiente de Wnt/ GSK-38 y en la que participa una
quinasa, todavia no identificada, y el efector de H-ras, PI3K. Actualmente, se esta investigando el
mecanismo especifico de participacion de PI3K, asi como procediendo a la caracterizacion de la
quinasa(s) implicada en la regulacion de la estabilidad de p—catenina citoplasmica en este
sistema.

Por otra parte, los estudios realizados sobre los complejos CD-E/cateninas y localizacion
de p—catenina/plakoglobina en diferentes lineas celulares de queratinocitos con diferentes niveles
de H-ras oncogénico sugieren un nivel adicional de regulacion de la sehalizacion mediada por
estas moléculas a nivel de su translocacion nuclear. En relacion con este aspecto, se esta
analizando el mecanismo de importe/exporte nuclear de estas moléculas para lo que se ha puesto
a punto un ensayo de transporte nuclear en células permeabilizadas y se han generado diferentes
contrucciones de ambas proteinas fusionadas a GFP.

Papel de la CD-E y la senalizacion de B-catenina/plakoglobina en la invasion y la
metastasis y su relacion con proteasas de matriz extracelular.

(D. Olmeda, A. Montes, A. Fabra, A. Cano)

Basandonos en nuestros estudios previos acerca de la relacion entre la capacidad
invasiva/metastasica inducida por la pérdida de CD-E y asociada a la expresion de la
metaloproteinasa MMP-9, se esta procediendo a caracterizar el mecanismo molecular
subyacente. Para ello disponemos de un sistema constituido por una linea celular derivada de un
carcinoma epidermoide, HaCa4 (CD-E-), y una serie de clones obtenidos tras la transfeccion con
el cDNA de CD-E (E62, E24) o la transfeccion de cDNA antisentido de CD-E en la linea E24
(CD-E+). Adicionalmente, se han generado una serie de subclones a partir de la linea E62 con
diferente capacidad metastasica. El estudio de la distribucion celular de p—catenina/plakoglobina
en las diferentes lineas ha mostrado un incremento de los niveles citoplasmicos de ambas
proteinas en los clones con elevada capacidad metastasica, en algunos casos asociado a una
fuerte localizacion perinuclear, y altos niveles de expresion/actividad de MMP-9. Actualmente, se
estd procediendo al analisis de la posible modulacion de la transcripcion del gen de MMP-9 por
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p—catenina/plakoglobina, ya que se ha detectado la existencia de sitios de reconocimiento para
factores Lef-1/ TCF en el promotor proximal de MMP-9.

Analisis de la union estrecha durante la progresion tumoral. Efecto de H-ras.
(Mirna A. Pérez, L. Gonzalez-Mariscal, A. Cano)

La union estrecha es el sistema de adhesion intercelular que en las células epiteliales
regula, entre otros aspectos, la polaridad celular y permeabilidad paracelular. Su organizacion
funcional esta mediada por proteinas transmembrana especificas (ocludina, claudinas) asociadas
a una serie de protefnas citoplasmicas (ZO-1, ZO-2, ZO-3) y al citoesqueleto de actina, y
depende estrictamente de la existencia de uniones adherentes funcionales mediadas por los
complejos cadherina E/cateninas. En este contexto, se ha iniciado el estudio de la organizacion
estructural y funcional de la uniodn estrecha en relacion con la progresion tumoral, utilizando el
modelo de la carcinogénesis de piel de raton. Se esta procediendo a analizar la expresion de los
diferentes componentes de este sistema de adhesion y de su organizacion en funcion de la
activacion del oncogen H-ras en queratinocitos murinos.

Expresion de CD-E y cateninas en carcinomas de mama y su relacion con otros
marcadores clinico-patologicos.

(J. Palacios, C. Gamallo, A. Cano)

Basado en nuestros estudios previos sobre la expresion de CD-E en carcinomas de mama
que mostraron la pérdida de expresion de CD-E en relacion con el tipo histologico y grado de
diferenciacion, se esta procediendo al estudio detallado de la expresion de plakoglobina y otras
cateninas (a—catenina, f—catenina, p120cas) en relacion con la expresion de APC y otros
marcadores establecidos de progresion tumoral (receptores de estrogenos y progesterona, p53,
c-erbB2, etc.) en una muestra de 300 tumores de mama. Los resultados iniciales indican una
mayor frecuencia de alteraciones en la expresion/organizacion de plakoglobina en funcion de la
expresion de CD-E que seran analizados en relacion con los otros parametros y el grado de
supervivencia.

Estudio del gen E1A de adenovirus como supresor tumoral
(A. Cano, M. Quintanilla, S. Ramon y Cajal)

Siguiendo la colaboracion establecida en afos anteriores con el grupo del Dr. S. Ramon y
Cajal se esta analizando la capacidad anti-tumoral del gen E1A de adenovirus, en sus versiones
12S y 138, en diferentes lineas de carcinomas murinos y humanos. Asimismo, se prosigue el
andlisis sobre la capacidad de inducir quimio- y/o radio-resistencia por estas versiones de E1A
tanto en sistemas celulares en cultivo como in vivo en tumores inducidos en ratones
inmunodeprimidos por diferentes lineas de carcinoma.

Publicaciones

Lozano, E. and Cano, A. (1998) Coexpression of plakoglobin and E-cadherin in mouse spindle
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Mol. Carcinog., 21: 273-287.

Llorens, A., Rodrigo, 1., Lopez-Barcons, Ll., Gonzalez-Garrigues, M., Lozano, E, Vinyals, A.,
Quintanilla, M., Cano, A. and Fabra, A. (1998) Down-regulation of E-cadherin in mouse
skin carcinoma cells enhances a migratory and invasive phenotype linked to Matrix
Metalloproteinase-9 gelatinase expression. Lab. Invest., 78, 1131-1142.
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Mecanismos de transmision de senales proliferativas.
(L. Lucas, V. Penalva, A. Ramirez, J.C. Lacal)

Las rutas de sehalizacion intracelulares utilizadas en células normales estimuladas por
factores de crecimiento y sus alteraciones en células transformadas por oncogenes, estan
relacionadas con el metabolismo fosfolipidico. Hemos encontrado como resultados mas
destacados:

La mayoria de los factores de crecimiento y ciertos oncogenes utilizan la ruta de
degradacion de fosfatidilcolina (PC) como parte importante del mecanismo de regulacion de la
proliferacion celular en fibroblastos.

El mecanismo de sefalizacion implica a una fosfolipasa D especifica para PC, con la
generacion de colina y acido fosfatidico (PA), seguida de la produccion de fosforilcolina (PCho)
y diacilgilcerol (DAG), mediante la actividad de colina quinasa y PA-fosfatasa respectivamente.

La PCho generada juega un papel esencial en la transmision de la sefial mitogénica, puesto
que inhibidores de la actividad colina quinasa suprimen la capacidad proliferativa de células
tratadas con factores de crecimiento. Sin embargo, la respuesta mitogénica se recupera en
presencia de factores de progresion como insulina, o mediante la adicion de PCho.

Actualmente estamos profundizando en el estudio de los mecanismos de regulacion de
esta cascada tanto en condiciones normales o fisiologicas como en condiciones patologicas tras
la transformacion por oncogenes.
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Regulacion de la apoptosis por genes rho.
(P. Fernandez, E. Lopez-Collazo, J.C. Lacal)

Hemos descubierto que los genes de la familia rho, ademas de poseer actividad
oncogénica, son potentes inductores de la muerte celular programada (apoptosis) en diversos
sistemas celulares. Hemos identificado algunas de las rutas de transmision de sehales
intracelulares que pueden estar conectadas con esta actividad. Por una parte, la induccion de la
apoptosis requiere dos sehales complementarias, competencia y progresion. Nuestros resultados
demuestran que diversos miembros de la familia de GTPasas Rho son capaces de inducir
apoptosis mediante un mecanismo que involucra la generacion de ceramidas junto con sehales
complementarias, constituyendo la generacion de ceramidas la sefal de progresion. Estos
resultados constituyen de hecho la primera demostracion bioquimica del requerimiento de dos
sefiales para la induccion de la apoptosis, de forma semejante al requerimiento de dos sefales
complementarias en la induccion de la proliferacion con la participacion de factores de
competencia y de progresion. En el caso de Racl, la sehal complementaaria es la sintesiis de
novo de FasL. En estas condiciones, la produccion de FasL. depende a su vez de sehales
generadas por la rutas de JNK y la de NK-kB, rutas que confluyen en la regulacion del
promotor de FasL.

Senalizacion intracellular mediada por proteinas Rho
(S. Aznar, E. Lopez-Collazo, R. Perona, J.C. Lacal)

Las protefnas Rho han demostrado ser versatiles moduladores de un niimero significativo

de cascadas de sefalizacion intracelulares. Ademas de una serie de quinasas de la familia de Ser/
Thr como JNK y p38-SAPK, se han identificado quinasas con cierta homologia a la fmailia de
PKC como son la PKN, ROK, rhotekina, etc. Como resultado de la conexidn de estas cascadas,
se produce la activacion de factores de transcripcion tan diversos como AP-1, SRF y NF-kB.
Nuestros estudios se han focalizado en la identificacion de rutas de sehalizacion activadas por
diferentes miembros de la familia de Rho GTPasas y su relacion con la activacion de factores de
transcripcion especificos.
Nuestros resultados han demostrado que las proteinas Rho activan eficientemente el factor de
transcripcion nuclear kB. Ademas, hemos demostrado que la activacion de SRF se produce por
al menos dos mecanismos alternativos. Mientras que las protefnas Rho utilizan al factor NF-kB,
conjuntamente con ¢/EBPDb, las proteinas Racl y CDC42 utilizan un mecanismo independiente
de NF-kB pero dependiente de MEKK-1. Nuestro estudios estan enfocados en la actualidad en
la basqueda de otros factores de transcripcion regulados por proteinas Rho.

Desarrollo de nuevos agentes antitumorales
(A. Rodriguez, F. Fernandez, A. Espinosa, Y. Martin, M. Fernandez-Brana, J.C. Lacal)

Nuestros estudios previos han demostrado que células transformadas por oncogenes de la
familia ras y otros que participan en la regulacion de cascadas de sefalizacion mitogénica (src,
raf, mos, etc.) presentan niveles elevados de PCho debidos a un aumento en la actividad de la
colino quinasa (ChoK). Este aumento de PCho parece ser relevante para el proceso de
transformacion celular. Estos resultados sugieren que la PCho constituye un segundo mensajero
esencial en la regulacion de la proliferacion celular y que forma parte intrinseca del mecanismo
de transformacion por oncogenes. En estudios complementarios, hemos desarrollado un
programa de disefo y sintesis de inhibiores de la ChoK como posibles nuevos antitumorales.

En colaboracion con varios grupos de quimica organica y farmacéutica, hemos disefado la
sintesis de nuevos agentes antitumorales basados en nuestro descubrimiento de un papel
relevante de la ruta PLD/ChoK en la transmision de sehales mitogénicas. Los resultados
obtenidos ratifican totalmente la hipotesis de que la generacion de PCho se realiza mediante la
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activacion de la ruta PLD/ChoK y que la produccion de PCho es esencial para la actividad
mitogénica de factores de crecimiento y oncogenes, ademas de permitirnos ratificar el potencial
de actividad antitumoral de los farmacos de disefio que bloquean esta ruta. Los resultados mas
recientes de nuestro grupo muestran que los inhibidores de la ChoK tienen capacidad inhibitoria
de la proliferacion celular y ademas actividad antitumoral en ratones desnudos inoculados con
tumores de origen humano. Los estudios actuales estan orientados hacia la caracterizacion de la
actividad antitumoral en un amplio espectro de lineas tumorales de los compuestos disehados y
sintetizados por nuestro grupo y con resultados preliminares positivos.

Publicaciones

Carnero, A., and Lacal, J.C. (1998). Wortmannin, an inhibitor of phosphatidyl-inositol 3-kinase,
induces oocyte maturation through a MPF-, MAPK -dependent pathway. FEBS Lett. 422,
155-159.

Montaner S., Perona R., Saniger L., and Lacal J.C. (1998) Multiple signalling pathways lead to
the activation of the nuclear factor kB by the Rho family of GTPases. J. Biol. Chem. 273,
12779-12785.

Esteve P., Embade N., Perona R., Jiménez B., Leon J., del Peso L., Arends M., Bustelo X., Miki
T., and Lacal J.C. (1998). Rho-regulated signals induce apoptosis in vitro and in vivo by a
pS3-independent, but Bcl2-dependent pathway. Oncogene. 17, 1855-1869.

Lacal, J.C. (1998). Xenopus laevis oocytes as a model for the study of signalling cascades.
Methods in Molecular Biology 84, 139-152.

Lacal J.C. (1998). Bases moleculares del cancer: oncogenes y genes supresores. Oncologia 21,
26-32.

Montaner S., Perona R., Saniger L. and Lacal, J.C. (1999) Activation of the serum Response
Factor (SRF) by Rho A is mediated by the activity of NF-kB and ¢/EBP families of
transcription factors. J. Biol. Chem. 274, 8506-8515.

Hernandez-Alcoceba R., Fernandez F. and Lacal J.C. (1999). A novel mechanism for anticancer
drug discovery:/n vivo antitumor activity by inhibition of phsphorylcholine production.
Cancer Research 59, 3112-3118.

Lacal J.C., Perona, R. and Feramisco J. (1999). Microinjection. Methods and Tools in
Biosciences and Medicine. Birkhduser Verlag, Basel, Switzerland.

Feramisco J., Perona R. and Lacal J.C. (1999). Needle Microinjection: A Brief History. En
“Microinjection. Methods and Tools in Biosciences and Medicine” pg 9-15. Lacal J.C.,
Perona R. and Feramisco J. (edts.). Birkhauser Verlag, Basel, Switzerland.

Perona R., Dolfi F., Feramisco J., and Lacal J.C. (1999). Microinjection of macromolecules into
mammalian cells in culture. En “Microinjection. Methods and Tools in Biosciences and
Medicine” pg 16-30. Lacal J.C., Perona R. and Feramisco J. (edts.). Birkhauser Verlag,
Basel, Switzerland.

Lacal J.C. (1999). Microinjection of Xenopus laevis oocytes: a model system. En
“Microinjection. Methods and Tools in Biosciences and Medicine” pg 134-145. Lacal
J.C., Perona R. and Feramisco J. (edts.). Birkhauser Verlag, Basel, Switzerland.

Carnero A, and Lacal J.C. (1999) Xenopus laevis oocytes as a model for studying the activation
on intracellular kinases. En “Microinjection. Methods and Tools in Biosciences and
Medicine” pg 147-160. Lacal J.C., Perona R. and Feramisco J. (edts.). Birkhduser
Verlag, Basel, Switzerland.

17



Carnero A, and Lacal J.C. (1999) Signal transduction in Xenopus laevis oocytes by Ras
oncoproteins and lipid metabolites. En “Microinjection. Methods and Tools in
Biosciences and Medicine” pg 161-173. Lacal J.C., Perona R. and Feramisco J. (edts.).
Birkhéauser Verlag, Basel, Switzerland.

Lacal, J.C. (1999). Oncogenes y Genes Supresores. En “Tratado de Oncologia Médica”. H.
Cortés-Funes, E. Diaz-Rubio, J. GArcia-Conde, J.R. Germ4, V. Guillén, J.J. Lopez, J.A.
Moreno Nogueria, G. Pérez Manga (edts.). Nova Disonia S.L.. Madrid.

Perona R., Lacal J.C. (1999). Transmision de sefales. En “Tratado de Oncologia Médica™. H.
Cortés-Funes, E. Diaz-Rubio, J. GArcia-Conde, J.R. Germ4, V. Guillén, J.J. Lopez, J.A.
Moreno Nogueria, G. Pérez Manga (edts.). Nova Sidonia S.L.. Madrid.

Lacal, J.C. (1999). Diagnostico precoz del cancer: aspectos moleculares. JANO, Medicina y
Humanidades.

Lucas, L., Lacal J.C. (1999). Efectores moleculares de las proteinas Ras. Revisiones en Céancer
13, 16-26.

Patentes.

Patente NACIONAL.: Sistema de identificacion (“screening”) de compuestos con actividad
antitumoral, antiviral, antiparasitaria y antifingica.

Organismos: CSIC Patente N° P9801828

Inventor: Juan Carlos Lacal

Patente INTERNACIONAL. PCT/ES99/00275

Premios

Premio de Investigacion Fundacion Dr. Antonio Esteve. 1999.

Tesis doctorales

Ruben Hernandez Alcoceba
Inhibicion del enzima colina quinasa como estrategia para el desarrollo de nuevos
agentes antitumorales.1998. Director: Juan Carlos Lacal. Calificacion: Apto
(Sobresaliente) cum laude.

Luisa Saniger Bernal
La activacion del factor de respuesta a suero inducida por RhoA estd mediada por la
actividad de los factores de transcripcion NF-kB y ¢/EBPb. 1998. Director: Juan Carlos
Lacal. Calificacion: Sobresaliente cum laude.

18



Mecanismos de resistencia y muerte celular inducidos por cisplatino

Investigador Principal: Perona Abellon, Rosario. Cientifico Titular.
Becarios Postdoctorales: Sanchez Pérez Isabel (Desde Diciembre 1998)
Becarios Predoctorales: Guerra Gomez, Javier

Gomez Garcia Lourdes (Hasta Noviembre 1998)
Saniger Bernal Luisa (Hasta Diciembre 1998)

Martinez Gomariz, Monstserrat (desde Septiembre 1998)
Madrid Pérez, Olga ( febrero -Diciembre 1999)

Varea Romaén, Silvia (enero 98-julio99)

Alumnos Licenciatura: Diaz Trivino Sara (desde Septiembre 1999)

Colaboraciones: Lacal Sanjuan, Juan Carlos. IIB
Keyse, Stephen. ICRF. UK
Martinez Pineiro, Luis. Hosp. La Paz

Palabras Clave

Cisplatino, apoptosis,resistencia a drogas, JNK, CL100,PSA, cancer prostata

El cisplatino es una droga frecuentemente utilizada en la quimioterapia del cancer. Como
todas las drogas utilizadas para este fin uno de los problemas que involucra su uso es la
aparicion de poblaciones celulares resistentes al farmaco y que son responsables de un niimero
conderable de fallos en los tratamientos del cancer. La resistencia a cisplatino puede puee
deberse a alteraciones de diferentes procesos tales como el transporte del farmaco tanto al
citoplasma como al ntcleo, la reparacion del DNA o fallos en el proceso de apoptosis. En
nuestro grupo hemos abordado este problema desde dos perspectivas diferentes: por una parte
estudiando las rutas de transduccion de sefhales activadas por cisplatino que estan involucradas
en el proceso de apoptosis y en segundo lugar aislando genes de sensibilidad a cisplatino
mediante el uso de librerias de expresion de elementos supresores génicos humanos.

Rutas de transduccion de sehales activadas por cisplatino relacionadas con apoptosis. En
primer lugar hemos estudiado la activacion de quinasas intracelulares de la familia MAP quinasa
entre las cuales se encuentran las quinasas reguladas por agentes externos (ERK) y las quinasas
reguladas por estrés (JNK y p38). Estos enzimas pueden ser activados en respuesta a diversas
sefiales tanto de naturaleza mitogénica como de estrés celular. Mientras que, tras la exposicion a
transplatino, la quinasa de c-jun (JNK) se activa de forma rapida y transitoria, la activacion por
cisplatino es lenta y persistente. No encontramos diferencias en la activacion de ERK’s por
ambos estimulos. La proteina JNK se activa en respuesta a luz UV y se transloca a nicleo.
Nuestros resultados indican que a diferencia de lo que ocurre con luz UV, la activacion por
cisplatino ocurre en ambos compartimentos celulares con igual cinética. El efecto diferencial
ejercido por cisplatino en la activacion de JNK parece ser el responsable de la regulacion de la
muerte celular.

La actividad de las MAPKs se puede regular por defosforilacion en residuos criticos para
su activacion, y es llevada a cabo por proteinas con actividad dual especifica para MAPKSs,
denominadas MKPs, (Mitogen-activated protein Kinase Phosphatase). Los genes descritos en
mamiferos incluyen CL100/MKP-1, Pac 1, hVHS, Pystl, entre otros.. Comprobamos que el
pretratamiento con un compuesto inhibidor de tirosina fosfatasas el ortovanadato, prolonga el
tiempo de induccion de JNK en respuesta a ambos isomeros de platino, y esto se relaciona con
una disminucion de la IC5( de 10 veces indicando que alguna actividad fosfatasa de residuos de

tirosina esta participando en la respuesta a ambos compuestos. Hemos comprobado que la
sobreexpresion de los genes CL100 y h-VH-5 es capaz de inhibir la activacion de JNK y p38
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por cisplatino y esto implica tambien un aumento en la supervivencia en respuesta a este
farmaco. Por el contrario la expresion de la fosfatasa especifica de ERK, Pyst-1 no tiene efecto
sobre la activacion de las dos quinasas ni en la induccion de muerte celular. Los resultados
indican que la actividad de determinadas MAPK fosfatasas puede estar implicada en la
regulacion de muerte celular en respuesta a agentes quimoterapicos. Hemos encontrado que la
expresion del gen CL100 con la mutacion C258A es capaz de actuar como dominante negativo
de la fosfatasa CL100, Las células que expresan este gen mueren a dosis 100 veces menores de
cisplatino y transplatino. Estos resultados indican que las fosfatasas de MAPK son una buena
diana en la busqueda de nuevos abordajes terapeuticos en la terapia con cisplatino.

Aislamiento de genes de sensibilidad a cisplatino mediante el uso de librerias de
expresion de elementos supresores génicos.

Se designan como elementos supresores genicos (GSE) a aquellos fragmentos génicos de
pequeno tamafio que funcionan en direccion sentido o antisentido y que producen un fenotipo
seleccionable al expresarse en una célula, debido a la inactivacion de la funcion biologica de
alguna proteina normal. Ambos tipos de GSE (sentido o antisentido) se pueden obtener por
fragmentacion al azar del DNA del gen o complejo génico involucrado en el fenotipo deseado.
El estudio de genes involucrados en sensibilidad a cisplatino lo hemos abordado mediante la
generacion de una libreria normalizada de expresion de elementos supresores génicos. Esta
librerfa se ha utilizado para aislar lineas celulares resistentes a cisplatino de las cuales hemos
aislado los GSEs. Hemos obtenido varias secuencias de DNA, algunas de ellas corresponden a
proteinas que se unen al DNA y que posiblemente esten involucradas en mecanismos de
reparacion del DNA en respuesta a cisplatino. Actualmente estamos procediendo al clonaje de
los genes completos y al estudio de la funcion de las proteinas en respuesta a cisplatino y otros
agentes quimioterapicos.

Deteccion de PSA en sangre y ganglios pelvianos mediante RT-PCR como medida de
micrometastasis de cancer de prostata. Posible papel como factor pronostico.

En nuestro laboratorio estamos utilizando la técnica de RT-PCR para detectar en células
metastasicas circulantes prostaticas y en ganglios pelvianos el mRNA de antigeno prostatico
(PSA). Para ello se ha utilizado sangre proveniente de pacientes sometidos a prostatectomia
radical en los cuales se trata de determinar la subpoblacion de pacientes con cancer prostatico
localizado que tengan células tumorales circulantes en el momento del diagnostico y determinar
que maniobras diagnosticas y terapeuticas desencadenan una suelta de celulas tumorales en el
torrente circulatorio. Por otro lado el estudio de la presencia de mRNA de PSA en ganglios
pelvianos nos servird para determinar si este es un mejor método para detectar las metastasis
cercanas con mayor efficiencia que con los métodos tradicionales de inmunohistoquimica y esto
permitira por tanto una mejor decision terapeutica.
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Alteraciones genéticas en el desarrollo y progresion de meningiomas y neurinomas
(M.J. Bello, J.A. Rey, M. Mendiola, A. Pestana)

Como consecuencia de un estudio sistematico de deleciones del cromosma 1p en 83
meningiomas, utilizando 40 marcadores polimorficos (sondas ADN y microsatélites) se han
detectado dos regiones recurrentes de delecion (1p36-ter; 1934-32), lo que sugiere la posible
implicacion de varios genes oncosupresores en el desarrollo de este tipo de tumores. Entre los
distintos genes candidatos propuesto en estas regiones cromosomicas, hemos elegido investigar
en primer lugar el hRADS54, cuyo producto génico predecible se corresponde con las proteinas
de la familia de las helicasas, cuyas mutaciones se han asociado con sindromes procancerosos.
Dado que la pérdida de funcion de genes que salvaguardan la estabilidad del genoma puede estar
implicada en el proceso tumorigénico, el gen hRADS4 ha sido propuesto como candidato a
modificador tumoral en tumores con deleciones en 1p32 como meningioma. neuroblastomas,
cancer de mama , o cancer endometrial. Sin embargo, la ausencia de mutaciones en un analisis
mutacional completo de los 17 exones de hRAD54 en 32 muestras de meningiomas con
deleciones en 1p nos ha conducido a descartar la implicacion de este gen en la tumorogénesis de
meningiomas. La Gnica observacion resultante de este estudio ha sido la identificacion de un
polimorfismo consistente en una transicion de C >T en el nucledtido 2865, en la region
codificante del gen, que da como resultado el cambio de codon GCT a GCC, que no altera el
aminoacido correspondiente (Ala 730).

Este trabajo fué presentado por M.Mendiola como tesina de licenciatura (sobresaliente en
junio de 1999) y sirve de base para un proyecto de cooperacion con la Pontificia Universidad
Catoélica de Ecuador, encaminado a hacer un estudio comparativo de este polimorfismo entre la
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poblacion ecuatoriana y espanola.

Expresion génica miultiple inducida por el gen hibrido EWS-FLI1 caracteristico de los
tumores de Ewing

(J.Alonso, M. Mendiola, A.Pestafa)

Basados en la experiencia colaborativa con la Unidad de Hemato-Oncologia Pediatrica del
H. La Paz, que nos ha permitido el estudio molecular de tumores solidos infantiles derivados de
la cresta neural, hemos decidido abordar la cuestion, todavia no bien resuelta, de la identificacion
de los genes expresados en un tipo tumoral definido y su significacion en la oncogénesis. La
familia de tumores de Ewing se caracterizan por la presencia de una translocacion clonal que da
lugar a un gen quimérico integrado por exones de EWS (en 22q12) y genes de la famila de
factores de transcripcion Ets, ubicados en distintos cromosomas. Como consecuencia de la
translocacion se produce la expresion constitutiva de los factores de transcripcion Ets, resultando
en un mayor potencial transactivador de la expresion génica regulada por estos factores. Con el
fin de contribuir a la anatomia gendmica de los tumores de la familia Ewing, hemos iniciado el
estudio del perfil de expresion génica multiple inducido por la proteina de fusion EWS/FLI-1,
que resulta de la traslocacion t(11;22), la mas frecuente en los tumores de la familia Ewing,
utilizando metodologias SAGE (Serial Analiysis of Gene Expresion) y cDNA arrays utilizando
dos abordajes basicos: a) inhibicion de la expresion constituttiva de la translocacion en lineas
celulares derivadas de tumores de Ewing tratadas con oligonucleotidos antisentido (introducidos
con lipofectina) o transfectadas con cADN antisentido. b) Transfeccion estable de células
humanas con el cADN de la translocacion EWS/FLI-1.

Diagnostico molecular en oncologia pediatrica
(J.Alonso, P. Nebreda, A. Pestana)

Ademas de estas investigaciones, el laboratorio mantiene una linea de actividad diagnoOstica
molecular en oncologia pediatrica, especialmente de retinoblastomas, neuroblastomas, tumores de
la familia Ewing y PNET. Dentro de esta actividad queremos resaltar el estudio mutacional de 38
familias con retinoblastoma que ha permitido identificar 12 mutaciones no descritas
anteriormente. Este trabajo obtuvo el Premio Josep Padullés, de la Sociedad Espanola de
Oncologia Pediatrica (Salamanca, junio 1999)

Evaluacion cienciométrica de la actividad investigadora
(M.Pestana, A.Pestaia)

Postulamos que el sistema de ciencia y tecnologia requiere -al igual que los investigadores
individuales- una evaluacion continuada que tenga en cuenta tanto los resultados (produccion
cientifica en término de publicaciones o patentes) como los medios disponibles para alcanzarlos.
Con este criterio basico hemos abordado en colaboracion con investigadores del CINDOC
(Centro de Informacion y Documentacion Cientifica, CSIC) y del DIT (Dep Ingenieria de
Telecomunicaciones, Univ Politécnica de Madrid) el proyecto INDICYT, consistente en el
desarrollo de una aplicacion para la consulta interactiva en Internet de una serie de indicadores
institucionales de ciencia y tecnologia (publicaciones en distintas bases de datos, recursos
humanos y economicos, ayudas a la investigacion). Como parte de esta actividad hemos
efectuado en colaboracion con S. Cerdan un estudio de la productividad cientifica del
equipamiento RMN de Espana.

Publicaciones
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Fosforilacion de la calmodulina por el receptor del factor de crecimiento epidérmico
(P. I. Palomo-Jiménez, S. Hernandez-Hernando, R. M. Garcia-Nieto y A. Villalobo)

Nuestros trabajos han demostrado que el receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) fosforila a la calmodulina en su Tyr99 en ausencia de Ca® y presencia de un
polipéptido basico que actia como cofactor. Mas recientemente, hemos estudiado las
consecuencias de dicha fosforilacion sobre la actividad de la calmodulina cuando ésta actiia
sobre sistemas dianas dependientes de la misma. Para dicho fin, hemos desarrollado un método
para la purificacion de fosfo(Tyr)calmodulina ultrapura libre de calmodulina no-fosforilada.
Estas preparaciones de fosfo(Tyr)calmodulina se han utilizado para estudiar su potencial
activador sobre la fosfodiesterasa de nucleotidos ciclicos dependiente de calmodulina de corazon
bovino comparandola con la calmodulina no-fosforilada. Al contrario de la accion activadora de
la calmodulin no-fosforilada sobre este enzima, hemos demostrado que Ia
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fosfo(Tyr)calmodulina pierde casi totalmente su capacidad de activar a la misma. Nuestros
trabajos también parecen indicar que la fosfo(Tyr)calmodulina es un activador de la actividad
tirosina quinasa intrinseca del EGFR, en presencia pero no en ausencia de EGF. Estos
resultados se han obtenido en ensayos complejos en los que el receptor fosforila a la
calmodulina en una primera etapa y posteriormente se estudia en una segunda etapa la capacidad
del receptor de fosforilar a otro substrato en presencia de la fosfo(Tyr)calmodulina acumulada.
La extra-activacion del EGFR supuestamente inducida por la fosfo(Tyr)calmodulina en estos
ensayos secuenciales se previene por la inhibicion de la fosforilacion de la calmodulina usando
un anticuerpo monoclonal contra ésta o usando especies de calmodulina que carecen del sitio de
fosforilacion por el EGFR. Asi, las preparaciones de fosfo(Tyr)calmodulina ultrapuras, y libres
de calmodulina no-fosforilada, recientemente obtenidas en nuestro laboratorio podrian servir
para dilucidar la funcion reguladora de ésta sobre el receptor en un sistema mas simple.

Regulacion del receptor del factor de crecimiento epidérmico por la sefnal del calcio en
células normales y tumorales

(M. J. Ruano, P. I. Palomo-Jiménez y A. Villalobo)

En los Gltimos afos hemos puesto en evidencia que el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) aislado de tejido hepatico es regulado por calmoduhna, ya que ésta en
presencia de Ca™*, inhibe la actividad tirosina quinasa del receptor. La accion del complejo Ca*"/
calmodulina se realiza interacionando éste con un sitio de union de la calmodulina localizado en
la region citosOlica yuxtamembranal del receptor en la que también se encuentra la Thr654, el
sitio principal de fosforilacion del receptor por proteina quinasa C (PKC). Esta fosforilacion
induce la inhibicion de la actividad tirosina quinasa del receptor y previene su internalizacion, por
lo que en contraposicion hemos propuesto que la inhibicion de la tirosina quinasa del EGFR
mediada por calmodulina podria iniciar una sehal de internalizacion. Mas recientemente, hemos
comenzado el estudio de estos procesos en células intactas utilizando una serie de lineas
celulares que expresan el EGFR tipo salvaje y receptores mutantes en el sitio de union de la
calmodulina y del sitio de fosforilacion por PKC. Estos estudios se estan realizando mediante el
uso de inhibidores selectivos que interfieren con el normal funcionamiento de diversos sistemas
supuestamente implicados en la regulacion del EGFR. Nuestros resultados han puesto en
evidencia hasta la fecha que el aumento de la concentracion del Ca®™ citosolico inducida por
ionoforos de Ca* producen una inhibicion de la transfosforilacion del EGFR y que un inhibidor
permeante de la calmodulina incrementa esta inhibicion. Por el contrario, EGFR mutantes en el
sitio de unidon de la calmodulina que poseen una insercidon de secuencia no relevante, que divide
este sitio en dos partes, parecen ser parcialmente resistentes a la accion inhibidora del calcio. Por
otro lado, el inhibidor permeante de la calmodulina previene en parte la transactivacion del EGFR
en ausencia y en presencia de inhibidores de la proteina quinasa dependiente de calmodulina II
(CaMPK-II). Estos resultados indican que la calmodulina (y/o la fosfo(Tyr)calmodulina) y
otros sistemas dependientes de calcio estan implicados en la regulacion del EGFR en células
intactas. Por otro lado, inhibidores de la PKC y de la CaMPK-II previenen en parte la inhibicion
de la transfosforilacion del EGFR inducida por Ca®*, ya que ambas proteina quinasas regulan
negativamente al receptor. Adicionalmente, hemos disehado péptidos sintéticos permeables
mimetizadores (PSPMs) de efectores fisiologicos con objeto de estudiar la regulacion del
sistema calmodulina/PKC sobre el receptor en células intactas. Estos PSPMs poseen una region
N-terminal de secuencia hidrofobica que permite su translocacion a través de la membrana
plasmatica y una region C-terminal con la secuencia efectora. El primer PSPM que hemos
desarrollado y ensayado posee una region efectora inhibidora de todas las isoformas de la PKC.
Ensayos preliminares indican que este PSPM perméa las células. Sin embargo, este PSPM
parece potenciar la accion inhibidora del Ca®* sobre la transfosforilacion del EGFR, al contrario
de lo que realizan los inhibidores quimicos clasicos de la PKC, tal como el GF109203X. Esto
indica que dicho PSPM ejerce alguna nueva accion sobre el receptor o sobre alglin sistema
adicional que lo modula.

Mutagénesis del sitio de union de la calmodulin del receptor del factor de crecimiento
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epidérmico
(I. Ortega, C. Rodriguez y A. Villalobo)

Utilizando protenas de fusion, hemos demostrado que la region citosolica
yuxtamembranal del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) une calmodulina.
Este sitio, localizado entre los residuos 645-660 del receptor, posee ademas la Thr654, sitio
preferente de fosforilacion por la proteina quinasa C (PKC) en el receptor, lo que induce la
inhibicion de la actividad tirosina quinasa del mismo y previene su internalizacion. La union de
calmodulina a la protefna de fusion previene la fosforilacion mediada por PKC y reciprocamente,
la fosforilacion previa de la proteina de fusion por PKC previene la union de la calmodulina a
ésta. Con objeto de determinar el mecanismo de union de la calmodulina en este sitio del
receptor, hemos iniciado la mutagénesis de diferentes residuos del sitio de unidon de la
calmodulina con objeto de obtener células que expresen receptores mutantes incapaces de unir
calmodulina para estudiar las consecuencias funcionales de la pérdida de este mecanismo de
control.

Interaccion de la calmodulin con proteinas implicadas en proliferacion celular
(H. Liy A. Villalobo)

Con objeto de dilucidar los mecanismos de accion de la calmodulina sobre la proliferacion
celular mediada por el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), hemos iniciado
una bisqueda de proteinas implicadas en la sefalizacidon mediada por este receptor que directa o
indirectamente interaccionan con la calmodulina en células intactas. Hemos demostrado que la
calmodulina interacciona directamente con el EGFR usando células que sobreexpresan el EGFR
humano, tales como fibroblastos murinos EGFR-T17 y células de carcinoma epidermoide A431.
Por otro lado, hemos demostrado en células de adenocarcinoma humano SK-BR3 que la
proteina adaptadora Grb7, que esta implicada en la sehalizacion mediada por el EGFR, podria
interaccionar indirectamente con la calmodulina mediante una proteina dependiente de ésta. Estos
estudios se han realizado mediante técnicas de entrecruzamiento quimico covalente entre la
calmodulina y la proteina receptora de la misma y mediante el aislamiento de las proteinas
dependientes de calmodulina por cromatografia de afinidad usando calmodulina inmovilizada.

Caracterizacion de ecto 5'-fosfodiesterasas/nucleotido-pirofosfatasas de tejido hepatico
normal y células de hepatocarcinoma

(R. M. Garcia-Nieto y A. Villalobo)

Nuestro equipo ha caracterizado un grupo de proteinas adenililables de la membrana
plasmatica de cé€lulas hepaticas de ratas normales (gp130, gp120, gp110 y gp100) y de células
de hepatocarcinoma de rata AS-30D (gp125, gp115 y gp105). Tras purificar el dimero formado
por la gpl120-gp110 de tejido hepatico normal y la gpl15 de las células tumorales, hemos
establecido que estas proteinas son ecto 5'-fosfodiesterasas/nucleotido-pirofosfatasas (5'-PDE/
NPPasas) que forman intermediarios cataliticos adenililados. La gp120-gp110 de tejido normal
fue identificada como la proteina PC-1, también denominada antigeno de diferenciacion-1 de
células plasmaticas, mientras que la gp115 de células tumorales AS-30D es una ecto 5'-PDE/
NPPasa no descrita previamente. Las propiedades cinéticas de ambos enzimas fueron
caracterizadas en detalle.

Regulacion de la proliferacion celular por 6xido nitrico
(S. Hernandez-Hernando, M. J. Ruano, M. Fernandez, G. Leoz, A. Jiménez y A. Villalobo)

Nuestro grupo ha demostrado que el 6xido nitrico inhibe la proliferacion celular e induce
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la S-nitrosilacion reversible del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
inhibiendo la actividad tirosina quinasa intrinseca de éste. Estos trabajos se realizaron usando
fibroblastos permeabilizados EGFR-T17 que sobreexpresan el receptor humano. Mas
recientemente, hemos estudiado este proceso en células intactas utilizando fibroblastos EGFR-
T17 y células de carcinoma epidermoide humano A431 y una serie de donadores de Oxido
nitrico de la familia de los NONOatos. Adicionalmente a la caracterizacion de la accion
inhibidora del 6xido nitrico sobre el EGFR, hemos demostrado que el 6xido nitrico induce en
c€lulas tumorales A431 la fosforilacion en residuos de tirosina de una proteina de 58 kDa que
hemos denominado NOIPP-58 (por Nitric Oxide-Induced 58 kDa Phospho-Protein). La
fosforilacion de la NOIPP-58 es estrictamente dependiente de EGF, se revierte rapidamente
cuando se elimina el donador del 6xido nitrico del medio y se previene por inhibidores de las
p38MAPKs (p38 mitogen-activated protein kinases) pero no por inhibidores de ERK1/2
(extracellular signal-regulated kinases 1 and 2 también denominadas p42/44MAPKs). Ademas,
el oxido nitrico induce la activacion de la via de la p38MAPK tanto en ausencia como en
presencia de EGF. El papel funcional de la NOIPP-58 y su posible relacion con la via de
sefializacion de la p38MAPK esta en estudio.

Efectos antimitogénicos de lectinas
(E. Martinez de Narvaja, M. C. Prudencio, J. M. Anton, A. Jiménez y A. Villalobo)

Las lectinas de origen animal parecen ejercer multiples funciones fisiologicas, aunque
muchas de ellas no estan aun bien definidas. Con objeto de determinar si estas lectinas afectan a
la proliferacion celular, hemos estudiado el efecto de la galectina-1 de corazon bovino, lectina
que reconoce especificamente b-galactosidos de diversos glicoligandos, sobre la proliferacion de
una serie de lineas celulares normales y tumorales. Hemos demostrado que en contraposicion a
la potente accion antimitogénica de la lectina VAA-1 (Viscum album aglutinina-1) del muérdago,
una lectina de origen vegetal también especifica de b-galactosidos, la galectina-1 solo ejerce una
ligera accion antimitogénica o carece de efectos significativos a concentraciones comparables.
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Identificacion de residuos importantes para la funcion del transportador ABC de
Saccharomyces cerevisiae Ycf1.

(J. M. Falcon, J. Molano, M. J. Mazbn, P. Eraso)

El transportador ABC de S.cerevisiae Ycf1l (Yeast Cadmium Factor) confiere resistencia a
Cd* y a otros metales y compuestos toxicos que forman complejos o son conjugados con
glutation, transportando esos complejos o conjugados al interior de la vacuola de forma activa.
Con objeto de identificar residuos importantes para la funcion de la proteina se han creado
mediante mutagénesis dirigida veintiddos mutaciones Gnicas en residuos conservados de los
dominios de unidon a nucledtido (NBD1 y NBD2), transmembrana (TMD?2) y regulador (R) de
la protefna. La caracterizacion de los mutantes ha llevado a la identificacion de residuos
esenciales para la biogénesis, para la actividad transportadora o para la regulacion de Ycfl.

Deteccion de interacciones entre dominios de Ycfl.
(J. M. Falcon, S. Vega, F. Martin, J. Molano, M. J. Mazon, P. Eraso)

Con objeto de detectar interacciones entre dominios funcionales de Ycfl se ha llevado a
cabo un analisis de supresion intragénica de tres mutaciones localizadas en el dominio NBD1
(G663V, G756D, y D777N), dos en el dominio NBD2 (GI1306E y G1311R) y una en el
dominio R (S908A). Todas ellas anulan la actividad transportadora de la protefna sin alterar su
biogénesis. Las mutaciones localizadas en los NBDs afectan a la union y/o hidrolisis de ATP
mientras que la mutacion del dominio R elimina el Gnico sitio consenso de fosforilacion por
PKA, probablemente implicado en la regulacion del transportador. Todos los revertientes de los
mutantes G663V, G756D, G1306E y GI1311R resultaron ser reversiones de la mutacion
primaria a la secuencia silvestre. En cambio se han aislado trece mutaciones supresoras de la
mutacion D777N vy veinticuatro de la mutacion S908A. Gran parte de las mutaciones supresoras
se encuentran localizadas en los dominios transmembrana TMD1 y TMD?2 lo que indica una
interaccion fisica y/o funcional de estos dominios con NBD1 y R. En estos casos el mecanismo
de supresion implica una alteracion de la especificidad de sustrato, siendo especialmente
relevante la mutacion W1225C, que suprime a ambas mutaciones. Esta mutacion confiere a la
levadura una resistencia especifica para Cd** cuatro veces superior a la de la cepa silvestre,
siendo la protefna mutante incapaz de transportar cualquier otro sustrato de Ycfl. Entre las
mutaciones supresoras de la mutacion S908A se encuentran las mutaciones, R206G, N210D,
D213G, M226V y M230V, localizadas en la region amino terminal de la proteina lo que podria
indicar un papel regulador del extremo amino terminal mediado por su interaccion con el
dominio R. Entre los supresores de la mutacion S908A se encuentra el cambio S908T, lo cual

31



apoya la idea de la fosforilacion in vivo de este residuo.

Modificaciones post-transduccionales de Ycf1.

(Ver resumen de M. J. Mazo6n)

Estudio estructura-funcion del canal CI humano CFTR
(J. Molano, M. J. Mazon, P. Eraso)

La proteina humana CFTR (Cystic Fibrosis Conductance Transmembrane Regulator),
cuya alteracion produce fibrosis quistica, tambien pertenece a la familia de transportadores ABC
y presenta una gran homologia con la proteina de levadura Ycfl. Todas las mutaciones
introducidas en Ycfl y con las cuales se han llevado a cabo los analisis de supresion intragénica
(ver mas arriba) son mutaciones analogas a mutaciones encontradas en pacientes con fibrosis
quistica. Actualmente se estan introduciendo en CFTR, mediante mutagénesis dirigida, algunas
de las mutaciones equivalentes a las supresoras aisladas en Ycfl con objeto de comprobar si
también en CFTR son capaces de eliminar el defecto originado por la mutacion primaria.
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Relaciones entre el flujo glicolitico y los efectos producidos por aziicares en levadura.
(C. Gancedo, Thomas Petit, Carmen-Lisset Flores, Cristina Rodriguez)

En el estudio de mutantes que suprimen los efectos toxicos de azlcares sobre diversos
mutantes glicoliticos se ha mostrado que mutaciones en los genes GAL2 o GAL 4 son capaces
de eliminar los efectos toxicos de la galactosa sobre mutantes gpml o pycl pyc2 en
Saccharomyces cerevisiae. Estan en marcha la caracterizacion de los genes responsables de
otras mutaciones que suprimen los efectos toxicos de otros aziicares sobre los mismos
mutantes anteriores.

Se ha mostrado que el gen que codifica la hexokinasa de Yarrowia lipolytica , posee un intron.
La proteina, extraordinariamente sensible a la inhibicion por trehalosa-6-P, posee un “lazo™ que
no se encuentra en otras hexokinasas.

Estudio de genes relacionados con la regulacion del flujo glicolitico en otros
organismos.
(C. Gancedo, O. Zaragoza, C. Rodriguez).

Hemos estudiado el gen TPS! de la levadura Candida albicans. La interrupcion de ambas
copias cromosOmicas del gen causa problemas en la formacion de hifas y disminuye la
infectividad del organismo. Se ha iniciado el estudio del gen MIG! de esta misma levadura.
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La acumulacion de trehalosa protege a la endocitosis de la inhibicion por etanol.
P. Lucero y R. Lagunas (con la colaboracion de E. Moreno y E. Penalver)

Las proteinas de membrana en levadura tiene lugar en la vacuola tras su endocitosis y
concentraciones de etanol menores que las que se encuentran en los habitats naturales de este
organismo inhiben la endocitosis. Estos hechos cuestionaban la importancia de la endocitosis y,
por lo tanto, del recambio de proteinas de membrana. Una posibilidad era que la endocitosis no
fuera importante y por tanto que la ausencia o presencia del inhibidor fuera irrelevante. La otra
posibilidad era que las células hubieran desarrollado algin mecanismo para evitar la inhibicion.
Investigamos ambas posibilidades y encontramos que la levadura acumula trehalosa cuando su
supervivencia requiere una remodelacion de la membrana. Tambien encontramos que la
acumulacion de trehalosa impide la inhibicion de la endocitosis por etanol. Concluimos de estos
hechos que la trehalosa protege a la endocitosis, y por tanto al recambio de proteinas de
membrana plasmatica, del etanol y que esta proteccion es muy importante para la supervivencia
de la levadura en la naturaleza.

Papel en la endocitosis de proteinas de revestimiento de vesiculas.
E. Penalver, R.Lagunas (con la colaboracion de P. Lucero y E. Moreno)

Hemos investigado que proteinas de revestimiento de vesiculas estan implicadas en la
endocitosis del transportador de maltosa. Usando mutantes defectivos en la cadena pesada de la
clatrina y en varias subunidades de los complejos COPI y COPII, hemos encontrado que la
clatrina y dos de las subunidades citosolicas del complejo COPI], las proteinas Sec23 y Sec 24,
podrian estar implicadas en esta endocitosis. Nuestros resultados tambien indican que los
requerimientos de la endocitosis del transportador de maltosa, que tiene 12 segmentos
transmembrana (12-TMS), y la endocitosis de receptor del factor-cs, que solo tiene 7-TMS,
podrian ser distintos.

Mecanismo de la inactivacion catabolica del transportador de maltosa
P. Lucero, E. Moreno, E. Penalver y R. Lagunas

La adicion de glucosa a levadura ayunada de fuente de nitrogeno desencadena la
endocitosis y degradacion de los transportadotes de azacares. Se viene suponiendo que esta
inactivacion, conocida como '"inactivacion catabolica", es uno de los mecanismos de control
desarrollados por este organismo para usar glucosa preferentemente a cualquier otra fuente de
carbono siempre que este azicar se halla presente en el medio. Sin embargo nuestros resultados
sugieren fuertemente que esta inactivacion no es en realidad un mecanismo especifico de control
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del catabolismo, sino una consecuencia de la estimulacion del recambio general de proteinas que
provoca el ayuno de fuente de nitrogeno.
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Analisis funcional de genes de levadura
(Victoria Escribano, Eulalia Morgado y Maria J. Mazon)

Dentro del programa europeo EUROFAN, hemos continuado el analisis fenotipico de los
mutantes nulos de seis genes clonados y secuenciados durante la primera etapa del proyecto.
Uno de los genes estudiados, YGLI33w, codifica una proteina de gran tamano, 1264 residuos,
cuya funcion es desconocida. La interrupcion de este gen conduce a una disminucion en la
capacidad de cruzamiento y a una morfologia celular aberrante. Este fenotipo se detecta en la
cepa mutante MAT alfa pero no en la mutante MAT a. Hemos mostrado, mediante una fusion a
GFP, que la proteina Ygl133 se localiza en el nacleo y que la expresion de esta fusion
complementa el fenotipo morfologico. Los mutantes de sexo MAT alfa expresan
constitutivamente el gen FUSI, gen que en cepas silvestres so0lo se induce en presencia de
células de sexo opuesto. Actualmente estamos estudiando a qué nivel actha este gen.

Mecanismo de importe de la Aminopeptidasa I a la vacuola de S.cerevisiae
(Eduardo Silles, Line Duportets y Maria J. Mazon, en colaboracion con I.Sandoval)

La Aminopeptidasa I (API) es transportada a la vacuola de la levadura por una ruta,
distinta de la ruta secretora clasica, que es coincidente en muchos de sus elementos con la via
autofagica. API no tiene sehal de entrada al reticulo endoplasmico y su transporte a la vacuola no
es inhibido cuando se bloquea la ruta secretora. API se sintetiza como una forma precursora, con
una extension de 45 residuos en el extremo amino, que son proteolizados en dos etapas durante
el importe a la vacuola. Este prepropéptido es necesario y suficiente para dirigir una proteina
testigo como la GFP a la vacuola. Estamos intentando entender los mecanismos de este importe
y para ello hemos buscado, utilizando distintos abordajes experimentales, proteinas capaces de
interaccionar con la region amino terminal de API potencialmente implicadas en el proceso de
transporte. En esta busqueda hemos encontrado que un miembro de la familia de las Hsp70, la
chaperona citosOlica Ssal, interacciona "in vitro" con el extremo amino de API inmovilizado en

37



una agarosa Sulfolink. Actualmente estamos estudiando el efecto de una mutacion termosensible
en SSAI sobre el procesamiento de API "in vivo".

Estudio estructura-funcion de transportadores ABC : modificaciones post-
traduccionales del factor de resistencia a cadmio Ycfl

(Monica Martinez-Burgos, David Mateos, Jestts Molano, Pilar Eraso y Maria J.Mazon. Ver
tambien resumen de P. Eraso)

Continuando con el estudio de la relacion estructura-funcion de la proteina Ycfl, como
modelo en levadura de transportadores de la familia ABC, estamos estudiando el posible papel
del extremo amino de la proteina en su direccionamiento a la vacuola y en la funcion del
transportador. Ycfl comparte con algunas proteinas ABC un dominio amino terminal formado
por 4 segmentos transmembrana (TMD,) y un segmento citoplasmico de union al resto de la
proteina. Este dominio esta procesado en la forma madura de la proteina. Hemos encontrado que
la delecion de TMD, no impide la localizacion correcta de la proteina Ycfl en la membrana
vacuolar pero si abole su capacidad para detoxificar cadmio, indicando que el dominio procesado
podria seguir interaccionando con la proteina y ser necesario para su funcion in vivo. Tambien
estamos interesados en conocer el efecto de la fosforilacion de Ycf1 sobre su funcion. Para ello
estamos estudiando las caracteristicas cinéticas de los mutantes producidos mediante
mutagénesis dirigida, en el Gnico sitio consenso para PKA en el dominio regulador: Ser’**/Ala,
Ser’/Asp y Ser’”/Glu vy el efecto de la fosforilacion in vitro con PKA sobre la capacidad
transportadora de Ycfl.
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Analisis genético del motivo S34pPPR.

(F. Portillo)

La secuencia ~> 'DPPR es un motivo altamente conservado en todos los miembros de la
familia de P-ATPasas y su papel en la estructura-funcion de la proteina es, hasta el momento,
desconocida. Mediante mutagenesis dirigida hemos generado alelos mutantes en dicho motivo y
hemos analizado bioquimicamente las ATPasas mutantes producidas por cada uno de los alelos.
Los resultados suguieren que los residuos Asp-534 y Arg-537 estan implicados en la union del
ATP y que los aminoacidos Pro-535 y Pro-536 estan implicados en la interaccion entre
subunidades.

Aislamiento de genes implicados en la regulacion de la H'-ATPasa.
(N. de la Fuente y F. Portillo)

La glucosa ejerce un control transcripcional y post-transcripcional sobre la ATPasa. A
nivel post-transpcricional, la glucosa induce una activacion de la ATPasa que es el resultado de
una alteracion de las constantes cinéticas del enzima: Ky, para el ATP disminuye y la Vmax
aumenta. El extremo carboxilo terminal del enzima actia en esta regulacion como un dominio
inhibidor, que interacciona con el sitio de union a ATP y el sitio de transporte de protones para
inhibir la actividad. La adicion de glucosa a la levadura da lugar a la pérdida de esta interaccion
inhibidora lo cual parece mediado por una fosforilacion del enzima. Las vias de sehalizacion que
interviene en la alteracion de la Ky; y Vmax son distintas. El analisis genético de mutantes
afectados en la activacion del enzima por glucosa suguiere que la via de sehalizacion WSC2/

RHO1/PKC1/BCK1/MKK1/MPKIT esta implicada en la alteracion de la Ky, del enzima.
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Papel del cAMP en la transcripcion del gen FBP1
(O. Zaragoza y J.M. Gancedo)

Se ha mostrado que el cAMP reprime muy fuertemente la transcripcion de un gen de
fusion controlado por la secuencia activadora UAS1 y solo un 50% la transcripcion dependiente
de UAS2. El cAMP parece actuar bloqueando la expresion de los activadores Cat8 y Sip4. Se
ha comprobado que el control por cAMP es redundante con mecanismos alternativos de
regulacion por glucosa.

Elementos que regulan la formacion de pseudohifas en S. cerevisiae
(O. Zaragoza y J.M. Gancedo)

Se ha observado que el CAMP es capaz de inducir la filamentacion en determinadas
condiciones de crecimiento. El cambio morfogenético se produce en una variedad de situaciones
de estrés: fuente de carbono pobre, presencia de alcoholes alifaticos, aumento de la temperatura o
de la presion osmotica.

Via de senalizacion de la glucosa
(M.J. Lafuente, C. Gancedo, J.-C. Jauniaux y J.M. Gancedo)

Hemos establecido que las colas citoplasmicas de los sensores de glucosa Snf3 y Rgt2
interaccionan con la protefna reguladora Mthl. Esta interaccion esta afectada por la
concentracion de glucosa en el medio y por mutaciones en Mthl. Se ha comprobado también
que Mthl reprime la expresion de transportadores de glucosa. Hemos puesto de manifiesto que
la sefalizacion por glucosa también puede ocurrir independientemente de Snf3 y Rgt2.

Regulacion de la protein kinasa Snfl
(T. Rivero y J.M. Gancedo)

Snfl es un elemento central para la desrepresion de genes reprimidos por glucosa. Se
estan intentando obtener mutantes en los que Snfl sea activo en presencia de glucosa. Por una
parte se ha transformado la levadura con plasmidos multicopia, se han seleccionado

transformantes resistentes a 2-deoxiglucosa y se estd procediendo a la caracterizacion de los
genes supresores. Por otra parte se esta realizando una mutagénesis aleatoria del gen SNF/.
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Expresion del gen neuronal RC3/NRGN: identificacion del elemento de respuesta a T3
(C. Martinez de Arrieta, B. Morte, J. Manzano, A. Coloma, J. Bernal)

Entre los genes regulados por la hormona tiroidea en cerebro de rata identificados por
nuestro laboratorio en los @ltimos diez anos, hemos estudiado en mas profundidad el
denominado RC3 / neurogranina, que codifica un substrato de PKC. La expresion de este gen
es sensible a hormona tiroidea s6lo en algunas regiones cerebrales, fendmeno que no es
dependiente de la expresion diferencial de los receptores de T3. A pesar de esto, el efecto
hormonal es directo y a nivel de transcripcion, probablemente debido a la interaccion del
complejo hormona-receptor con elementos de respuesta hormonal situados en regiones
reguladoras del gen. Para localizar el elemento de respuesta a T3, en el laboratorio de A. Coloma
se habia clonado previamente el gen humano, al que se denomin6 NRGN. Se determind su
estructura en intrones y exones y se prepararon fragmentos mediante PCR solapantes que
abarcaban la totalidad del gen (unas 11 kb). Estos fragmentos se marcaron y se
inmunoprecipitaron con receptor de T3 y un anticuerpo antireceptor. De esta forma se
obtuvieron fragmentos de DNA capaces de wunir el receptor de T3. Mediante
inmunoprecipitaciones de fragmentos cada vez mas pequehos, y técnicas de retardo de movilidad
electroforética y de footprinting, pudimos localizar el elemento de respuesta en el primer intron a
unas 3 kb del inicio de transcripcion. La presencia de un elemento de respuesta a T3 en el gen
humano NRGN indica que éste, al igual que su homologo en rata, es dependiente de hormona
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tiroidea, conclusion importante a la vista de la implicacion de este gen en fenOmenos de
plasticidad sinaptica y memoria.

La expresion de desyodasas tipos 2 y 3 revela nuevas funciones biologicas de las
hormonas tiroideas

(A. Guadano-Ferraz, M.J. Escamez, A. Cuadrado, E. Rausell y J. Bernal)

Las desyodasas son selenoenzimas que metabolizan las hormonas tiroideas mediante
eliminacion secuencial de atomos de yodo. La desyodasa tipo 2 (D2) elimina el yodo en
posicion 5', generando el compuesto activo T3 a partir de T4; la desyodasa 3 (D3) elimina el
yodo en posicion 5, generando metabolitos inactivos: rT3 a partir de T4, y T2 a partir de T3. En
el sistema nervioso central el 80% de la T3 se genera localmente por la actividad de D2, por lo
que la actividad combinada de ambas desyodasas es un mecanismo muy eficiente para mantener
la concentracion de T3 muy regulada dentro de limites estrechos. Debido a la importancia
homeostatica de estas desyodasas y a la total falta de datos, hemos estudiado mediante
hibridacion in situ la expresion de D2 y D3 en encéfalo de rata durante el desarrollo.

La D2 se expresa fundamentalmente en células gliales, en astrocitos protoplasmicos y en
los tanicitos que recubren la pared de tercer ventriculo. Los astrocitos captarian T4 de la sangre,
generando T3 para las neuronas; los tanicitos captarian T4 del liquido cefalorraquideo
produciendo T3 para el mismo LCR y para la eminencia media. Es sabido que en el
hipotiroidismo se produce un incremento de la actividad D2, como mecanismo compensador
que tiende a mantener las concentraciones de T3. En animales hipotiroideos hemos comprobado
un incremento de expresion de D2 que no ocurre en todas las regiones del cerebro, sino
selectivamente en los nicleos de las vias somatosensorial, especialmente la via trigeminal, y
auditiva. Puesto que estas vias estarfan selectivamente protegidas frente a una situacion de
hipotiroidismo se puede deducir, teleologicamente, que la hormona tiroidea ejerce acciones
importantes, pero desconocidas, en el desarrollo de estas vias.

La D3, al contrario de la D2, no se expresa en glia, sino en neuronas, proporcionando un
mecanismo de degradacion de la T3. Durante los primeros dias después del nacimiento D3 se
expresa de forma selectiva en areas relacionadas con la diferenciacion sexual, es decir el ntcleo
del lecho de la estria terminal, el area preodptica y la amigdala medial. Todavia no conocemos el
significado de estos hallazgos, pero sugieren la necesidad de una regulacion exquisita de T3 en
estas areas, al mismo tiempo que dejan la sospecha de la existencia de alteraciones en la
diferenciacion y/o conducta sexual que pudieran tener su origen en alteraciones de la D3.

Identificacion de Rhes, una nueva proteina Ras regulada por hormona tiroidea
(P. Vargiu, J. Perez, R. de Abajo, J. Falk, J.G. Sutcliffe y J. Bernal)

Tras el rastreo de una coleccion de clones de cDNA de secuencias enriquecidas en niicleo
estriado de rata y aislados por hibridacion substractiva, seleccionamos uno de ellos que
hibridaba con un RNA cuya abundancia estaba drasticamente regulada por la hormona tiroidea.
A partir de la secuencia del extremo 3' se aislo el cDNA completo. La traduccidon conceptual del
ORF reveld que codifica una nueva proteina de 266 aminoacidos de la familia Ras a la que
hemos denominado Rhes (Ras homolog enriched in striatum, clave de acceso AFI34409). Esta
proteina guarda un 62% de identidad con otra proteina de la familia denominada dexras porque
se induce por dexametasona en higado. Se ha identificado la secuencia homologa humana, con la
que posee un 95% de identidad, en una secuencia gendmica del cromosoma 22q13.1 (clave de
acceso ALL022334). En la actualidad se esta estudiando la interaccion de Rhes con efectores de
Ras.
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Activacion y sehalizacion diferencial de las proteinas Ras.
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Mecanismos de activacion de las MAP kinasas ERK1/ 2 por Ber-Abl y su papel en la
diferenciacion mieloide y la transformacion leucémica.

(N. Ajenjo)

Con el fin de determinar su posible utilizacidon como dianas terapeticas, estudiamos el
papel que las MAP kinasa ERK 1/2 desempenan en la proliferacion y diferenciacion leucémica.
Trabajando en una serie de lineas establecidas de leucemia mileoide cronica hemos observado
que, al contrario de otros tipos de tumores, la proliferacion y diferenciacion leucémica es
completamente independiente de la activacion de ERK. Actualmente estudiamos si este
fendbmeno es una caracteristica adquirida por la condicion leucémica o es inherente a las células
hematopoyéticas en condiciones normales.

Regulacion diferencial de la MAP kinasa p38 HOG y su isoforma Mxi2.
(Victoria Marta Sanz Moreno)

Otro de nuestros objetivos es el estudio de la funcion y regulacion de la kinasa Mxi2,
isoforma de splicing de p38 de la que solo difiere en los 17 aminoacidos carboxi terminales. A
este respecto hemos encontrado que la especificidad de esta kinasa, tanto en substratos como en
sus activadores es distinta a la de p38. También en su respuesta a la inhibicion por protein-
fosfatasas e inhibidores farmacologicos hay diferencias entre p38 y Mxi2, a este respecto hemos
encontrado que la sensibilidad a la inhibicion por el farmaco SB 98059 se confiere en parte por
el extremo carboxi terminal de las protefnas. Ademas se esta estudiando la ruta de sehalizacion
que conduce a la activacion de Mxi2 y estudios preliminares sugieren que difiere
considerablemente de la de p38.

Funcion del dominio DH en factores de intercambio de Ras: mecanismos de accion de
Ras-GRF
(Imanol Arozarena Martinicorena)

Este estudio se centra en dilucidar el papel que los dominios DH (Dbl Homology),

caracteristicos de proteinas que interaccionan con las GTPasas de la familia Rho, desempenan en
la regulacion de la actividad de Ras. Inicialmente hemos utilizado como modelo el factor de
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intercambio Ras-GRF. Hemos observado que GRF activa potentemente ERK2, sin embargo un
mutante de GRF que carece del dominio DH, es incapaz de activar ERK2. Asimismo este
mutante tampoco induce intercambio en Ras ni transformacion celular. A tenor de estos
resultados, observamos que un dominante inhibitorio de la GTPasade la familia Rho Cdc42,
inhibe el intercambio sobre Ras, la activacion de ERK2 y la transformacion inducidos por GRF.
Sin embargo, Cdc42 y Ras-GRF no interaccionan fisicamente. Seglin nuestros resultados,
Cdc42 estaria involucrado en el control del proceso mediante el cual Ras-GRF se transloca a la
membrana celular, requisito indispensable para activar Ras, esta union se realizarfa mediante una
proteina que no hemos identificado aun y cuya accesibilidad a Ras-GRF estarfa regulada por
Cdc42 en su forma GDP pero no GTP. Lo que apunta a un mecanismo molecular
completamente nuevo, mediante el cual la estimulacion del intercambio sobre una GTPasa de la
familia Rho, posibilitaria la activacion de Ras. Ademas el que una proteina de la familia Rho,
como Cdc42, est¢ regulando la actividad de un factor de intercambio de Ras es algo
completamente novedoso.

Funcion y especificidad de las isoformas de Ras
(David Matallanas Gomez)

Es bien sabido que Ras cuenta con tres isoformas principales H, K y N-Ras, presentes en
todos los tipos celulares. Aunque experimentos recientes apuntan a que dichas isoformas
tendrian diferentes funciones, estas diferencias son casi completamente desconocidas. Como
estrategia para abordar esta cuestiOn, actualmente estamos generando mutantes dominantes
inhibitorios de K y N-Ras, ademas del ya conocido H-Ras N17. Resultados preliminares
sugieren que, a pesar de compartir factores de intercambio, estos mutantes inhiben
especificamente sus formas salvajes. Por lo que se emularfa el comportamiento de los mutantes
de las GTPasas de la familia Rho que son altamente especificos. Una vez comprobada la
funcionalidad de estos mutantes se utilizaran para dilucidar las antedichas diferencias entre H,.K
y N-Ras.
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Interrelaciones entre hormonas tiroideas tisulares y circulantes, en ratas adultas.

(Héctor Escobar-Morreale, M, J, Obregon, F. Escobar del Rey, S. Duran, M. J. Presas, G.
Morreale de Escobar)

Se tiroidectomizaron ratas hembras adultas, que se infundieron posteriormente durante
dos semanas con diferentes dosis de tri-iodotironina (T3), o de placebo, cubriendo un amplio
rango de concentraciones, de forma que habia grupos deficientes en hormonas tiroideas
(hipotiroideos) y grupos que recibian un exceso (hipertiroideos). Este estudio venia a completar
otros anteriores, realizados en ratas tiroidectomizadas, infundidas con tiroxina (T4), o
combinaciones de T4+T3. Se determinaron las concentraciones de T4 y T3 circulantes y en
numerosos tejidos, asi como las actividades de diferentes enzimas desyodantes, en higado,
pulmon, corteza cerebral, tejido graso pardo e hipodfisis. Estos animales tienen concentraciones
practicamente indetectables de tiroxina (T4), tanto en la sangre como en los tejidos. La
concentracion circulante de T3 fué aumentando en funcion de la dosis de T3. La concentracion
de T3 en algunos tejidos fué aumentando paralelamente a la circulante. Sin embargo, en otros
tejidos, que dependen de la T4 para su desyodacion local a T3, las concentraciones de T3 eran
mas bajas que lo que se podria esperar po las correspondientes concentraciones circulantes. Un
hallazgo inesperado fué que otros tejidos presentaron un patron opuesto de cambios de la T3: la
concentracion en ovario, y pulmon, por ejemplo, aumenta mas de lo que seria de esperar por los
cambios plasmaticos. Estos resultados no se justifican por cambios en la actividad de los
isoenzimas desiodantes, y sugieren la existencia de otros mecanismos de regulacion de la
concentracion de T3 que son especificos de tejidos, y que no estan atn bien caracterizados.
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Adaptacion intra- y extra-tiroidea de la rata adulta a diferentes grados de deficiencia
de yodo

(P.E. Pedraza, H.F. Escobar-Morreale, F. Escobar del Rey, M. J. Obregon, G. Morreale de
Escobar, S. Duran, M.J. Presas).

Se han alimentado ratas hembra Wistar adultas durante tres meses con agua destilada y
una dieta con contenido muy bajo en yodo (Low iodine diet, LID), con la misma dieta
suplementada con diferentes cantidades de IK, o con una cantidad muy pequena (0.005%) de
CIO4K. Esto ltimo tenfa como fin disminuir aiin mas la cantidad de yodo de la dieta LID que
podia ser captada por el tiroides. Asumiendo un consumo diario de unos 20 g de comida seca, la
ingesta diaria de los diferentes grupos era, en ug I: grupo LID+5.0: 5 pg; LID+1.0: 1 ug;
LID+0.5: 0.5 ug; LID: 0.05 pug; LID+ClO4K (grupo LID’):0.02 pug. Se midieron el peso del
tiroides, su contenido en yodo, T4 y T3, y la actividad del enzyma iodotironina desiodasa tipo I
(5’ D-I): Asimismo, se midieron T4, T3 y TSH circulantes, T3 y T4 en once tejidos diferentes, y
la actividad de los isoenzymas 5°D-1 y 5’D-II en varios de ellos. Se encontrd6 que los
mecanismos de adaptacion a una deficiencia leve de yodo son eminentemente intra-tiroideos y
autorregulatorios, incluido el aumento del peso de la glandula, y preceden a un aumento de la
TSH circulante, que no se observa hasta llegar a una situacion de deficiencia de yodo moderada.
En este Gltimo caso, se activan numerosos mecanismos de adaptacion extra-tiroideos. Unos y
otros son tan eficaces, que incluso en animales con una ingesta de yodo >5% de la de los
controles, la mayorfa de los tejidos mantienen concentraciones normales de T3, y no pueden
considerarse hipotiroideos. No ocurre asi con aquellos tejidos que dependen principalmente de
la T4 como fuente local de generacion de T3, como la corteza cerebral, que es deficiente en T3
incluso con una deficiencia moderada de yodo. Los mecanismos extra-tiroideos, ain no bien
caracterizados, que se estimulan ante una deficiencia muy grave de yodo cooperan con los intra-
tideos tan eficazmente, que incluso en animales en los que la T4 circulante ha disminuido al 5 %,
y la T3 circulante al 45 % de lo normal, algunos tejidos (como ovario y pulmén) siguen con
concentraciones normales de T3. Estos resultados ponen de manifiesto que el estado de eu- 6
hipo-tiroidismo de animales con deficiencia de yodo no solo depende de la intensidad de la
carencia, sino que es especifico de tejido. Asimismo, alertan sobre la posibilidad de que no solo
se encuentren alteraciones de funciones cerebrales en endemias con deficiencias muy graves de
yodo, sino también en areas con deficiencia de yodo leve-moderada.

Disfunciones por deficiencia de yodo en Espana

(F. Escobar del Rey, R. Lavado Autric, J. A. Vazquez, S. Duran, M.J.Presas, G. Morreale de
Escobar)

Se ha seguido colaborando con los numerosos grupos que estan investigando la
deficiencia de yodo en diferentes zonas de Espana, dedicando especial atencion a la evolucion de
la endemia de Las Hurdes Altas. Estos estudios han puesto de manifiesto que éste sigue siendo
un importante problema de salud pablica, que urge eliminar.

Se iniciaron medidas profilacticas en dicha region en 1982, dirigida sobre todo a los
escolares. Quince afos después se comprob6 que la ingesta de yodo de los escolares, medida
por la ioduria, era ya aceptablemente buena y la incidencia de bocio habia disminuido del 80 al
10 %. También se habia normalizado la T4 circulante, y el desarrollo somatico de los nifios. Sin
embargo, el desarrollo mental seguia afectado. Para evaluar la posibilidad de que este retraso no
estuviera relacionado con la ingesta de yodo, sino con algiin otro factor nutricional o genético, se
midio la agudeza auditiva de los escolares. Una disminucion de la misma es una disfuncion muy
caracteristica de la deficiencia de yodo padecida intra utero. Se encontrd que el porcentaje de
escolares con una disminucion de la agudeza auditiva, medida por trasmision Osea, era
significativamente mas alta que la de escolares de una zona control. Este hallazgo apoyaba la
idea de que la disminucion media de 15 puntos en el cociente intelectual de estos escolares
estuviese efectivamente relacionada con una deficiencia de yodo padecida intra utero. No
podiamos tener datos de las madres de los escolares estudiados, pero se comprob6d que las
embarazadas actuales siguen padeciendo una deficiencia de yodo muy superior a la que se
encontraba en los escolares. Mas del 50 % ingeria menos de la mitad del yodo que se
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recomienda en el embarazo y la lactancia.

Mientras no se suministren de 200-300 yg de yodo/dia a las mujeres desde el comienzo
del embarazo, va a ser dificil erradicar las todas las disfunciones por deficiencia de yodo, sobre
todo las que se iniciaron durante el desarrollo fetal temprano.

Deficiencia de yodo en mujeres embarazadas.
(G. Morreale de Escobar , Javier de Santiago, F. Escobar del Rey, , S. Duran, M.J.Presas)

Se ha llevado a cabo un estudio del estado nutricional de yodo en mujeres embarazadas de
la Comunidad de Madrid (CAM), catalogada por estudios anteriores en escolares como de
deficiencia leve (Grado I). Se estudiaron mas de 400 mujeres normales con embarazos normales
(grupo A) y, a la vista de los resultados, otras 130 a las que se les suministré6 un suplemento
polivitaminico que contiene IK en cantidades adecuadas (250-300 ug I) desde el comienzo del
embarazo (Grupo B). Se midieron el yodo y creatinina en orina para calcular la ingesta de yodo,
y nueve parametros séricos de funcion tiroidea. Se encontrd que casi el 50 % de las mujeres A
ingerfan menos de la mitad de la cantidad recomendada (250 pg I/dia). El 24 % de ellas tenia
bocio (volumen tiroideo > 20.8 ml) al final del embarazo, habiendo una buena corelacion entre el
volumen tiroideo y la ioduria. Estos datos indican que durante el embarazo las mujeres de la
CAM tienen una deficiencia de yodo moderada (Grado II). Mas del 80% de las mujeres
suplementadas del grupo B ingerian la cantidad recomendada, y ninguna de ellas desarrolld
bocio. Las mujeres del grupo A tenian una tiroxina libre (FT4) significativamente mas baja que
las del grupo B en los tres trimestres, habiendo una correlacion significativa entre la FT4 y la
yoduria. La FT3 sin embargo, estaba aumentada, como era de esperar con este grado de
deficiencia de yodo, y como consecuencia de ello, no aument6 la hormona tirotropa (TSH). Un
muestreo de orinas de mujeres embarazadas de otras zonas de Espana, indica que se trata de un
problema muy extendido y de gran importancia socio-econdmica.

Estos datos son muy alarmantes, ya que hay creciente evidencia de que un valor bajo de
FT4 (< al percentil 10) en el primer trimestre conlleva un aumento del riesgo de que el niho
tenga una disminucion del cociente de desarrollo psicomotor de hasta 15 puntos. En el grupo A,
el porcentaje de mujeres con FT4 baja en el primer trimestre se duplicod respecto del encontrado
en el grupo B, por lo que también se duplica el nimero de nifios cuya inteligencia puede verse
afectada. Esto es tanto mas lamentable, en cuanto que se trata de algo facilmente prevenible,
mediante normalizacion de la ingesta de yodo de la mujer embarazada, siguiendo
recomendaciones internacionales.

Hipotiroxinemia materna y migracion de células cerebrales.
(R. Lavado, F. Escobar del Rey, G. Morreale de Escobar, P. Berbel)

Se han ido completando estudios iniciados anteriormente, encaminados a la obtencion de
un modelo experimental en rata que permita el estudio de los mecanismos etiopatogénicos de las
lesiones del sistema nervioso central debidas a hipotiroxinemia materna durante fases iniciales
del desarrollo del cerebro. Para ello se alimentan las futuras ratas madres con dietas con un
contenido muy bajo de yodo (<0.1 pug I/dia), manteniéndolas en estado de deficiencia grave
durante la prehez y lactancia. Estas ratas son muy hipotiroxinémicas, pero no son clinicamente
hipotiroideas por tener concentraciones normales de T3 circulante. Una proporcion importante
de su prole sufre lesiones neurologicas (que se manifiestan por convulsiones audiogénicas), que
ya son irreversibles al nacer. Se trata de un modelo experimental del cretinismo neuroldgico
humano.

Usando este protocolo, se inyectaron hembras muy deficientes en yodo, y sus controles
(que reciben la misma dieta suplementada con cantidades fisiologicas de IK), con Bromo-
desoxi-uridina (BrdU, 2 mg/100 §) alos 14 d de %estacién (E14),E15 y E16, y otras a E17, E18
y E19. Las crias se mataron a 40 d de edad, obteniéndose cortes coronales para estudiar la
corteza somatosensorial y el hipocampo,empleando anti-BrdU biotinilado.

Tanto en neocorteza como en hipocampo de crias de madres hipotiroxinémicas habia
células BrdU+ heterotdpicas que aparecieron en sustancia blanca subcortical (inyec. E14-E16),
o en nimero aumentado en capa V (inyec. E17-E19). En el hipocampo (muy afectado en el
cretinismo neurologico) las células heterotOpicas se observan en el estrato oriens y en el
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radiatum de la region CAL.

Por tanto, la mera hipotiroxinemia materna, sin hipotiroidismo clinico, altera la migracion
de las células que entraron en fase S del ciclo celular en la 1* y 2* mitad de la histogénesis
cortical (inyec. E14-E16 y E17-E19, respectivamente), y esta alteracion puede ser causa de las
lesiones neurologicas irreversibles indicadas arriba. En el hombre esta fase de la neurogénesis
se inicia entre el final del 1° e inicio del 2° trimestre, antes del comienzo de la secrecion tiroidea
fetal. Parece, pues, que la alteracion de la migracion celular se relaciona con la hipotiroxinemia
materna, y subsiguiente disminucion de la T4 necesaria para la formacion de T3 en diferentes
regiones corticales del feto. Puede explicar el retraso irreversible del desarrollo psicomotor de
ninos de madres que no son clinicamente hipotiroideas, pero que tienen una T4 libre baja
durante el 1° trimestre.

El embrion humano dispone de concentraciones de T4 libre (FT4) similares a las del
adulto.

(Rosa Calvo, Bernard Contempré (Universidad Libre de Bruselas, Bélgica), Eric Jauniaux, M.
Asuncion, S. Duran, M. J. Presas, G. Morreale de Escobar.)

Habiamos demostrado la presencia de T4 en el liquido celomico que baha al embrion
humano durante el primer trimestre de gestacion, fase de desarrollo muy anterior al comienzo de
la funcion tiroidea del feto. Las concentraciones totales de T4 estan relacionadas con los niveles
séricos de T4 en la circulacidon materna. Son una 150 veces mas bajas en el liquido celomico vy,
alin mas, en el amnidtico, que en la circulacion materna. También lo son las concentrationes de
proteinas que ligan las hormonas tiroideas, por lo que resultaba muy interesante determinar el
porcentaje de T4 en forma "libre", no ligada a proteinas. Se considera que es esta forma "libre"
de la T4 la que puede entrar en las células y dar lugar en estas a la formacion regulada de la
forma hormonal activa, la tri-yodo-tironina (T3). Se encontrd, por diferentes métodos analiticos,
que las concentraciones de T4 "libre" en el liquido celomico y en el amnidtico son muy
parecidas a las circulantes en la madre, a pesar de la gran diferencia que se habia encontrado en
las concentraciones de T4 total. Ambos liquidos estan en contacto directo con el embridn, por lo
que se deduce que las concentraciones de T4 disponibles para los tejidos embrionarios no son
mucho mas bajas que en el adulto, sino del mismo orden de magnitud que las que desencadenan
efectos biologicos. Las concentraciones de T4 encontradas en liquido celdomico y amnidtico
estan muy lejos de saturar la capacidad de ligazon de las diferentes proteinas que se encuentran
en dichos liquidos, por lo que la concentracion de FT4 se afectarfa cuando la FT4 circulante de la
madre es baja (hipotiroxinemia). Este hallazgo explicaria los efectos negativos en el desarrollo
embrionario relacionados con una hipotiroxinemia materna padecida en el primer trimestre.

Deficiencia de yodo en nifios prematuros
(S. Ares, G. Morreale de Escobar, F. Escobar del Rey, S. Duran, M.J.Presas)

Los estudios realizados en afos anteriores en prematuros ingresados en el Servicio de
Neonatologia de La Paz (Dr. J. Quero) pusieron claramente de manifiesto que éstos nihos tienen
niveles muy bajos de tiroxina sérica libre (FT4), comparada con la de neonatos a término. Los
niveles de FT4 de los prematuros son muy inferiores a los que les corresponderia tener
fisiologicamente, o sea, de seguir desarrollandose in utero. Asimismo, también lo son las
concentraciones circulantes de la hormona estimuladora del tiroides (TSH). Estos resultados
demuestran que con el nacimiento prematuro se interrumpen importantes aportaciones maternas
de T4 y de TRH placentario que protegen al feto de su inmadurez hipotalamo-hipofisis-tiroidea.
Por tanto, los recién nacidos prematuros tienen que hacer frente a los elevados requerimientos
hormonales del organismo cuando su glandula tiroides ain no ha madurado adecuadamente.
Varios estudios recientes han demostrado que el grado de hipotiroxinemia neonatal de los
prematuros se correlaciona causalmente con un peor desarrollo mental y un aumento del riesgo
de padecer paralisis cerebral.

Nosotros hemos demostrado en nuestro estudio que el grado de hipotiroxinemia de los
prematuros no solo depende de su edad gestacional, sino también de la cantidad de yodo que
ingieren después de nacer, insuficiente en la mayoria de las formulas usadas para su
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alimentacion.

Numerosas casas comerciales, conocedoras de este hallazgo, han aumentado el contenido
en yodo de sus productos. Hemos realizado determinaciones del contenido en yodo de una serie
importante de ellos. Aunque hay una notable mejorfa, son sin embargo muy pocos los
preparados que cumplen con las recomendaciones actuales. Se ha iniciado un nuevo estudio en
prematuros, para comprobar hasta qué punto esta mejoria de la ingesta de yodo de ha podido
disminuir el grado de su hipotiroxinemia.

Efectos de la hormona liberadora de tirotropina (TRH) y glucocorticoides,
suministrados a la madre, sobre el estado tiroideo materno y fetal: su efecto en la
maduracion pulmonar.

(S. Candelas, J. Tovar, J. Diaz-Pardo, G. Morreale de Escobar, S. Duran, M.J. Presas)

La administracion, a los 10 dias de gestacion, de una sola dosis del herbicida nitrofene (2-
4-diclorofenil-p-nitrofenil eter) a ratas se usa para obtener un modelo experimental de la
hipoplasia pulmonar congénita. En varias publicaciones se habia propuesto que esto podria ser
consecuencia de una interferencia en el metabolismo de las hormonas tiroideas, tan importante
para la maduracion pulmonar, tanto en el hombre como la rata. Asimismo, otros autores han
encontrado que la administracion de TRH y glucocorticoides a la rata prehada tratada con
nitrofene contrarrestaba los efectos de este herbicida sobre la maduracion pulmonar. Se esta
investigando el mecanismo por el cual esto ocurre. Una de las primeras posibilidades a testar es
que la administracion de TRH a la madre aumenta las concentraciones de hormonas tiroideas
asequibles al feto, contrarrestando con ello la disminucion de las concentraciones de hormonas
tiroideas en el pulmon fetal. Se esta testando esta hipotesis, midiendo concentraciones de T4 y
T3 en plasma y tejidos maternos y fetales a distintas edades gestacionales, en ratas normales y
las tratadas con nitrofene, con y sin tratamiento con TRH solo, glucocorticoides solos, 0 ambos.

Hasta ahora se ha encontrado que el tratamiento materno con TRH, glucocorticoides, o
ambos combinados, afecta las concentraciones de T4 y T3 en tejidos maternos, pero apenas
afecta a las que se encuentran en los tejidos fetales.
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Identificacion y estudio de genes regulados por hormona tiroidea en el cerebro

(M. Alvarez, A. Cuadrado, C. Navarro, A. Figueroa, A. Muhoz, en colaboracion con J. Bernal del
IIB, E. Soriano de la Universidad de Barcelona y M. Zenke del Max-Delbruck Center de Berlin)

Mediante PCR diferencial hemos identificado nuevos genes de cerebro regulados por
hormona tiroidea. Entre ellos se encuentra un homologo del gen fungico Tom70, que codifica un
componente del complejo de la translocasa mitocondrial implicado en el transporte
intramitocondrial de protefnas desde el citoplasma. Se ha podido identificar también a partir de
cultivos de células neuroblasticas embrionarias el homologo del gen de Drosophila SWAP
("Suppressor of white-apricot"), que codifica un regulador del splicing. La deficiencia de
hormona tiroidea causa un aumento de la expresion de ambos genes en regiones especificas del
sistema nervioso central (SNC) durante el desarrollo en la rata. Por otra parte, a la vista de las
graves alteraciones en la migracion neuronal que tienen lugar en el cerebro hipotiroideo, hemos
estudiado la expresion de reelin, gen que codifica una protefna de matriz extracelular implicada
en el control de este proceso. Nuestros resultados indican que la hormona tiroidea regula
positivamente los niveles de mRNA y de proteina Reelina durante el desarrollo cerebral
temprano en la rata. De acuerdo a lo descrito en ratones reeler que carecen de este gen, la menor
expresion de Reelina en el cerebro hipotiroideo se acompana de un aumento de la expresion de
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Dab1, una proteina adaptadora que parece estar implicada en la via de sehalizacion de Reelina.
Otros genes actualmente en estudio codifican proteasas o inhibidores de éstas que exhiben una
expresion especifica en el SNC.

Estudio de la regulacion hormonal del gen de la prostaglandina D2 sintasa de cerebro
(L. F. Garciay A. Munoz, en colaboracion con Y. Urade del Osaka Bioscience Institute)

Hemos continuado el estudio del gen L-PGDS, que codifica por la forma de tipo lipocalina
de la prostaglandina D2 sintasa, previamente caracterizado por nosotros como regulado por
hormona tiroidea en el cerebro de rata. La L-PGDS es una proteina bifuncional muy abundante
en el liquido cefalorraquideo. Tiene actividad enzimatica (responsable de la sintesis de PGD2 a
partir de PGH?2), y, ademas, es capaz de transportar moléculas hidrofobicas como diversos
retinoides. Su sustrato, la PGD2, interviene en la regulacion de mdultiples e importantes
funciones en el SNC tales como la temperatura corporal, el ciclo vigilia-suefio y las respuestas al
dolor y al olor. Mediante co-inmunoprecipitacion hemos identificado una secuencia de union del
receptor de hormona tiroidea (TR) en la region promotora del gen L-PGDS, que media la
regulacion por dicha hormona en células transitoriamente transfectadas. Sin embargo, este
elemento no es funcional en el contexto del promotor natural. Asimismo, recientemente hemos
demostrado que el gen L-PGDS es fuertemente estimulado por glucocorticoides, y que la
adicion de hormona tiroidea potencia el efecto del glucocorticoide sintético dexametasona. El
tratamiento con dexametasona induce transcripcionalmente la expresion del gen L-PGDS en
neuronas hipotalamicas en cultivo, causando un aumento en los niveles de mRNA, protefna y
actividad enzimatica. Actualmente estamos analizando los efectos aditivos y/o sinérgicos de
ambas hormonas, asi como realizando un estudio detallado del promotor para identificar la
existencia de elementos de respuesta a glucocorticoides y su relacion con el elemento de union a
TR.

Efecto de hormonas sobre la actividad de proteinas quinasas intracelulares en células
endoteliales y epiteliales

(M.V. Gonzilez, B. Jiménez, J.M. Gonzalez y A. Muhnoz, en colaboracion con M.T. Berciano y
M. Lafarga de la Universidad de Cantabria y C. Caelles de la Universidad de Barcelona)

Continuando los estudios que nos permitieron identificar a la JNK ("c-Jun N-terminal
kinase") como una diana de inhibicion por glucocorticoides, hormona tiroidea, acido retinoico y
vitamina D en diversos tipos de células (Caelles et al., Genes & Dev., 11, 3351-3364, 1997),
hemos estudiado los efectos de estas hormonas con receptores nucleares sobre la actividad de la
JNK asi como de la ERK ("Extracellular-Regulated Kinase") y la p38MAPK, enzimas
implicadas en la transmision de sehales hacia el nicleo celular. Estos estudios se han llevado a
cabo en células endoteliales humanas, de rata y de raton. Se ha comprobado que la maxima
actividad inhibitoria corresponde a glucocorticoides sobre la induccion de la JNK por el TNF-a,
siendo también considerable la inhibicion de la estimulacion de la ERK por el factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF), probablemente el mas potente factor angiogénico
conocido. El acido retinoico y la vitamina D tienen efectos menores sobre estas enzimas. Por el
contrario, ninguna de estas hormonas modula la actividad de la p38MAPK en células
endoteliales, ni tampoco en las HeLa. Por otra parte, estamos investigando el mecanismo intimo
de este efecto inhibitorio de glucocorticoides sobre la JNK mediante técnicas de biologia
molecular y celular.

Biologia del oncogén v-erbA. Efecto de los genes v-erbA y c-erbA/TRal en células
gliales y relacion con co-represores transcripcionales

(S. Tenbaum y A. Muhoz, en colaboracion con S. Llanos del ICRF de Londres, J. Renau del
Centro de Investigacion La Fe de Valencia y A. Baniahmad de la Universidad de Giessen)

En células gliales de raton inmortalizadas hemos observado que la sobre-expresion del
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proto-oncogén c-erbA que codifica el receptor TRal causa una disminucion de la proliferacion.
En ausencia de suero, sin embargo, c-erbA/TRal induce la muerte celular por apoptosis por un
mecanismo que es revertido por activacion de PKC y sobre-expresion del gen bcl-2. Por el
contrario, el oncogén v-erbA que codifica una forma mutada de c-erbA/TRal induce la
expresion de PDGF-B y como consecuencia la proliferacion, invasividad y tumorogenicidad de
estas células en ratones inmunodeficientes. Actualmente estamos investigando las mutaciones
que son responsables de esta accion de v-erbA, asi como la actividad biologica de una nueva
isoforma natural de este oncogén recientemente aislada. Ademas, estudiamos la relacion de v-
erbA con Alien y otros co-represores transcripcionales.

Efectos de la hormona tiroidea y la vitamina D en células de epitelio de mama y de
colon

(J.M. Gonzalez, H. Garcia y A. Mufoz, en colaboracion con A. Garcia de Herreros de la
Universidad Pompeu Fabra, A. Cano y M. Quintanilla del IIB, F. Bonilla de la Clinica Puerta de
Hierro, y Lise Binderup de Leo Pharmaceuticals, Dinamarca)

Se estan analizando los efectos de la 1,25-dihidroxivitamina D3, derivado activo de la
vitamina D, y de varios analogos no hipercalcémicos (EB1089,...) sobre la capacidad
proliferativa, la expresion génica, el fenotipo y la tumorogenicidad de células de epitelio de colon
humano. Hemos identificado varios genes diana y cambios en el fenotipo que indican un efecto
protector de estas moléculas sobre la transformacion maligna de este tipo celular. Asimismo,
continuando estudios previos estamos investigando los efectos de la hormona tiroidea en células
de epitelio de mama, en las que hemos identificado la modulacion de genes implicados en el
control del ciclo celular y la adhesion intercelular (cateninas, fodrina, vinculina) y célula-sustrato
(tenascina). Ademas, en colaboracion con el grupo del Dr. F. Bonilla hemos iniciado el estudio
de la integridad de los genes TRa y TRb en carcinomas de mama humanos.

Mecanismo de accion antiangiogénica de la trombospondina-1
(B. Jiménez, en colaboracion con N. Bouck, de la Universidad de Chicago)

La angiogénesis es el proceso de formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de otros ya
existentes. La trombospondina-1 (TSP-1) es un potente inhibidor natural del proceso de
angiogénesis, cuyos niveles disminuyen durante la progresion tumoral. Nuestros estudios nos
han permitido determinar que la capacidad antiangiogénica y antitumoral de la TSP-1 es
consecuencia de su capacidad para inducir apoptosis de forma especifica en las células
endoteliales activadas. Utilizando distintos abordajes experimentales in vitro € in vivo hemos
identificado varios de los elementos de sehalizacion que median el efecto de este factor
antiangiogénico: el receptor de membrana CD36, las proteinas quinasas Fyn y p38MAPK y la
caspasa -3.
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Regulacion de la expresion de UCP-1 y de su promotor génico en adipocitos marrones
por norepinefrina, T3, acido retinoico, insulina y glucocorticoides.

(Eva Martin, Raquel Martinez de Mena, Gema Medina, Rosa Calvo, Arturo Hernandez y Maria
Jestis Obregon)

El tejido adiposo marron (BAT) en su estado activo, parece regular el gasto energético y
por ello podria ser importante en la etiologia de la obesidad. El principal mecanismo de
activacion termogénica del BAT es la induccion de la UCP-1, proteina mitocondrial que al
desacoplar la fosforilacion oxidativa produce calor, y es el marcador especifico del BAT. Hemos
estudiado los procesos de activacion adrenérgica de la UCP-1 en cultivos primarios de
adipocitos marrones de rata procedentes de células precursoras que diferencian a adipocitos
maduros. El estudio es abordado desde diversos angulos por varias personas del grupo.

Por estudios anteriores (A.H.) sabemos que la expresion del mRNA de UCP-1 se
estimula por norepinefrina (NE) durante la fase de diferenciacion y que la T3 es necesaria y
potencia enormemente los efectos de la NE sobre el mRNA de UCP-1. Estos efectos son a nivel
transcripcional y requieren sintesis de proteinas. Ademas la T3 estabiliza la vida media de los
mRNA transcritos.

Se ha estudiado (E.M., A.H.) la regulacion del mRNA de UCP-1 en dos especies (rata y
raton) encontrandose que su regulacion por T3, NE, insulina y 4cido retinoico es diferente en
ambas especies, siendo mayores los requerimientos de T3 en la estimulacion adrenérgica en
cultivos de rata, y de insulina en cultivos procedentes de raton.

Tambien se ha estudiado la modulacion de la activacion adrenérgica del mRNA por
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insulina (R.M.M.), hormona fundamental en el tejido adiposo, encontrandose que la insulina
inhibe la estimulacion del mRNA de UCP-1, tanto usando NE+T3 como T3. Estos datos
muestran que la insulina tiene acciones contrapuestas sobre UCP-1 y D2, ya que inhibe la
estimulacion adrenérgica del mRNA de UCP-1, mientras que estimula la 5” desiodasa 2 (D2)
(ver detras). También se han estudiado los efectos de los glucocorticoides sobre el mRNA de
UCP-1, observandose efectos bifasicos, dependiendo de la dosis empleada, dia de diferenciacion
y tiempo de exposicion a estas hormonas, siendo sus efectos estimuladores durante la
diferenciacion e inhibidores durante fases celulares mas tempranas, ademas de inhibir la
proliferacion celular.

Se han continuado los estudios sobre el efecto del Triac (A.H., G.M.), un metabolito de la
T3, confirmandose que tiene mayor potencia termogénica que la T3 sobre el mRNA de UCP-1,
actuando a dosis muy bajas. Los estudios se han completado analizando el uptake celular de
Triac y T3 y cuantificando sus efectos sobre otros genes como las desiodasas.

Ademas se ha estudiado la activacion del gen de la UCP-1 a nivel de promotor (E.M.,
R.C.). Tras clonar el promotor de la UCP-1, aislandose distintas porciones del extremo 5'
terminal hasta -6.0 kb, se ha estudiado su regulacion usando transfecciones transitorias en
cultivos primarios de rata, tras la validacion de este sistema. La expresion basal es maxima
usando el promotor basal. Se ha estudiado la regulacion del “enhancer” TRE (-2493/-2253),
ligado al promotor basal de la UCP-1, usando NE, T3, acido retinoico y glucocorticoides y la
accion de la insulina sobre éstos efectores. El elemento TRE induce una respuesta adrenérgica
maxima y se comporta como un elemento de respuesta a hormonas tiroideas, y no a acido
retinoico, potenciando la accion de la NE. La insulina regula negativamente el TRE. Los
glucocorticoides tienen una accion inhibidora de la transcripcion de UCP-1 en estadios
tempranos, y su accion es estimuladora durante la fase de diferenciacion. Tambien se ha
estudiado la expresion de los receptores nucleares RXR y PPAR gamma.

Regulacion de los genes de la UCP-2 y 3 en adipocitos marrones por noradrenalina,
hormonas tiroideas, Triac, insulina y leptina.

(Gema Medina, Rosa Calvo y Maria Jestis Obregon)

En 1997 se clonaron una familia de proteinas homologas a la UCP-1 (UCP-2 y UCP-3),
con una alta expresion en distintos tejidos, que parecen estar involucradas en el control de la
termogénesis a nivel del masculo esquelético y otros 6rganos. Hemos obtenido sus cDNA por
RT-PCR, asi como el clonaje del promotor de la UCP-3 de rata y se ha comenzado el estudio de
la regulacion de sus mRNAs en cultivos primarios de adipocitos marrones (R.C., G.M.).
Observamos claros efectos estimuladores de la T3 y el Triac sobre el mRNA de UCP-2 en
adipocitos marrones, tanto solos como conjuntamente con NE. El Triac se comporta como un
agente termogénico. La insulina tiene efectos inhibidores sobre estos estimulos. Todavia no
podemos decir que la leptina tiene un papel como inductora de UCP-2, ya que en nuestros
cultivos no produce inducciones.

Estos estudios se han completado con estudios in vivo, usando ratas infundidas con
distintas dosis de Triac o T3 (R.C., G.M., M.J.O.), confirmandose la mayor potencia
termogénica del Triac en BAT. Intentamos validar un método para determinar las
concentraciones de Triac en distintos tejidos de rata y determinando otros parametros biologicos
(TSH) que se afectan en esta situacion.

Ademas, se ha caracterizado el promotor basal de la UCP-3 (R.C.) identificandose sus
elementos basicos y el inicio de transcripcion, asi como su actividad en varios sistemas de cultivo
celular.

Regulacion de la actividad y mRNA de la 5'Desiodasa 2 (D2) en adipocitos marrones en
cultivo

(Raquel Martinez y Maria Jesas Obregon)
La T3 necesaria para la activacion del BAT es producida localmente en el adipocito marron

por la 5' Desiodasa tipo II (D2). Hemos estudiado la regulacion de dicha actividad D2 en los
cultivos arriba descritos, por un ser un factor determinante en la produccion de la T3 necesaria
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para la actividad termogénica. La actividad D2 se estimula por NE, via receptores B3-
adrenérgicos. La D2 se inhibe por T4, mientras que la T3 es requerida y potencia enormemente
su activacion adrenérgica y ésta accion de la T3 es similar a la producida sobre el mRNA de
UCP-1. El efecto de la T3 sobre la NE es mas importante en células totalmente diferenciadas y
no parece estar mediado por aumentos del cAMP.

Se ha estudiado el papel de la insulina, que parece ser necesaria para la actividad D2,
siendo su efecto directo, y no mediado a través de los receptores de IGFs. El efecto de la insulina
sugiere que la activacion requiere la via MAPK.

Las desiodasas (D2 y D3) fueron clonadas en 1995 como selenoproteinas. Ello nos ha
permitido analizar la regulacion de sus mRNAs. Hemos analizado los efectos de la NE y T3
sobre el mRNA de la D2. La NE per se no estimula el mRNA de la D2, y para ser efectiva
requiere la presencia de T3. La T3 per se, induce pequenos aumentos en el mRNA de D2. La
insulina tiene efectos estimuladores sobre el mRNA de D2 en dias tempranos, mientras que
durante la diferenciacion inhibe su expresion.

Regulacion de la actividad 5'Desiodasa en tejidos de rata por hormonas tiroideas
(Rosa Maria Calvo, Maria Jestis Obregon, en colaboracion con el grupo de la Dra G. Morreale)

Se han proseguido estudios sobre la regulacion de las concentraciones de hormonas
tiroideas y de las actividades desiodasas en tejidos fetales y adultos de rata. Se han explorado
situaciones de deficiencia de iodo, asi como otras situaciones que influencian el eje tiroideo,
como la diabetes y la subnutricion. (Ver lineas de investigacion Dra G. Morreale)

Se citan brevemente las lineas de investigacion y situaciones experimentales donde se ha
explorado la regulacion de las desiodasas D1, D2 y D3 por hormonas tiroideas o insulina:

1. Efecto de la deficiencia de iodo sobre las desiodasas cerebrales, hepaticas, tiroideas e
hipofisarias. Estudio del suplemento progresivo de iodo. Exploracion de los efectos de la
deficiencia en iodo sobre las desiodasas en otros tejidos.

2. Efecto de la deficiencia en iodo sobre la actividad D2 durante el desarrollo de la coclea y
del oido interno durante la fase postnatal.

3. Estudio del transportador de iodo (NIS) en situaciones de deficiencia de iodo en
tiroides fetales y su posible presencia en otros tejidos fetales, como placenta, piel y estbmago. En
este modelo de deficiencia de iodo se realizo una estudio completo del perfil de las desiodasas
D1, D2 y D3 en piel, BAT, cerebro, higado, placentas, etc (en colaboracion con el grupo de los
Dres. Daan van der Heide y Janny Schroder-van der Elst, Wageningen, Holanda ).

4. Efecto de la subnutricion y diabetes sobre las desiodasas hipotalamicas e hipofisarias
durante el desarrollo de la rata. (en colaboracion con el grupo de la Dra A.M. Pascual-Leone,
Centro Mixto CSIC- Fac. Farmacia. Universidad Complutense).

5. Efecto del HCB (dioxinas) sobre las desiodasas y las concentraciones de hormonas
tiroideas de BAT, higado, rindn y tiroides (colaboracion con el grupo de la Dra D. Kleiman y la
Lda L. Alvarez, Buenos Aires, Argentina).
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Regulacion hormonal de la expresion de genes especificos de tiroides:

1) Transportador de Iodo (NIS, Nat/I- Symporter)
(B. Garciay P. Santisteban)

Tres de los genes especificos de tiroides y marcadores del fenotipo tiroideo diferenciado
son los genes Tiroglobulina (Tg), Tiroperoxidasa (TPO) y el tranpostador de Iodo (NIS). Los
tres genes son decisivos en la sintesis de las hormonas tiroideas. Estas son hormonas iodadas y
por tanto es necesario que exista un riguroso control del gen responsable del transporte de iodo
(NIS) al interior de la célula epitelial tiridea. Por ello estamos estudiando la regulacion a nivel
transcripcional de NIS por los principales ligandos reguladoras de la funcion tiroidea: la
tirotropina TSH, la insulina y el IGF-I.TSH aumenta la expresion de NIS, y a diferencia de lo
que ocurre para Tg y TPO ni insulina ni IGF-I tienen efecto alguno. Sin embargo, ambos
ligandos inhiben de una forma dependiente de dosis la expresion de NIS inducida por TSH. El
efecto de la TSH es mediado por AMPc ya que es reproducido por forskolina. El inhibidor de
PKA, H89, reduce el estimulo de TSH pero tambien a diferencia de lo que ocurre para Tg y
TPO no lo anula totalmente. Ello sugiere una regulacion dependiente y otra independiente de
PKA del gen NIS. Actualmente estamos estudiando la regulacion del promotor de NIS. En la
region mas proximal se ha identificado un elemento de respuesta a TSH pero no a AMPc.En
una region distal se ha identificado un enhancer (NUE = Nis Upstream Enhancer) que posee
sitios de union para dos factores de transcripcion especificos de tiroides TTF-1 y Pax-8 (que
definiremos mas adelante) asi como una secuencia de respuesta a AMPc (CRE-like). Este
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elemento NUE responde fuertemente a TSH/AMPc. Nosotros estamos intentando localizar
regiones en el promotor de NIS que respondan a insulina/IGF-1, y que inhiban la activacion
transcripcional ejercida a traves del elemento NUE por TSH.

2) Papel del factor de transcripcion especifico fork head TTF-2 y del factor
constitutivo CTF/NF-1

(L. Ortiz, M.T. Seisdedos, I. Cuesta y P. Santisteban)

Los promotores de los genes Tg y TPO estan muy bien caracterizado. En ambos se unen
tanto factores de transcripcion especificos de tejidos (TTF-1, TTF-2 y Pax-8) como factores
constitutivos (CTF/NF-1). Trabajos previos de nuestro laboratorio habfan indicado que el factor
de transcripcion TTF-2, de la familia fork-head, media la respuesta hormonal de ambos genes.
TTF-2 se une a un elemento en cis en ambos promotores al que hemos definido como un
elemento de respuesta a hormonas. Sin embargo para que el factor TTF-2 sea activo
transcripcionalmente necesita interaccionar con otros factores. Por ensayos de interaccion
proteina-proteina hemos demostrado que TTF-2 interacciona con el factor constitutivo CTF/NF-
1. Asi mismo mediante estudios de foot-printing gendmico hemos podido demostrar que para
que el gen TPO se transcriba es necesaria la interaccion estereoespecifica de ambos factores.

Dado que ambos factores son necesarios para la regulacion hormonal tiroidea, nos hemos
centrado en el estudio de su regulacion hormonal. Los resultados obtenidos indican que la
expresion tanto de TTF-2 como de CTF/NF-1 esta regulada por TSH, via AMPc, asi como por
insulina e IGF-I. Los genes especificos de tiroides Tg y TPO son a su vez antigenos tiroideos
que juegan un papel decisivo en procesos de autoinmunidad tiroidea. Estamos estudiando la
participacion del factor TTF-2 en este proceso, habiendo demostrado que interleuquina-1 (IL-1)
y el interferon (IF)-< (factores usados en el tratamiento de pacientes con autoinmunidad tirodea)
disminuyen la expresion del antigeno tiroideo TPO. Este efecto tiene lugar a nivel transcripcional
ya que en ensayos de transfeccion transitoria hemos demostrado que la actividad del promotor
TPO disminuye tras tratamiento con IF< e IL-1. Lo mas interesante es que de nuevo el elemento
en cis que media la respuesta a [F< e IL-1 es el elemento de union a TTF-2. Asi mismo la
expresion de este factor de transcripcion disminuye tras el tratamiento con IF< e IL-1, indicando
su participacion directa en los citados proceso de autoinmunidad tiroidea.

En colaboracion con el grupo del Dr. Roberto Di Lauro, se ha caracterizado el promotor de
TTF-2. Dada la participacion decisiva de este factor en la regulacion hormonal tiroidea, en
nuestro laboratorio estamos identificando los elementos en cis y en trans, en dicho promotor que
medien las anteriores respuestas a TSH, cCAMP, insulina, IGF-I, [F< e IL-1. Asi mismo estamos
estudiando el sistema de traduccion de sefales implicadas en la anterior regulacion.

3) Reordenamiento de cromatina y control transcripcional.
(I. Cuesta y P. Santisteban)

El objetivo principal de este proyecto es el entendimiento de como factores de
transcripcion que se unen a secuencias especificas del DNA regulan la estructura de la cromatina,
y por lo tanto controlan la capacidad transcripcional de sus genes diana. Este proyecto surge
como consecuencia del hecho de que factores de la familia forkhead sean candiadatos a
reguladores de la estructura altamente ordenada de la cromatina. Estos factores de transcripcion
tienen similaridad estructural con histonas linker, las cuales se unen a nucleosomas y compactan
la cromatina. Este proyecto se ha iniciado recientemente en nuestro grupo. Los estudios que
estamos realizando tienen como objetivo investigar los mecanismos por los cuales el factor TTF-
2, un miembro de la familia forkhead, regula la estructura y la capacidad transcripcional de
substratos cromatinicos artificiales in vitro. Pretendemos estudiar la homologia estructural entre
TTF-2 e histonas linker y como TTF-2 es capaz de descompactar estructuras cromatinicas.
Estudiaremos este procesos en diferentes situaciones experimentales en células tiroideas
normales y transformadas.

Control de la proliferacion celular tiroidea.
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1) Transduccion de senales y ciclo celular en células epiteliales tiroideas.
(D.L. Medina y P. Santisteban)

El tiroides estd compuesto de dos tipos celulares bien diferenciados: células epiteliales (o
foliculares), que expresan Tg, TPO y NIS y células parafoliculaes que expresan calcitonina.

Las células epiteliales son el componente mayoritario y su proliferacion esta regulada
principalmente por la hormona TSH, que en estas células esta considerada como un factor de
crecimiento. Recientemente hemos descrito la existencia de un bucle de regulacion autocrina en
células epiteliales tiroideas de rata FRTL-5, en el que participan la TSH y el inhibidor general de
la proliferacion somatostatina (SS). Profundizando en los mecanismos implicados en este
proceso hemos demostrado que la TSH disminuye los niveles del inhibidor de quinasa

dependientes de ciclina p27kiP! | aumenta la expresion del 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
reductasa (HMG-CoA-Red), el enzima limitante en la sintesis de colesterol y derivados
isoprenoides, y aumenta la traslocacion a la membrana de la proteina GTPasa RhoA. En cuanto a
los genes importantes en la progresion a través del ciclo celular, la TSH incrementa los niveles de
la ciclinas tipicas de la fase G1 (D1 Y E), asi como los niveles de la quinasas dependiente de
ciclina CDK2. Estos incrementos se complementan con un aumento de la formacion de los
complejos ciclina E-CDK?2 activos.

Por el contrario la SS inhibe la disminucion de p27k! | mediada por la TSH, y disminuye la
formacion de complejos ciclina E-CDK?2 activos. Utilizando inhibidores especificos de las
distintas vias de sefalizacion, y/o dominantes negativos de las diferentes quinasas implicadas,
hemos podido demostrar que la proliferacion de células epiteliales tiroideas mediada por TSH se
produce a través de al menos dos vias en las que participan la PKA y la PI3K. Ambas rutas
activan la sintesis de isoprenoides, necesarios para la traslocacion de RhoA a la membrana
plasmatica. Al mismo tiempo, TSH incrementa la expresion de ciclinas esenciales para la
transicion G1/S y de la CDK2. La SS bloquea estos efectos mucho mas arriba de la activacion
de las vias de la PKA y la PI3K, inactivando la adenilato ciclasa.

2) Control del ciclo celular en células parafoliculares tiroideas
(T. Dilla, J.A. Velasco, Medina D.L. y P. Santisteban)

En este estudio estamos utilizando un modelo de células parafoliculares derivadas de un
carcinoma medular de tiroides (células MTT). Datos previos de nuestro laboratorio habian
demostrado que esta células son deficientes en pS3. Basados en las observaciones de que la
oncoproteina MDM?2 inhibe la parada del ciclo celular y la apoptosis inducida por p53 y que
induce el ciclo celular en ausencia de p53, nos propusimos estudiar el papel de MDM?2 en las
células MTT. En primer lugar comprobamos que el oncogen mdm?2 esta ausente en dichas
células y mediante transfeccion estable generamos lineas de células MTT expresando MDM?2.
Las lineas generadas presentaron un retardo en el crecimiento, demostrandose por citometria de
flujo una poblacion de células en estado hipodiploide lo que sugeria una nueva funcion para
MDM?2 como inductor de apoptosis. Esta circunstancia se ha demostrado en mas detalle
mediante marcaje con anexina V y formacion de la escalera de DNA. Comprobamos también,
mediante inyeccion de las célula generadas en ratones desnudos, que MDM?2 no revierte el
fenotipo tumoral, aunque cuando analizamos el porcentaje de células apoptotica en los tumores
con la técnica de TUNEL el namero de niicleos apoptoticos era 20 veces superior en los tumores
que sobreexpresaban MDM?2. En la basqueda de posibles rutas implicadas en la apoptosis
mediada por MDM?2 hemos demostrado que produce una disminucion de los niveles de la
proteina antiapoptotica bcl-2 y un aumento en los de caspasa 2. Actualmente continuamos
caracterizado otras protefnas implicadas en la respuesta apoptotica inducida por MDM?2 en las
células MTT, asi como la implicacion de esta oncoproteina en carcinomas medulares tiroideos
humanos.

Regulacion de la expresion de genes especificos de pulmon:

1) Expresion de las proteinas surfactante de pulmon y del factor de transcripcion
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homeotico TTF-1: Papel de glucocorticoides y antioxidantes
(A.,Losada, J.A. Tovar y P. Santisteban)

El factor de transcripcion homeotico TTF-1, identificado inicialmente en tiroides, se
expresa también en pulmon y se ha definido como un factor esencial tanto para el desarrollo
morfologico de éste 0rgano como para su maduracion bioquimica ya que regula la expresion de
las proteinas surfactantes de pulmodn. Utilizando un modelo animal de hipoplasia pulmonar,
inducida por el herbicida nitrofen, hemos demostrado la existencia de una marcada disminucion
de la expresion de TTF-1. Esta disminucion es paralela a la de la expresion de la proteina B del
surfactante pulmonar. Ademas hemos conseguido revertir la disminucion de la expresion tanto
de TTF-1 como de SP-B al tratar con glucocorticoides a los animales que sufren hipoplasia
pulmonar. Por otro lado y teniendo en cuenta la mejora en el desarrollo pulmonar que sufren
estos animales cuando se les administra antioxidantes como vitamina E, hemos estudiado la
posible regulacion redox que el nitrofen ejerce sobre TTF-1, llegando a la conclusion de que este
compuesto actla como un oxidante en ensayos in vitro, oxidando TTF-1 e impidiendo en parte
la union de este factor de transcripcion a sus elementos en cis en el promotor de SP-B. En
cuanto al mecanismo de accion de los corticoides estamos estudiando en nuestro modelo la
implicacion del complejo AP-1 y de la inhibicion de su activacion por corticoides.

2) Expresion diferencial de TTF-1 en pulmon y en tiroides.
(M. Rivas y P. Santisteban)

Como hemos venido exponiendo a lo largo de esta memoria, el factor homeotico TTF-1 se
expresa en dos Organos diferentes, el tiroides y el pulmon. La pregunta que surge es: ;Como un
factor de transcripcion especifico de tejido tiroideo, controla la expresion de protefnas especificas
de otro tejido (el pulmonar) que no expresa ningiin fenotipo tiroideo? Para resolver esta pregunta
hemos iniciado recientemente un proyecto nuevo en el que el primer objetivo que nos hemos
planteados es estudiar el papel de TTF-1 en la regulacion de los promotores de Tg y de SP-B.
En una primera aproximacion estamos estudiando si en células pulmonares (H441) que
contienen TTF-1 somos capaces de expresar exogenamente el promotor de Tg y viceversa: si en
células tiroideas (FRTL-5) que también expresan TTF-1 somos capaces de expresar el promotor
de SP-B. Estos resultados nos indicarfan si el problema de la expresion diferencial de ambos
genes (Tg y SP-B) es la abundancia relativa de TTF-1 en ambos tejidos. Otro problema que
estamos abordando es si la expresion diferencial es debida a un problema de metilacion de los
promotores Tg y SP-B en los dos tejidos (pulmon y tiroides). Finalmente otra de las hipotesis
que barajamos es la existencia de proteinas nucleares (co-activadoras o co-represoras) que
interaccionen con TTF-1 y que se expresen de forma diferencial en ambos tejidos.

Factores de transcripcion y vias de transduccion de senales implicados en la
regulacion del gen del énzima malico citosolico.

(I. Barroso, M.T. Seisdedos y P. Santisteban)

La expresion del gen del enzima malico citosdlico (ME) esta regulada hormonalmente. En
este trabajo nos hemos centrado en un estudio en profundidad del control transcripcional de ME
por insulina en células de hepatoma de rata H35. Mediante ensayos de transfeccion transitoria
hemos localizado el elemento de respuesta a insulina el promotor de ME. Por ensayos de retardo
en gel hemos demostrado que Spl y Sp3 se unen a ese elemento de manera constitutiva. El
tratamiento con insulina induce la union rapida y transitoria del factor de repuesta temprano Egr-
1, el cual desplaza a Spl de su sitio de union al DNA. La induccion de Egr-1 depende de la
estimulacion de la ruta Ras/MAPK e inhibe el promotor de ME, lo que podria formar parte de
una respuesta mitogénica de las células a la insulina. En una fase mas tardia la hormona induce la
transcripcion del gen, mediante la activacion de una ruta distinta que depende de PI3-K. En ésta
respuesta tardia podria participar Spl. La funcionalidad de Sp1 la hemos estudiado en ensayo de
transfeccion transitoria usando como modelo células de Drosophila SL-2 (que no expresan éste
factor). Actualmente estamos estudiando en detalle la cooperacion de Spl con miembros de la
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superfamilia de receptores nucleares que también regulan el promotor de ME.

Finalmente hemos estudiado el control de la expresion de ME por hexaclorobenceno
(HCB), un compuesto que actia a través del receptor de dioxinas. Hemos demostrado que la
transcripcion de ME esta bajo el control de HCB, habiendo delimitado en el promotor ME un
elemento de respuesta a xenobidticos (XRE). Lo mas interesante es que el elemento XRE
coincide con un elemento de respuesta a hormonas tiroideas (TRE) previamente definido en
dicho promotor. El HCB induce una proteina nuclear que se une al elemento XRE/TRE, cuyas
propiedades de union al DNA son similares a las de los receptores nucleares pero cuya identidad
nos es aun desconocida.
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Participacion de sistemas de sehalizacion dependientes de cAMP en la diferenciacion
de astrocitos

(I. Vallejo, L-C Chen, B. Cebolla, M. Vallejo)

Los experimentos de diferenciacion neural se realizaron inicialmente con células
precursoras neurales RC2.E10, y posteriormente con cultivos primarios de células corticales
embrionarias. Las células RC2.E10 constituyen una linea monoclonal establecida en nuestro
laboratorio a partir de cultivos primarios de cortex cerebral de embrion de rata preparados el dia
16 de gestacion (E16). Su inmortalizacion condicional se realizO mediante la transduccion
retrovirica de un mutante termosensible de antigeno T del virus simio 40 (SV40T).
Rutinariamente proliferan a una temperatura de incubacion de 33°C en presencia de suero fetal
bovino (10%). El oncogén inmortalizador puede inactivarse mediante el aumento de la
temperatura de cultivo a 39°C, temperatura a la que las células RC2.E10 exhiben caracteristicas
fenotipicas propias de células progenitoras neurales (proliferacion dependiente de bFGF en
medio sin suero; expresion del marcador especifico nestin; y supervivencia a largo plazo
comprometida, incluso en presencia de suero).

En presencia de bFGF, el tratamiento de las células RC2.E10 con 8-Br-cAMP, un anilogo
estable y liposoluble del cAMP, induce importantes cambios en la morfologia de las células, que
adquieren un aspecto estrellado en pocas horas. Para comprobar si la respuesta diferenciadora
observada tras la estimulacion por AMPc representa un cambio de identidad celular, llevamos a
cabo estudios inmunocitoquimicos utilizando anticuerpos monoclonales correspondientes a
marcadores especificos de neuronas (MAP-2, NCAM vy calbindina), oligodendrocitos
(galactocerebrosido) y astrocitos (GFAP y S100b). Estas tinciones inmucitoquimicas
demostraron que, antes de la estimulacion por AMPc, las células no expresan ninguno de los
marcadores neuronales o gliales. Sin embargo, una vez diferenciadas con 8Br-AMPc o
forskolina, las células RC2.E10 adquieren inmunorreactividad positiva para GFAP y S100b,
pero no para MAP-2, NCAM, calbindina o galactocerebrosido, y disminuyen considerablemente
su inmunorreactividad para nestin. Estos resultados indican que la estimulacion por AMPc
induce la diferenciacion de las células progenitoras RC2.E10 en astrocitos. Mediante la
cuantificacion del porcentaje de células que incorporan bromodeoxiuridina (BrdU),
comprobamos que esta respuesta diferenciadora se acompana de una disminucion de la
proliferacion celular.

Experimentos similares han sido llevados a cabo utilizando cultivos primarios de células
progenitoras obtenidas de la corteza cerebral de ratas en desarrollo embrionario, extraidas a los
17 dias de gestacion (E17). Utilizando los cultivos primarios se pretende determinar la identidad
de los factores neurotroficos corticales que estimulan la sintesis intracelular de AMPc en células
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precursoras, y su interaccion con otros agentes inductores de la diferenciacion de astrocitos.

Identificacion y caracterizacion de factores de transcripcion tipo homeodominio en
células nerviosas

(B. Pérez-Villamil, P. Schwartz, A. Sainz, M. Vallejo)

En el control de la diferenciacion regional y celular del sistema nervioso central intervienen
genes que codifican factores de transcripcion tipo homeodominio. Entre estos, cabe destacar los
correspondientes a las familias Orthodenticle y Distal-less, ya que parecen estar implicados en
procesos de especificacion del fenotipo de algunos tipos neuronales.

Utilizando RT-PCR con oligonucledtidos degenerados correspondientes a regiones
homologas de los homeodominios de estas familias, en combinacion con técnicas RACE
("Rapid Amplification of cDNA Ends"), hemos identificado y clonado, a partir de RNA
preparado de células precursoras hipocampicas y corticales, cDNAs que codifican dos nuevas
proteinas tipo homeodominio, denominadas Opx-1 (Orthodenticle and Pax-related homeobox) y
Drx-1 (Distal-less-related homeobox). Utilizando RT-PCR para detectar la presencia de RNA,
asi como hibridaciéon in situ, encontramos que Opx-1 se expresa abundantemente en el
mesodermo de embriones relativamente jovenes (E11.5), mientras que en embriones en estadios
mas avanzados (E14 a E19) se observa su expresion en el sistema nervioso central, restringida
fundamentalmente a los segmentos anteriores del cerebro. Por el contrario, los niveles de
expresion de Drx-1 son mas bajos en estadios tempranos del desarrollo embrionario, y
aumentan considerablemente en el sistema nervioso central alrededor de E15, con igual
distribucion en regiones prosencefalicas y mesencefalicas.

En estudios llevados a cabo en lineas celulares de precursores corticales in vitro
demostramos que la expresion de Drx-1 puede ser inducida selectivamente por CNTF pero no
por otras neurotrofinas, y por lo tanto puede intervenir en los procesos de diferenciacion
desencadenados por este factor.

Ya que tanto Opx-1 como Drx-1 se expresan en pre-astrocitos RC2.E10 descritos en la
seccion anterior, hemos investigado la hipotesis segin la cual estos factores de transcripcion
pueden participar en la expresion del gen de GFAP. Un examen de la secuencia del promotor de
este gen reveld la presencia de tres regiones con capacidad de proporcionar sitios de union
especifica de proteinas tipo homeodominio, habida cuenta que contienen el consenso TAAT. A
estos elementos los hemos denominado GFAPT1, GFAPT2 y GFAPT3. Hemos comprobado
que Opx-1 presente en extractos nucleares de células RC2.E10 se une especificamente a
GFAPT2 y GFAPT3, pero no a GFAPT1. Sin embargo, Opx-1 recombinante, expresado in
vitro, s6lo es capaz de reconocer GFAPT?3, y por lo tanto es posible que necesite una interaccion
con otros factores para reconocer GFAPT?2. Utilizando anticuerpos especificos generados en
nuestro laboratorio hemos comprobado que este es el caso, y que uno de estos factores es Drx-
1. Nuestros estudios, utilizando también homeodominios de otro tipo, indican que tanto Opx-1
como Drx-1 son capaces de interacionar entre si y con otras proteinas, y alterar la especificidad
de su uniodn a secuencias de DNA dependiendo de qué proteinas estan asociadas a estos factores
de transcripcion. Por ltimo, hemos comprobado que los perfiles de union de estos
homeodominios al DNA guarda una correlacion estricta con su capacidad de transactivacion,
evaluada en experimentos de transfeccion en varios tipos de células.

Regulacion de la expresion génica especifica en el sistema nervioso central
(P. Schwartz, M. Mirasierra, M. Vallejo)

Los mecanismos moleculares que generan diversidad celular en los segmentos anteriores
del sistema nervioso central durante el desarrollo embrionario se desconocen en gran medida.
Numerosos datos experimentales sugieren que factores de transcripcion tipo homeodominio
juegan un papel importante durante la diferenciacion de las cé€lulas precursoras neurales
mediante la regulacion de la expresion de genes diana que codifican proteinas que confieren
caracteristicas fenotipicas especificas. Para estudiar este aspecto centramos nuestra atencion en el
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estudio de la regulacion del gen que codifica el neuropéptido somatostatina, cuya expresion
confiere especificamente identidad fenotipica a diversas neuronas del sistema nervioso central y a
algunas células gliales.

Con el fin de identificar elementos reguladores que participan en el control neural de la
expresion génica de somatostatina, realizamos transfecciones en células RC2.E10, utilizando
plasmidos el los que la transcripcion del gen que codifica la enzima bacteriana cloramfenicol
acetiltransferasa (CAT) se coloca bajo la influencia del promotor del gen de somatostatina.
Mediante la introduccion de deleciones y mutaciones en el promotor de somatostatina,
comprobamos que la regulacion neural de este gen esta mediada por elementos reguladores tanto
estimuladores como represores que parecen actuar coordinadamente. El elemento regulador que
media las repuestas transcripcionales dependientes de AMPc ("cAMP response element, CRE)
parece jugar un papel primordial como potente activador de la transcripcion incluso en
condiciones basales, y su integridad es absolutamente necesaria para la expresion del gen. Por
otro lado, elementos reguladores que en células pancreaticas se comportan como activadores de
la transcripcion mediante la union de factores tipo homeodominio (elementos TAAT), exhiben
actividad represora en células neurales en condiciones basales. El analisis de la movilidad
electroforética de oligonucledtidos TAAT marcados e incubados en presencia de extractos de
proteinas nucleares neurales indica que algunos de los complejos DNA-proteina contienen los
factores homeodominio Opx-1 e IDX-1.

Expresion del factor homeodominio IDX-1 en el sistema nervioso central
P. Schwartz, M. Glinski, M. Vallejo)

En un estudio preliminar disehado para detectar la posible presencia de homeodominios
tipo Hox en el sistema nervioso central, utilizando oligonucledtidos de secuencia degenerada
correspondientes a las regiones mas conservadas del homeodominio, encontramos que el 34%
de los clones aislados a partir de ARNm de cortex cerebral corresponden al factor de
transcripcion IDX-1.

IDX-1 es un factor tipo homeodominio previamente identificado en células pancreaticas y
duodenales, que participa en la regulacion de la expresion de los genes que codifican insulina y
somatostatina y en el desarrollo pancreatico.

Mediante RT-PCR semicuantitativo, utilizando oligonucleotidos especificos para IDX-1,
comprobamos que este factor se expresa en el sistema nervioso central en desarrollo, con niveles
maximos en embriones de 15 dias de gestacion, momento a partir del cual su expresion
disminuye considerablemente. En el cerebro adulto se detectd su presencia en el diencéfalo,
tronco encefalico, cerebelo y cortex cerebral. Estos hallazgos se corroboraron
inmunohistoquimicamente utilizando un anticuerpo (a253) que reconoce especificamente los 12
aminoacidos del extremo carboxilico de IDX-1, lo cual demostrd su presencia, entre otras
regiones, en el cortex cerebral, eminencia ganglionica, area talamica e hipotalamo, y coliculos
inferiores de embriones de rata de 15 dias de gestacion.

Mediante inmunodeteccion por Western con el anticuerpo a253, confirmamos la presencia
de IDX-1 en extractos de cerebro embrionario (E15 y E17), en un estudio comparativo en el que
se incluyeron como controles positivos tanto IDX-1 recombinante como extractos de células
pancreaticas. Asimismo, detectamos mediante estos estudios la presencia de IDX-1 en células
neuroprecursoras RC2.E10.

La presencia de IDX-1 en células RC2.E10 nos permiti0 iniciar estudios encaminados a
evaluar si IDX-1 contribuye a la regulacion de la expresion del gen de somatostatina en células
neurales. Mediante transfecciones utilizando un vector de expresion de IDX-1, determinamos
que IDX-1 estimula la transcripcion del gen de somatostatina en células RC2.E10, accion para la
cual se requiere la integridad del elemento SMS-EU, y también de otro elemento TAAT
identificado en estos estudios, que denominamos SMS-TAAT3. Mediante analisis de movilidad
electroforética en presencia de anticuerpo a253, se observd que extractos de proteinas nucleares
tanto de cé€lulas neuroprecursoras RC2.E10 como de cerebro embrionario de rata, contienen
IDX-1 que reconoce especificamente SMS-UE y SMS-TAAT3.
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Analisis estructural del control y expresion de la fosfofructokinasa de células
eucarioticas.

(M.B. Santamaria, C. Sanchez, O. Martinez-Costa, V. Sanchez y J.J. Aragon)

Esta linea se dirige al analisis de los motivos estructurales implicados en la catalisis y la
regulacion de la fosfofructokinasa (PFK), enzima clave para el metabolismo de carbohidratos, y
al estudio del control de la expresion del isozima C en células tumorales. La construccion de dos
PFK's quiméricas mediante el intercambio de las mitades N- y C-terminales de los isozimas M
de muasculo y C de tumor ascitico, que tienen caracteristicas reguladoras diferentes, nos ha
permitido evaluar la contribucion de cada uno de estos dominios al centro activo y a los sitios de
ligamiento de varios efectores alostéricos. A través de delecciones y mutaciones seriadas, hemos
caracterizado en detalle una region del enzima no regulador de Dictyostelium discoideum
responsable de su falta de control alostérico. El comportamiento de mutantes en dicha region, las
diferencias estructura/funcion entre los isozimas C y M y la conducta de las PFK's quiméricas
han senalado el interés potencial de determinados residuos cuya implicacion en la union de
ligantes especificos estamos examinando por analisis mutacional. La obtencion en el laboratorio
de cada uno de estos isozimas como protefnas recombinantes en cantidades importantes hace
ademas accesible su cristalizacion, de interés capital para esta linea al no haberse resuelto atin la
estructura tridimensional de ninguna PFK eucaridtica. Por otra parte, a la vista del elevado
contenido en isozima C de las células tumorales, en las que su expresion esta sometida a control
a largo plazo durante el desarrollo del tumor, estamos tratando de aislar y caracterizar la region
promotora de este gen y pretendemos estudiar la relacion de su expresion con el proceso de
diferenciacion celular.

Interaccion de la fosfofructokinasa de D. discoideum con la formacion de microtabulos.

(M.B. Santamaria, O. Martinez-Costa, V. Sanchez y J.J. Aragon)
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Tras haber identificado este enzima como un potente inhibidor especifico de la
polimerizacion de tubulina, hemos evidenciado la formacion de complejos tubulina-PFK 'y
estamos tratando ahora de examinar, por un lado, el posible papel in vivo de este efecto
(enteramente diferente de la funcion -catalitica de este enzima) mediante anulacion vy
sobreexpresion del gen pfk en D. discoideum (en colaboracion con el Dr. R. Escalante) y
transfeccion y/o microinyeccion de la protefna en células animales (en colaboracion con el grupo
del Dr. J. Avila del Centro de Biologia Molecular) y, por otro, de caracterizar a nivel molecular la
interaccion del inhibidor con tubulina.

Empleo de galactosil-xilosas para la evaluacion in vivo de lactasa intestinal como
posible método diagnostico de la deficiencia de este enzima.

(C. Hermida y J.J. Aragon)

La administracion oral de 4-galactosil-xilosa a ratas lactantes conduce a la eliminacion en
orina de la xilosa resultante de su hidrOlisis por la lactasa intestinal, donde puede ser
determinada mediante un simple ensayo colorimétrico. La fuerte correlacion existente entre la
xilosa excretada y los niveles de lactasa intestinal a lo largo del desarrollo de los animales, junto
con el relativamente simple proceso de sintesis del disacarido (desarrollado por el grupo del Dr.
A. Fernandez-Mayoralas), lo reducido de la dosis necesaria del mismo y la sencillez de la
valoracion de xilosa (compuesto por otra parte fisioldgico), nos ha llevado a proponer esta
sistematica como método de diagndstico no invasivo de la deficiencia de lactasa y en general de
la integridad funcional de la mucosa intestinal, con interés particular en pediatria. Hemos
examinado la eficacia de 4-galactosil-xilosa frente a los regioisomeros 3- y 2-galactosil-xilosa
(productos colaterales de la sintesis), resultando ser el primero el mas idoneo para la evaluacion
in vivo de la actividad del enzima a pesar de que la lactasa muestra una eficacia catalitica in vitro
muy superior para los otros dos compuestos. Actualmente estamos optimizando la evaluacion in
vivo del enzima a través de los niveles en sangre de xilosa, procedimiento alternativo
minimamente cruento que puede ser de gran valor practico en sujetos lactantes. En colaboracion
con la industria farmacéutica se esta llevando a cabo la sintesis a mayor escala del disacarido con
vistas al inicio de ensayos clinicos en fase 1.
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Caracterizacion del gen humano POMT1, que codifica una O-manosiltransferasa
(A. Coloma, A. Caballero y Jesas Cruces)

Hemos clonado y caracterizado un gen humano (POMTI) que es homologo de rotated
abdomen, una mutacion recesiva de Drosophila que produce rotacion del abdomen de las
moscas afectadas. POMT1] se localiza en 9q43.1, es de expresion ubicua, y codifica una proteina
con una secuencia homologa a las O-manosiltransferasas de levadura (Pmts). Se trata del primer
hallazgo de una proteina de este tipo en mamiferos, y hemos detectado también la existencia de
este gen en raton. En base al fenotipo observado en Drosophila, estamos investigando si un
déficit en la expresion de POMTI puede determinar la aparicion de algtin tipo de trastorno
genético relacionado con el desarrollo del sistema muscular.

Regulacion de la expresion del gen humano de neurogranina (NRGN)
(A. Coloma, C. Martinez de Arrieta, E. Candel y J. Bernal)

Hemos identificado y descrito la estructura del gen NRGN que esta localizado en el
cromosoma 11g24. Este gen codifica neurogranina, una proteina de expresion exclusivamente
neuronal, cuya expresion en la rata esta regulada por la hormona tiroidea. Asimismo, NRGN
contiene un elemento de respuesta a esta hormona, que esta localizado dentro del primer intron,
unas 3 Kb después del sitio de inicio de la transcripcion. Nuestros datos sugieren que este gen
es una diana directa de la hormona tiroidea en cerebro.

Publicaciones

Pérez Jurado, L., Wang, Y., Peoples, R., Coloma, A., Cruces, J. y Francke, U. (1998) A
duplicated gene in the breakpoint regions of the 7q11.23 Williams-Beuren syndrome
deletion encodes the initiator binding protein TFII-I and BAP-35, a phosphorylation target
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Coloma, A. Aplicaciones médicas de la Biotecnologia: El desarrollo de la Genética Molecular
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homolog, NRGN contains a thyroid hormone-responsive element located in the first
intron. Endocrinology 140: 335-343

Pérez Jurado, L., Coloma. A. y Cruces, J. (1999) Identification of a human homolog of the
Drosophila rotated abdomen gene (POMTI) encoding a putative protein O-mannosyl-
transferase, and assignment to human chromosome 9q34.1. Genomics, 58: 171-180.

Tesis doctorales

Cruz Martinez de Arrieta Martinez
"Identificacion y caracterizacion del gen humano NRGN. Estudio de su regulacion por
hormona tiroidea" Universidad Autonoma de Madrid. Facultad de Ciencias.1998. Director:
Antonio Coloma Jerez. Calificacion: Apto cum laude.
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Control de la expresion y modulacion de actividades enzimaticas en levadura y
sistemas en desarrollo.

Investigador Principal: Fernandez de Heredia, Claudio, Profesor de Investigacion. Dr.
vinculado "ad Honorem".

Personal de Apoyo Navarro Palanca, M* Asuncion

Palabras Clave:

Carbohidratos; Saccharomyces; Nucleotidos ciclicos; Fosfodiesterasas

Interacciones en el metabolismo de mono- y disacaridos en Saccharomyces cerevisiae.
(C.F.Heredia y A. Navarro).

Continuando el trabajo sobre interacciones en el metabolismo de mono- y disacaridos en
levadura, hemos centrado la atencion en el estudio de las caracteristicas de la secrecidn de
glucosa a partir de maltosa provocada por la presencia de hexosas (manosa o galactosa) en los
medios, llegando a las siguentes conclusiones: a) la cantidad de glucosa secretada representa
cuando menos la mitad de la maltosa transportada por la célula b) la secrecion de glucosa se
yugula por agentes (dinitrofenol, acetato de uranilo) que impiden la entrada de maltosa a la célula
indicando que no es consecuencia de hidrolisis extracelular del disacarido; c¢) implica la accion
de agentes muy labiles (ademas de y distintos del tranportador de maltosa) que se inactivan por
presencia de mezclas de maltosa y una hexosa fermentable (glucosa, fructosa, manosa o
galactosa); d) estos agentes reaparecen de nuevo por incubacion de la levadura en medios con
maltosa y su reaparicion es bloqueada por cicloheximida o por presencia de hexosas
fermentables.

Metabolismo de nucleotidos monofosfato ciclicos.
(C.F.Heredia y A. Navarro)

Hemos finalizado el estudio de caracterizacion de una fosfodiestearasa de Fusarium
culmorum que hidroliza nucledsidos 2',3' monofosfato ciclicos dando como productos los
correspondientes nucledsidos 3'-fosfato. En contraste con un enzima similar encontrado en
bacterias, el enzima de Fusarium no tiene actividad nucleotidasa, no tiene requerimientos

metélicos, es inhibido por concentraciones micromolares de Cu*t* y Znt+ y es muy resistente
a calor. El enzima hidroliza los cuatro nucledsidos 2'.3' monofosfato, es inactivo sobre
nucleodsidos 3',5' monofosfato, tiene mayor afinidad por los de bases puricas (Kmg : Ado-2'3'-
P=0.3 mM y Guo-2',3-P=0.1 mM) que pirimidicas ( Kmg: Cyd-2'3'-P=0.6 mM y Urd-2'3'-
P=2 mM) y carece de actividad ribonucleasa (En prensa).

Hemos desarrollado un método enzimatico que permite la determinacion cuantitativa de
concentraciones micromolares de citidin 2'-fosfato ain en presencia de concentraciones al
menos cinco veces mayores de una gran variedad de otros nucledtidos. El método permite
también la deteccion de la actividad 2',3'-nucleotido ciclico 3'-fosfodiesterasa (EC 3.1.4.37) y su
discriminacion de la 2',3'-nucleotido ciclico 2'-fosfodiesterasa (EC 3.1.4.16).

Publicaciones.

Heredia, C.F. (1998) Impairment by hexoses of the utilization of maltose by Saccharomyces
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Mecanismos de resistencia celular a antifolatos: evaluacion de inhibidores de enzimas
dependientes de folatos como posibles agentes antitumorales.

Investigador Principal: Llorente,Pilar.Investigador Cientifico

Investigadores Asociados:  Rivera ,Pilar. .I.B de Barcelona.
Grau , Rosa. 1.1.B deBarcelona.

Personal de Apoyo Argomaniz, Luisa.

Colaboraciones: Aran ,Vicente. Inst.de Quimica Médica .C.S.I.C

Palabras Clave

Antifolatos, resistencia celular, LLLA mrina (L5178 Y ), lineas celulares humanas (PANC-1,HT-
29 y MCF-7). FPGS, Inhibidores,

Evaluacion de inhibidores de enzimas dependientes de folatos como posibles agentes
antitumorales.

(P.Llorente , P.Rivera , R.Grau and L.Argomaniz)

La resistencia inducida o adquirida de ciertas neoplasias a la terapia citotoxica es su
principal problema clinico.Existen numerosos mecanismos de resistencia a drogas, dilucidados
principalmente por estudios in vitro, que incluyen mutaciones en los genes "diana",
amplificacion de genes, diferencias en la capacidad de regeneracion, cambios en la capacidad de
transporte y/o captacion de las drogas, diferencias en las rutas de recuperacion de nucledsidos y
bases y, en el caso de los antifolatos, la poliglutamilacion.

El requerimiento esencial por los folilpoliglutamatos para la viabilidad celular y la
importancia de la poliglutamilacion de los antifolatos para ejercer su toxicidad sugiere que
alteraciones en la sintesis de poliglutamatos, por la accion de la folilpoliglutamato sintetasa
(FPGS ) pueden tener importantes efectos terapeuticos. Estas alteraciones pueden ser inducidas
indirectamente, por cambios en la distribucion de un atomo de carbono en el acervo de folatos, o
directamente a traves de efectos sobre la FPGS. En esta @ltima hipotesis se han basado nuestros
estudios, para lo que se diseharon y sintetizaron compuestos, derivados de pterina, posibles
productos de hidrolisis celular de folatos naturales y antifolatos ( MTX) que hemos demostrado
son potentes inhibidores, principalmente pterina , 6-carboxipterina y sus correspondientes 4-
amino derivados, de la actividad FPGS en células de LLLA murina, L5178 y sublineas con
distintos fenotipos de resistencia a antifolatos.: R/15SMTX ,R/600MTX, MTX y R/10500MTX.

Dada la similitud y /o interaccion de los efectores de algunos enzimas dependientes de
folatos con otros enzimas implicados en el metabolismo de folatos a nivel intracelular y que se
ha descrito son afectados por poliglutamatos como TS, GARFT y AYCARFT, claves en la via de
sintesis de purinas, estamos realizando el estudio de la evaluacion de los compuestos inhibidores
de FPGS mencionados sobre estos enzimas en las lineas celulares de LLLA murina descritas y en
las celulares humanas: carcinomas de pancreas ( PANC-1 y BxPC-3), colon (HT29) y mama
(MCEF-7) y de cultivos de células normales para descartar un efecto toxico inespecifico.

Sintesis y evaluacion enzimatica de nuevos derivados de pterina
(V.Aran, L.Argomaniz y P.Llorente)

El estudio de la estructura-funcion de los inhibidores de FPGS descritos ha llevado al
disefio y posible sintesis de otros compuestos, analogos y mas lipofilicos que ejerzan una accion

inhibidora mas potente, con disminucion de las Ki(s) sobre las enzimas objeto de estudio y de la
toxicidad e incremento del transporte celular.
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Metabolismo y funcion de dinucledsido polifosfatos

Investigadores Principales:  Sillero, Antonio
Gunther, Maria Antonia
Personal de Apoyo Diego, Ana Isabel de
Garcia, Teresa (marzo - noviembre 1998)
AKkli, Hocine (junio 1998)
Barnault, Elodie (junio-julio 1999)
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Atencia, Eva Ana
Estudiante Erasmus Osorio, Hugo A. Carvalho Pinheiro (abril-Julio 1999) procedente

de la Universidad de Oporto,Portugal
Palabras Clave

Dinucleosido polifosfatos; luciferasa, T4 DNA ligasa, T4 RNA ligasa; modelos matematicos del
metabolismo

Aspectos teoricos del metabolismo.
Torrecilla, A.F. Marques, E.A. Atencia, M.A.Glunther y A.Sillero)

A raiz de la purificacion, a partir de sobrenadantes de cerebro de rata, de una 5’-nucleotidasa
citosOlica (e-Ns) se ha intentado medir su influencia sobre el metabolismo de nucledsido
monofosfatos, principalmente AMP en ese tejido. Para ello se ha seguido un doble tipo de
estudio: experimental y tedrico. En el primero, los nucledtidos se incubaban con citosol de
cerebro de rata y se seguia su destino metabolico a lo largo del tiempo, en ausencia y presencia
de efectores, mediante técnicas de HPLC. Asi pudo seguirse la desaparicion de nucleotidos, la
aparicion de los distintos productos, y en muchos casos las constantes cinéticas de los enzimas
que participaban en estas rutas metabolicas. El estudio tedrico consistid en el desarrollo de una
serie de ecuaciones diferenciales que describian la concentracion de cada uno de los metabolitos
de esas rutas. Los valores de las constantes para estas ecuaciones de determinaron
experimentalmente. El sistema de ecuaciones diferenciales se resolvid con el Programa
Mathematica. En general se obtuvo un buen acuerdo entre los métodos experimental y tedrico.
Este ultimo método permite el planteamiento de situaciones metabolicas que no pueden ser
resueltas experimentalmente.

Mecanismo de la formacion de luz y de la sintesis de dinucleosido polifosfatos por la
luciferasa de luciérnaga (EC 1.12.13.7).
(R.Fontes, A.de Diego, M.A.Gunther y A.Sillero)

La luciferasa de luciérnaga es ampliamente utilizada en la valoracion de ATP y como enzima
testigo en Ingenieria genética. Su modo de accidn no es todavia bien conocido. Actualmente se
continua investigando su mecanismo de accion a través de la bisqueda de posibles inhibidores
especificos de algunas de las funciones cataliticas de este enzima: produccion de luz y sintesis de
dinucledsido polifosfatos. Asimismo se estudia su posible papel en la sintesis in vivo de
dinucledsido polifosfatos en células capaces de expresar el gen de la luciferasa.

Sintesis de dinucleosido polifosfatos por la DNA ligasa y por la RNA ligasa del
bacteriofago T4.
(E.A. Atencia, O. Madrid, M. A. Gunther y A. Sillero)

Habiamos visto la capacidad de la luciferasa y las acetil y la acil-CoA sintetasas de sintetizar
dinucledsido polifosfatos. En todos estos casos la sintesis tiene lugar mediante transferencia de
AMP de un complejo E-X-AMP a un NTP (donde X representa un residuo acidico): Mas
recientemente hemos visto que la transferencia de AMP a un NTP, o a un polifosfato, puede
tener lugar desde un complejo E-AMP, tal como ocurre con ambas ligasas del bacteriofago T4.
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La DNA ligasa de T4 (EC 6.5.1.2) cataliza la transferencia de AMP desde el complejo E-AMP a
tripolifosfato (P3), ADP, ATP, GTP o dATP, produciendo p4A, Ap3A, Ap4A, Ap4G y Ap4dA,
respectivamente EI DNA mellado compite muy eficazmente con el GTP para la sintesis de Ap4N
y, ala inversa, P3 o GTP inhiben la ligadura de DNA por la ligasa. Puesto que la ligasa de T4 es
similar en sus requerimientos de ATP a la ligasa de mamiferos, es de esperar que este Gltimo
enzima sea también capaz de sintetizar dinucledsido polifosfatos. Todo ello podria estar
relacionado con la proteina humana Fhit (de fragile histidine triad) una tipica dinucleosido
trifosfatasa, codificada por gen FHIT, posible gen supresor de tumores. La RNA ligasa del
bacteriofago T4 (EC 6.5.1.3). se comporta de un modo similar a la DNA ligasa. Con este
enzima hemos observado, adicionalmente, que algunos 3°,5"-nucledsidos bisfosfatos son
potentes inhibidores de la sintesis de Ap4N.
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Departamento de Bioquimica. 1999. Directores: Marfa Antonia Gunther y Antonio Sillero.
Calificacion: Sobresaliente “cum laude”
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Activacion y funcion de COT/TPL-2 quinasa en la activacion de linfocitos T.

Investigador Principal: Alemany, Susana, Investigador Titular

Investigadores Asociados: Calvo, Victor, Profesor Asociado UAM
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Activacion y funcion de COT/TPL-2 quinasa en la activacion de linfocitos T.

Recientemente hemos implicado a COT/Tpl-2 quinasa en la transicion G0/G1 del ciclo
celular de linfocitos T y actualmente estamos estudiando

1) La implicacion de COT quinasa en la transicion G1/S del ciclo celular de linfocitos T y
su implicacion en la regulacion de ciclooxigenasa 1 y ciclooxigenasa 2, que inhiben la
proliferacion de la células T. (A. Velasco; R. de Gregorio)

2) La induccion de los niveles mRNA mensajero de COT quinasa en la activacion de
células T y caracterizacion del promotor. (R. de Gregorio)

3) La regulacion del estado de fosforilacion de COT/Tpl-2 y su posible cambio de
actividad. (R. Hernando; M. Gandara)

Regulacion de la produccion de prostaglandinas por Metamizol.

El paso limitante en la sintesis de prostaglandinas es la conversion de acido araquidonico a
prostaglandinas, paso que esta catalizado por dos isoenzimas COX-1 y COX-2.

Recientemente se ha establecido que la inhibicion de regulacion de la COX-1 por
antiinflamatorios no esteroidicos es responsable de los efectos renales, gastricos y
anticoagulantes, mientras que la actividad antiinflamtoria/analgésica de dichas drogas se debe a la
inhibicion de la COX-2. En el laboratorio estamos evaluando la especificidad del Metamizol
(nolotil) en la inhibicion de ambas isoenzimas.(J. Perez)

Papel de los receptores Eph y sus ligandos, las ephrinas, en el Sistema Inmune
(I. Valero, V. Calvo)

Los receptores tirosina quinasa del tipo Eph tiene como ligandos las ephrinas, ancladas
en la membrana mediante una union tipo glicofosfatidilinositol (GPI), o mediante un Ginico

segmento transmembrana. Las funciones de los receptores Eph y las ephrinas parecen mas
relacionados con adhesion, migracion y diferenciacion que con proliferacion: participan en la
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guia de los axones de las neuronas a sus células diana, en etapas tempranas del desarrollo
embrionario de vertebrados y en la distincion entre las arterias y las venas en el desarrollo
embrionario.

La deteccion de mRNAs de algunos receptores Eph y ephrinas en 6rganos linfoides
sugiere su posible participacion en la ontogenia y las funciones del Sistema Inmune. La
hipotesis de trabajo de este proyecto es que la interaccion entre los receptores Eph y las
ephrinas participe en las interacciones de los linfocitos T con los diferentes tipos celulares que
regulan su diferenciacion, activacion y funciones efectoras (células del estroma timico, células
presentadoras de antigeno y células diana, respectivamente).

Actualmente estamos analizando:

1. La expresion de varios receptores Eph y ephrinas en linfocitos T y células epiteliales
timicas.

2. La activacion de rutas de transduccion de sefiales tras la estimulacion de receptores
Eph en estos tipos celulares.

3. La modulacion de la adhesion celular por la estimulacion de receptores Eph en estos
tipos celulares.

Publicaciones

Ballester, A., Velasco, A., Tobena, R. and Alemany, S. (1998) Cot kinase TNF-a gene expression
activation in a Cyclosporin A resistant pathway. J.Biol.Chem. 273, 14099-14106
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Nombre del proyecto: Mecanismos moleculares de la poliploidizacion megacariocitica.
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Papel de las ciclinas e inhibidores implicados en la transicion G1/S en el
establecimiento de la endorreplicacion megacariocitica.

(P. Garciay T. Pérez)

Para que se establezcan ciclos de endorreplicacion (entrada en sucesivas fases S sin
division celular concomitante), el control de la transicion G1/S debe estar necesariamente
regulado en las células que se hacen poliploides. El sistema experimental utilizado consiste en el
analisis comparativo de dos lineas celulares humanas (HEL y K562), que responden a ésteres de
forbol diferenciando hacia formas maduras megacariociticas; no obstante, mientras las primeras
establecen ciclos de endorreplicacion, las K562 no lo hacen. Hemos determinado que el
establecimiento de dichos ciclos parece estar controlado por los niveles y actividades relativos
del complejo ciclina E-cdk2 y de su inhibidor p27“*'. Ademas, la expresion ectopica de ciclina B
determina la poliploidizacion de las células que no endoreplican. En la actualidad, estamos
estudiando el efecto de la sobre-expresion condicional de los inhibidores p27“*" y p21°?' en las
células HEL, que sf establecen dichos ciclos truncados.

Regulacion transcripcional de la poliploidizacion megacariocitica.
(A. Ballester, J. Frampton, C.Calés)

En otros sistemas celulares en los que se establecen de manera fisiologica ciclos de
endorreplicacion del DNA, y concretamente, en Drosophila melanogaster, los endociclos que
llevan a la poliploidizacion de células embrionarias y larvarias son controlados por un programa
transcripcional que responde a sehales ontogénicas. Nuestra hipOtesis es que, de manera
analoga, y durante la diferenciacion megacariocitica, un programa transcripcional, dirigido por
sefiales de diferenciacion de este linaje hematopoyético, determina la poliplodizacion del
megacariocito maduro. En una primera aproximacion, hemos determinado que la funcion
inhibidora que ejerce el represor transcripcional esg sobre los endociclos de Drosophila, se
mantiene en la diferenciacion megacariocitica, cuando se expresa ectopicamente en células HEL.
En estos momentos estamos concentrando nuestros esfuerzos en identificar homologos
funcionales humanos, asi como en determinar el mecanismo molecular por el cual estos factores
inhiben la poliploidizacidon megacariocitica.

Estudio de los reguladores del ciclo celular en cultivos primarios de megacariocitos
humanos.
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R. Bornstein, C.Calés

La sangre de cordon umbilical (SCU) de fetos a término supone una excelente fuente de
células hematopoyéticas capaces de repoblar la médula 6sea (MO) a corto y largo. Sin embargo,
presenta una limitacion en cuanto a la recuperacion plaquetaria, sensiblemente menor que fuentes
hematopoyéticas adultas (MO y sangre periférica de adultos, SPA). Nuestra hipotesis contempla
que esta distinta capacidad esta relacionada con una diferente maduracion megacariocitica y, mas
concretamente, con una menguada capacidad de poliploidizacion de los megacariocitos (Mk)
fetales. Utilizando cultivos primarios de megacariocitos de SCU y de SPA, hemos podido
concluir que los Mk tienen una menor capacidad de maduracion terminal, sin alcanzar ploidias
superiores a 4N, mientras que los Mk adultos son capaces de llevar a cabo al menos 4 ciclos
endomitoticos, alcanzando ploidias de hasta 64N. En estos momentos, estamos comprobando si
la regulacion de la expresion y funcionalidad de las ciclinas e inhibidores observada en las lineas
celulares estudiadas se reproduce en los megacariocitos primarios.
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Regulacion del pH en tejidos transformados

(M.L. Garcia Martin, J. Alvarez, R.J. Gillies, G. Herigault, A. Ziegler, J. Coles, P. Ballesteros, S.
Cerdan)

Este proyecto investiga la regulacion del pH intra- y extracelular durante la carcinogénesis
experimental y en tumores in vivo. Se ha determinado en el higado perfundido de raton inducido
con tioacetamida, el papel relativo de diversos procesos que contribuyen a la acidificacion

extracelular, el intercambiador Nat/H, los transportadores de bicarbonato sensibles al DIDS o
SITS y la actividad de la anhidrasa carbOnica. Entre todos ellos, la anhidrasa carbonica parece
ser el principal contribuyente a la alcalinizacion intracelular en tumores, muy por encima de la

actividad del antitransportador Nat/H* o de los transportadores de bicarbonato.

Por otro lado se han obtenido las primeras imagenes del pH extracelular en tumores in
vivo, empleando una sonda de pH desarrollada integramente en nuestro grupo de investigacion.
Las imagenes revealn un pH extracelular heterogéneo en los tumores, mas acido en el centro, con
valores en el rango 6.8-65. Se has demostrado el metodo con tumores mamarios MDA-435
implantados en el flanco de ratas o con gliomas C6 implantados en cerebro. El procedimiento
esta patentado y trasferido a la industria farmacéutica.

Interacciones metabolicas Neurona-Glia en el cerebro adulto
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(F. Cruz, J.M. Pascual, M.A. Garcia-Espinosa, J.M. Roda, S., Cerdan)

Se ha estudiado la localizacion intercelular del sistema de reciclaje de piruvato y se han
determinado cuantitativamebnte los flujos netos de intercambio de glutamato, glutamina y GABA
entre neuronas y astrocitos en el cerebro adulto de rata. El reciclaje de piruvato contribute
aproximadamente el 30% del flujo a traves del ciclo tricarboxilico neuronal, la transferencia de
glutamina a las neuronas equilibra estequimetricamente la transfrencia de glutamato a los
astrocitos con un valor de 0.1 mmol/g peso humedo.min. En situaciones patologicas como la
isquemia cerebral focal se producen alteraciones importantes de estos flujos, con un aumento en
la contribucion del reciclaje de piruvato y de la transferencia de glutamato a la glia. Una
extension del trabajo investiga el efecto de la diabetes inducida por estreptozotozina sobre las
interacciones metabolicas neurona-glia.

Organizacion intracelular del metabolismo
(J. Alvarez, A.Garcia Pérez, S. Cerdan)

Este proyecto estudia las restricciones que imponen a la difusion del agua y otros
metabolitos, las membranas intracelulares o la presencia de biomoléculas de diverso tamano. El
estudio ha revelado que los movimientos traslacionales del agua y metabolitos de didmetro
inferior a 4.5 A, estin mas impedidos por metabolitos de su propio tamano que por
macromoléculas de mayor tamaho y movilidad mas lenta. Se ha descrito un parametro de
obstruccion molecular que permite describir cuantitativemente la difusion de un metabolito.

Estructura del agua en medios biologicos
(J. Alvarez, S. Cerdan)

Hemos investigado si todo el agua celular o tisular resulta detectable a la resonancia
magnética. Los resultados indican que existe una cantidad de agua de solvatacion en las
soluciones de iones y macromoleculas que es invisible a la RM en condiciones normales de
asdquisicion. Este agua estructurada aparece en dos fases, una en contacto directo con el soluto
y otra alejada del mismo por al menos una capa de moleculas de agua. Ambas fases del agua
tienen propiedades de dinamica molecular y termodinamica diferentes.

Diagnéstico inteligente de tumores mediante Resonancia Magnética
(F. Morales, J.M. Pascual, J.M. Roda, S. Cerdan)

Este proyecto desarrolla un sistema experto que diagnostica tumores cerebrales humanos
empleando redes neuronales y analisis estadisticos multivariantes. Se ha construido una base de
datos con biopsias de 200 tumores cerebrales pertenecientes a las clases de gliomas de alto
grado, gliomas de bajo grado, cerebro normal, meningiomas, meduloblastomas,
oligodendrogliomas, neurinomas, y metastasis. Estos tumores se obtuvieron mediante
intervencion quirtrgica en los Hospitales de la Comunidad de Madrid, que proporcionaron el
diagnodstico anatomopatologico. De cada biopsia se ha obtenido su espectro de resonancia
magnética y su perfil de aminoacidos seleccionando las variables mas apropiadas para la
distincion mediante analisis multivariante o mediante redes neuronales. El sistema experto
desarrollado proporciona en todos los casos un porcentaje de aciertos en el diagnostico superior
al 80% y en muchas comparaciones es capaz de obtener el 100% de aciertos, sin intervencion
alguna de operadores humanos.
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Estudio de la funcion de la caseina Kkinas I de Dictyostelium
(Gema Moreno, C. Calés, M. Fernandez)

El proposito de este proyecto ha sido estudiar la funcion de una caseina kinasa I en
Dictyostelium, para ello hemos clonado y caracterizado una CKI de este organismo utilizando
una genoteca de cDNA. Existe un gen Ginico que codifica para esta proteina y la expresion de
este gen no cambia significativamente durante el ciclo vital de este organismo.La secuencia
predicha tiene una homologia de un 70% con la zona catalitica de las isoformas & y & de
mamiferos y de un 65% con la isoforma Hrr25 de S. cerevisiae La generacion de anticuerpos
contra una version truncada de esta proteina nos ha permitido estudiar la localizacion subcelular
de la misma, asi como confirmar que existe una actividad caseina kinasa endogena que es
reconocida por los anticuerpos. Hemos utilizado un abordaje genético para estudiar su funcion.
Hemos intentado obtener clones estables con el gen interrunpido, utilizando una construccionen
en la que la zona codificante se ha interrumpido con una cassette de resistencia al antibiotico
blasticidina, después de varios transfecciones independientes, en todos los clones obtenidos que
presentaban resistencia al antibidtico , el gen enddgeno estaba aun presente, lo que sugiere que
este gen es esencial para la fase vegetativa de crecimiento de este organismo. También hemos
hecho experimentos de sobreexpresion , utilizando en este caso como seleccion geneticina.
Hemos obtenido varios clones que sobrexpresan la protéina, estos clones no tienen un fenotipo
obvio diferente del de la cepa salvaje. Nosotros hemos encontrado en uno de los clones
analizados una mayor resistencia a agentes que dahan el DNA como hydoxyurea . Para obviar el
problema que ha supuesto la interrupcion de este gen estamos en la actualidad utilizando otros
abordajes complementarios : a) Estamos obteniendo transformantes con una construccion en la
que se ha clonado una version alterada del gen CKI (se ha mutado un Aa esencial para la
funcion kinasa, para crear un tedrico dominante negativo) bajo el control de genes que solo se
expresan durante el proceso de diferenciacion y no durante la fase vegetativa. b) Estamos
realizando una construccion en la que se ha deleccionado la zona reguladora carboxilo terminal (
putativo dominante positivo) del gen para estudiar el fenotipo de los transformantes que se
obtengan
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Procesamiento proteolitico limitado por el proteasoma 20S.
(S. Rodriguez-Vilarino, J. Oliva, J.G. Castafo)

La actividad del proteasoma esta considerada como responsable de la degradacion total de
sus proteinas sustrato. Hemos demostrado (en colaboracion con el grupo de Federico Mayor
CBMSO, Madrid) que el proteasoma es capaz de procesar de forma limitada la proteina kinasa
GRK?2 involucrada en la senalizacion de receptores B-adrenérgicos. Las conclusiones mas
significativas son: a) GRK?2 es sustrato in vitro del proteasoma 20S. El proteasoma produce un
corte proteolitico limitado de GRK2 que mediante anticuerpos especificos hemos localizado en la
region NH,-terminal de la proteina. b) El corte proteolitico limitado de GRK2 produce una
proteina de 74 kDa cuya actividad catalitica es menor que la proteina kinasa nativa. Por tanto, el
ataque proteolitico limitado de GRK2 por el proteasoma conduce a su inactivacion parcial. c) La
sefializacion por receptores B-adrenérgicos produce el corte proteolitico limitado de GRK2 y
lleva a su vez a la ubiquitilacion y posterior degradacion por el proteasoma.

Procesamiento proteolitico limitado de las subunidades = en el ensamblaje del
proteasoma.

(S. Rodriguez-Vilarino, J. Oliva, J.G. Castano).

El proteasoma es un heterodimero a7b7f8707 constituyendo un cilindro formado por
cuatro anillos. Algunas de las subunidades B del proteasoma sufren un procesamiento
proteolitico en el extremo NH, terminal para su incorporacion en el complejo 20S. Hemos
estudiado el procesamiento de la subunidad C5 que se sintetiza como un precursor de 25 kDa
siendo posteriormente convertido a un polipéptido de 23 kDa. El estudio de la conversion in vivo
en células marcadas con *’S metionina/cisteina ha permitido encontrar que el precursor se
encuentra libre en el citoplasma y que la forma de 23 kDa se encuentra asociada con complejos
15S y 20S del proteasoma. El procesamiento es concomitante con su incorporacion al complejo,
es dependiente de la actividad del proteasoma y tiene lugar en el citoplasma de la célula. Estos
resultados demuestran que la hipotesis de la formacion de un precursor “medio proteasoma”
(a7B7) en el proceso de ensamblaje, no es valida para todas las subunidades g del proteasoma

HCIlpP, el homologo humano de la proteasa ClpP de E. coli.

(R. de Sagarra, I. Mayo, S. Rodriguez-Vilarino, J. Oliva, J.G. Castaho).
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Hemos clonado y expresado la proteina homologa a la proteasa EClpP de bacterias. La
HCIpP, se localiza en la mitocondria en asociacion con la membrana interna mitocondrial (en
colaboracion con el grupo de Erwin Knecht, Instituto de Investigaciones Citologicas. Valencia) y
esta formada por 2 anillos cada uno con 7 subunidades (26 kDa) (en colaboracion con el grupo
de José Luis Carrascosa, CNB, CSIC, Madrid) y un peso molecular nativo de 340 kDa.
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Resumen

Las citoquinas modulan un gran nimero de funciones fisiologicas a través de la
interaccion y activacion de sus receptores. Estos, aunque no poseen actividad enzimatica, tras la
interaccion con su ligando, dimerizan y activan a las tirosinas quinasas preasociadas de las
familias Jak y Src, lo que provoca un aumento en la fosforilacion en tirosina de protefnas
celulares, incluyendo al propio receptor y a moléculas reguladoras de la actividad celular. De esta
manera las citoquinas controlan procesos de supervivencia, proliferacion y/o diferenciacion
celular.

Nuestro interés se centra en analizar la importancia bioldgica de la asociacion y activacion
de la familia Src por prolactina. La estimulacion del receptor de prolactina conlleva la de las
tirosinas quinasas Src y Jak2. La estimulacion de Src no esta implicada en la de Jak2 o en la
fosforilacion del receptor, y viceversa, la actividad de Jak2 no es necesaria para la de Src; sin
embargo, ambos eventos que emanan de la estimulacion del receptor de manera independiente,
son esenciales para la proliferacion celular. La prolactina actia como inmunomodulador, su
receptor se detecta en estadios muy tempranos de la diferenciacion de linfocitos B y su
expresion aumenta progresivamente hasta la célula B madura, en donde la prolactina actia como
un mitdgeno. La expresion exodgena de receptores de prolactina en la linea celular de pro-
linfocitos B de raton BaF-3 hace que la prolactina induzca la expresion de genes de
diferenciacion de linaje B (15 o la subunidad a del receptor de IL-2) asi como de la proteina anti-
apoptotica bcl-2. De hecho, la prolactina favorece la expansion de las células B en cultivos de
medula 6sea. En su conjunto, estos datos indican que la prolactina junto con otras citoquinas y
hormonas modula el desarrollo de las células B.

Existen maltiples datos que apoyan la importancia de la prolactina en el cancer de mama.
En la linea tumoral T47D, la prolactina aumenta la fosforilacion en tirosina de proteinas de los
complejos de adhesion focal (FAK y paxilina), estimula la actividad de las MAPKs y la
proliferacion célular. El uso de inhibidores de las tirosinas quinasas Src abole estas acciones de
la prolactina, lo que indica que estas quinasas desempefan un papel esencial en la mediacion de
la accion de la prolactina sobre la proliferacion y en los cambios morfologicos de las células de
cancer de mama humano T47D.

Por todo lo anteriormente expuesto, nuestros experimentos se dirigen a aumentar nuestros
conocimientos sobre el papel de las quinasa Src y Jak, y de la fosforilacion del receptor de
prolactina en la supervivencia, proliferacion y diferenciacion celular.
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Relaciones estructura/funcion en la metionina adenosiltransferasa hepatica.
(M.C. Lopez Vara, Alvarez L., F. Garrido, M. A. Pajares)

Estudiamos la estructura de la metionina adenosiltransferasa hepatica (dimeros y tetrameros), su
plegamiento y el efecto de mutaciones en la estructura y funcion de la enzima. Para la realizacion
de los estudios estructurales colaboramos con los grupos del Prof. Rodriguez Arrondo y de los
Drs. Martinez Ripoll y Sanz Aparicio. Hasta el momento se ha conseguido resolver la estructura
de la forma tetramerica de la proteina y localizar el sitio de union de metionina. Asi mismo, se ha
localizado la presencia de un puente disulfuro en la proteina cuyo papel en la oligomerizacion
esta siendo estudiado. Se ha establecido una ruta de plegamiento para la enzima, y se ha
identificado un intermediario en la misma que esta siendo caracterizado.

Regulacion del ciclo de la metionina.

(E. Sanchez-Gongora, L. Alvarez, M.A. Pajares)

Se estudia la regulacion de las enzimas del ciclo tanto a nivel de actividad como a nivel
transcripcional, utilizandose para ello tanto células en cultivo como modelos animales. Parte de

los estudios se llevan a cabo en colaboracion con la Dra. Pérez de Miguelsanz.

Relaciones estructura/funcion en la betaina: homocisteina metiltransferasa hepatica.
(E. Sanchez-Gongora, Alvarez L., F. Garrido, M. A. Pajares)

Estamos empezando el estudio de la estructura de la betaina:homocisteina metiltransferasa

hepatica en colaboracion con los Drs. Martinez Ripoll y Sanz Aparicio, para lo cual ha sido
necesaria la sobrexpresion de la proteina y el diseho de un método de purificacion.
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Caracterizacion de células mesoteliales presentes en los efluentes peritoneales humanos
(S. Molina, M.A. Castro, M.A. Bajo, R. Selgas y F. Vara)

Los enfermos de Insuficiencia renal humana necesitan para vivir ser sometidos a dialisis
externa. En la actualidad se usan dos procedimientos: el Rinon artificial y la Dialisis Peritoneal
Continua Ambulatoria (CAPD). Esta ultima consiste en introducir en el peritoneo del paciente
un liquido preparado para provocar una diales por osmosis, aprovechando las capacidades
ultrafiltrativas del propio peritoneo.

Para poder usar la CAPD se necesita que el peritoneo se encuentre en las mejores
condiciones posibles. La ultima capa de células de esta serosa es una monocapa de células
epiteliales de origen mesenquimal, llamada mesotelio. La integridad de esta capa es esencial no
solo para poder usar esta técnica, sino que su ruptura darfa lugar a una invasion de los
fibroblastos que hay debajo de ella, dando lugar a una fibrosis, proceso irreversible que conduce
a la muerte.

Nuestro grupo lleva unos ahos estudiando y caracterizando el liquido peritoneal de los
pacientes en CAPD. El numero de células peritoneales presentes en este liquido después de
ocho horas de contacto con el peritoneo varia de un paciente a otro. Hemos visto que la mayor
cantidad de células se da en los primeros meses tras iniciarse en CAPD. Después va
disminuyendo hasta alcanzar un numero estable para cada paciente, de manera que aunque entre
pacientes hay grandes diferencias, para un enfermo dado su poblacion mesotelial es muy
constante, siempre que no haya ningtin cambio fisiologico.

El numero de células mesoteliales antes y después del primer pase no tiene relacion con
las caracteristicas demograficas del paciente (edad, sexo o causa de la insuficiencia renal), pero si
hay una relacion inversa con el tiempo en dialisis peritoneal. Cuanto mas tiempo lleva el paciente
con esta técnica, menos células presentan al final del primer pase y se necesitan mas dias para
alcanzar la confluencia. También se observa una correlacion inversa entre tiempo en dialisis y
velocidad de crecimiento en el segundo pase en las placas multi pocillo. Curiosamente no se
afectan ni por el numero de episodios de peritonitis ni con los dias de inflamacion peritoneal
acumulados. Un analisis de regresion muestra que los niveles de creatinina y urea estan
significativa y directamente relacionados con el numero de células al final del primer cultivo.
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Interaccion de los receptores nucleares con otros factores de transcripcion y con factores
de crecimiento en la regulacion de la expresion del gen de la prolactina.

(A.L Castillo, D. Palacios, R. Tolon, A. Aranda)

Las lineas celulares hiposarias productoras de prolactina (PRL) y hormona de crecimiento (GH),
asi como las células inmortalizadas que representan a los progenitores de dichas células, nos
proporcionan un interesante modelo para investigar las bases moleculares de la interaccion entre
los receptores nucleares y otras vias de transduccion de sefiales en la activacion génica. Hemos
demostrado que el bFGF es capaz de iniciar la expresion del gen de la prolactina en los
precursores lactotropos a traves de la activacion de la via de RassMAPK que a su vez fosforila
factores Ets que se unen al promotor del gen. Diferentes ligandos de receptores nucleares
incluyendo los estrogenos, las hormonas tiroideas (T3) o la vitamina D tambien estimulan la
expresion de PRL en células diferenciadas. Estos receptores activan la transcripcion a través de
su union a elementos de respuesta (HREs) localizados en la region 5” del gen y la estimulacion
requiere la union de coactivadores como el SRC-1 o CBP, que poseen actividad acetilasa de
histonas, al dominio de activacion transcripcional AF-2 localizado en el extremo C-terminal del
receptor. El efecto tanto de los ligandos de los receptores nucleares como de los receptores que
activan Ras requieren la presencia del factor de transcripcion especifico de células hipofisarias
GHF-1 (o Pit-1). Este factor interacciona directamente tanto con los receptores nucleares como
con los factores Ets. A su vez, también hemos demostrado la interaccion del CBP con el Ets y
con el GHF-1. De esta forma la union de los ligandos permitiria el reclutamiento de un multi-
complejo transcripcional responsable de la expresion del gen. Hemos observado también que la
interaccion de los receptores nucleares con el factor Ets-1 induce un cambio conformacional en
los receptores que permite la activacion independiente de ligando y del dominio AF-2. Asi
receptores que carecen del dominio AF2 son capaces de reclutar coactivadores en presencia de
Ets-1. Estas observaciones demuestran la existencia de un mecanismo de activacion, alternativo a
la uni6n del ligando, que permite la conversion de un receptor vacio inactivo en un estimulador
transcripcional.
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Mecanismos de regulacion transcripcional por los receptores nucleares
A. Jimenez-Lara, M. Méndez Pertuz, J. Nevado, A.Sanchez-Pacheco, A.Aranda

Los receptores nucleares en ausencia de ligando habitualmente producen una represion
transcripcional que se debe a la union de proteinas corepresoras. La union del ligando causa la
liberacion de corepresores y el reclutamiento de coactivadores. Utilizando como modelos
diferentes promotores hemos observado que los receptores nucleares pueden regular la
transcripcion a través de mecanismos diferentes. Asi, en el promotor de la GH, adyacente a la
caja TATA existe un HRE negativo que media una respuesta paradojica. En este caso el receptor
vacio aumenta la transcripcion y el ligando revierte esta activacion. La estimulacion por el
receptor vacio es independiente de la union de coactivadores pero requiere el dominio de union a
corepresores y un residuo conservado en la hélice 3 del dominio de union al ligando. La
acetilacion de proteinas de la cromatina parece estar implicada en esta regulacion ya que
inhibidores de las deacetilasas aumentan el efecto mientras que la sobreexpresiodn de una
deacetilasa lo inhiben. Estamos también analizando la interaccion de receptores nucleares con
diferentes componenetes de la maquinaria transcripcional basica incluyendo ciertas TAFs o
componentes del complejo de la holoenzima que podrian contribuir a la formacion o estabilidad
del complejo de iniciacion transcripcional, asi como al reclutamiento de estos factores al
promotor. En algunos casos los receptores nucleares regulan de una forma "pasiva" la accion de
otro receptor a traves de la ocupacion del HRE de éste altimo de forma transcripcionalmente
improductiva. Este es el caso del promotor del receptor RAR®?2 que es activado por el RA 'y en
el que la vitamina D reprime esta transactivacion. Los receptores inactivos se unen sin polaridad
definida al HRE del promotor RAR®2, mientras que los heterodimeros activos lo hacen de
forma que el receptor RXR ocupa el hemisitio 5° del HRE y su pareja el hemisitio 3". La
competicion por coactivadores comunes también parece estar implicada en el antagonismo
descrito ya que la deleccion del domnio AF2 del receptor reduce significativamente este
antagonismo. Los receptores nucleares tambien pueden regular la transcripcion génica a traves
del antagonismo o cooperacion con otras vias de transduccion de sehales. Hemos observado que
existe un "cross-talk" entre la via de ras y los receptores nucleares en la regulacion de algunos
genes, y que los ligandos de los receptores nucleares modulan también la actividad de la via del
AMP ciclico a través de la regulacion de la fosforilacion del factor de transcripcion CREB. Estos
resultados indican la complejidad de la regulacion transcripcional por los receptores nucleares en
la que estan implicados un gran niimero de proteinas y diferentes mecanismos.

Interaccion de los receptores nucleares con factores neurotroficos y mitogénicos en la
proliferacion y diferenciacion de células neuronales.

(E. Canon, S. Garcia-Silva, G. Pérez Yuste, A. Aranda)

Los receptores nucleares de T3 y RA parecen jugar un papel importante en la regulacion de la
expresion génica en células neuronales que tiene como consecuencia la parada de la
proliferacion y la induccion de diferenciacion morfologica. En células de neuroblastomas y en
células PC12, el RA produce un aumento en la expresion del receptor RAR#2. Esta induccion
parece ser importante en la diferenciacion neuronal, y otros factores neurotroficos, a traves de
una estimulacion de Ras, inducen también la expresion de este receptor. Mientras que los efectos
del RAR mapean en un HRE localizado cerca de la caja TATA, el efecto de Ras parece ejercerse
directamente sobre componentes de la maquinaria basal de transcripcion, ya que los ligandos
que activan Ras alteran la union de proteina a las secuencias de la TATA vy el Iniciador del gen.
Por otra parte, los efectos diferenciadores de la T3 en células de neuroblastoma estan asociados
a la inhibicion de la fosforilacion de la familia de proteinas de retinoblastoma Rb que es
consecuencia de una inhibicion de la actividad de los complejos ciclina-CDK?2. Esta inhibicion
se debe a su vez a un aumento de los transcritos del inhibidor p27 y a una posterior
estabilizacion de la proteina que causa un aumento fuerte y sostenido de los niveles p27, asi
como a una inhibicion de la expresion de ciclina D1. Estos efectos estan precedidos por una
rapida represion de la expresion del oncogén c-myc. Este gen es un regulador central de la
proliferacion, aunque los mecanismos por los que regula el ciclo celular ain no se han aclarado
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completamente. Hemos localizado un HRE negativo el gen de c-myc "downstream" del sitio de
inicio de transcripcion. Dicho HRE se encuentra en la region responsable de la terminacion
prematura de la transcripcion adyacente al sitio de union del "insulator" CTCF. Por tanto el
receptor de hormonas tiroideas participaria en la pausa y liberacion de la RNA polymerasa II.
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Control de la regulacion de los genes de la paramiosina/miniparamiosina y de la TnT
en Drosophila: Analisis in vivo

(J.J. Arredondo, J.A. Méas Gutierrez, R. Marco Ferreres, y M. Cervera)

La regulacion de la expresion de genes musculares es diferente a la de otros tipos de
genes, y los genes de paramiosina/miniparamiosina y de troponina T de Drosophila son un buen
modelo de estudio para contribuir al esclarecimiento de dicha regulacion, tanto en Drosophila
como probablemente en mamiferos. Ademas, el analisis del promotor de la mPM, que controla la
expresion de una de las pocas proteinas musculares especificas de adultos, permitira identificar
tal vez nuevos factores de transcripcion musculares que actien exclusivamente en la etapa adulta,
hasta hoy desconocidos. TnT y paramiosina son dos protefnas contractiles que estan localizadas
en la misma estructura del sarcomero, pero en distinto filamento, y que ademas muestran un
patron de expresion espacio-temporal similar. La comparacion de los elementos que regulan la
expresion de estos dos genes permite conocer si existen elementos comunes que coordinen la
expresion de las proteinas que integran una determinada estructura.

Para entender los mecanismos de regulacion de la transcripcion de estos genes a lo largo
del desarrollo se ha llevado a cabo un estudio in vivo de transformantes en la linea germinal,
obtenidos por insercion de elementos-P, de la expresion de B-galactosidasa, en los que se colocod
este gen bajo el control de secuencias seleccionadas. El analisis de las lineas transgénicas did
como resultado que en el caso del gen de la PM/mPM, con la excepcion de la expresion de la
PM en los IFMs, el control de la transcripcion, tanto a nivel espacial como temporal, de las dos
unidades de transcripcion, esta dirigida por dos regiones de unas 800 pb situadas en la region 5’
distal del gen y en el intron 7. La primera de estas regiones controla la expresion de la PM y la
segunda la de la mPM. La region que controla la expresion de la PM consta de un solo modulo
regulador con dos partes diferenciadas. La parte mas alejada es la responsable de su correcto
funcionamiento en todos los musculos y en ella juega un papel esencial el sitio MEF2. La parte
mas proximal del modulo realiza un papel de modulador positivo de la sehal. Sin embargo, la
region que controla la expresion de la mPM esta dividida en, al menos, dos modulos. Cada uno
de ellos controla la expresion de la proteina en una region diferente del cuerpo del animal adulto.
El modulo AB es el responsable de la expresion abdominal de la proteina, y el BF2/Tx? de la
expresion toracica. En este segundo modulo, el elemento BF2 tiene un papel esencial.

La regulacion de la transcripcion del gen de la TnT a lo largo del desarrollo se lleva a cabo
por elementos presentes en la region 5" y en el intron 1. Ambas regiones son capaces de dirigir
la transcripcion del transgen al mismo nivel y con la misma especificidad espacio-temporal,
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excepto en los masculos de vuelo.

Cardiomiopatia hipertrofica familiar: caracterizacion de las mutaciones asociadas y
desarrollo de un modelo experimental para el analisis funcional de los genes mutados

(J. J. Arredondo, J. Molano, y M. Cervera)

La Cardiomiopatia hipertrofica familiar (CHF) es la causa mas comun de muerte stbita en
los jovenes, es una enfermedad autosomica dominante que produce un incremento de la masa
ventricular, es decir hipertrofia ventricular acompanada por desorganizacion miofibrilar en el
sarcomero. Su penetrancia es muy variable, aun dentro de una misma familia. La causa mas
comin de la CHF son mutaciones de"cambio de sentido" en genes que codifican proteinas
estructurales musculares (B—miosina cardiaca, a—tropomiosina, troponina T cardiaca, troponina I
cardiaca, proteina C y las cadenas ligeras de la miosina). La mayor parte de los estudios que
correlacionan mutacion y fenotipo han sido realizados con la f—miosina cardiaca y nada se
conoce de esta correlacion en los componentes del complejo troponina-tropomiosina.

Se esta llevando a cabo un estudio detallado de mutaciones asociadas a la cardiomiopatia
hipertrofica familiar con objeto de establecer protocolos adecuados para su diagnodstico y
estudiar el efecto que provocan en el corazon con el fin de establecer correlaciones entre la
mutacion y el fenotipo y por otro lado establecer un sistema modelo para CHF para caracterizar
de una manera mucho mas facil y simple la correlacion existente entre cada mutacion y el
fenotipo muscular generado. Esta informacion nueva puede ser aplicada en el diagnostico de
pacientes afectados al facilitar la clasificacion de estas cardiomiopatias simplemente por el
estudio del fenotipo. El modelo que se ha propuesto es el musculo indirecto de vuelo de
Drosophila. Estos musculos presentan dos ventajas muy importantes para su ulilizacion como
modelo de estudio de CHF: 1) necesitan pequenos esfuerzos para su completa activacion lo que
se conoce como "activacion por tension" igual que el masculo cardiaco de vertebrados y 2) son
dispensables.
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Estudio de la posible implicacion del gen POMT1 en distrofias musculares congénitas
(Luis Pérez Jurado, Arancha Cortés, Angela Sesto, Antonio Coloma, Jestis Cruces)

El gen POMTI es el ortologo humano del gen '"rotated abdomen" (rt) de D.
melanogaster, cuya mutacion homozigota recesiva es causante de anomalias musculares en la
larva. Por tanto, mutaciones similares en humanos podrian ser la causa de algtn tipo de distrofia
muscular congénita (DMC). POMT] se localiza en 9g43.1, es de expresion ubicua, y codifica
una protefna con una secuencia homologa a las O-manosil transferasas de levadura (Pmts). Se
trata del primer hallazgo de una proteina de este tipo en mamiferos. Actualmente, estamos
investigando su posible implicacion en ciertas distrofias musculares candidatas, entre las que se
encuentran el Sindrome de Walker-Warburg y la distrofia muscular congénita con
desmielinizacion sin déficit de merosina.

También hemos caracterizado el gen Pomt]I murino ortdlogo, y posicionado en el genoma
de raton. Actualmente estamos investigando si la distrofia muscular con miositis (mdm), que se
ha posicionado en el raton en proximidad a Pomt] podria ser causada por una mutacion en este
gen, mediante la secuenciacion de Pomtl en este raton mutante. Ademas, hemos iniciado los
primeros pasos hacia la produccion del “knock-out” de Pomtl en raton, habiendo obtenido ya
un clon gendmico de raton 129SvJ con este gen, e iniciado la contruccion del fragmento a
insertar en las células ES de raton 129SvlJ.

Estudio del gen “twisted” (tw) de D. melanogaster
(Luis Pérez Jurado, Jesiis Cruces)

El gen “twisted” (tw) es el ortdlogo de Drosophila del gen humano POMT2. Hasta el
momento, parece ser que en eucariotes superiores solamente existen dos genes que codifiquen
protein-O-manosil transferasas. Recientemente hemos caracterizado otra posible manosil
transferasa en Drosophila localizada en el cromosoma X, justo en la zona donde se localiza el
fenotipo mutante denominado “twisted”, que como en el caso de “rotated abdomen” se
caracteriza por una rotacion del abdomen en mayor o menor grado segin los mutantes
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estudiados. A partir del Gnico mutante que se mantiene en “stock” en la actualidad, hemos
caracterizado su mutacion, consistente en una insercion de una glicina y el cambio de serina por
treonina, en la region mas cercana al extremo amino, justo donde se predice que su secuencia de
aminoacidos esté en la zona del lamen del R.E. o Golgi, donde se debe localizar el centro activo
de esta enzima. Hemos caracterizado su estructura génica intron/exon, region promotora,
expresion durante el desarrollo, etc, y en la actualidad estamos estudiando las similitudes o
diferencias en la estructura muscular de la mosca, respecto del mutante abdomen rotated.
Ademas, estamos realizando la obtencion del doble mutante tw/rt para comprobar su fenotipo y
grado de afectacion muscular.

Caracterizacion de gen UHG62 humano y su posible implicacion en enfermedades
neurodegenerativas

(Luis Pérez Jurado, Jesiis Cruces)

El gen contiguo centromérico a POMT] le hemos denominado UHG62 (U Host Gene),
por codificar en uno de sus intrones el snoRNA U62. Hasta el momento se han caracterizado 6
Kb de su RNA. Utilizando una sonda de la region 3’ hemos demostrado la existencia de 2
mensajeros de 10 y 12 Kb respectivamente, que se expresan en todos los tejidos analizados. La
region codificante de este gen tiene homologia con otras 2 proteinas cuya funcion se desconoce,
y cuyos genes se localizan en 6p21.3 y 1q23.1-24.3. Ambas tienen una zona muy rica en
glutaminas en su extremo mas amino-terminal, que en el caso de un clon EST de la parte mas 5’
de UHG62 el tramo de poliglutaminas es continuo (23 repeticiones CAG seguidas). Este tipo de
repeticiones puede sufrir expansion génica y aumentar el nimero de glutaminas, lo que lleva a la
agregacion y precipitacion de la correspondiente proteina. Este hecho es la causa de bastantes
enfermedades neurodegenerativas. Ademas, en esta region cromosdmica 9q34.1 se ha
posicionado un tipo de esclerosis lateral amiotrofica, que cursa con acimulos protéicos en las
c€lulas neuronales. Actualmente, estamos caracterizando el gen completo, y la posible
implicacion en de este gen en enfermos con esclerosis lateral amiotrofica ligada a 9q34.1.

Caracterizacion molecular del Sindrome de Williams y generacion de un modelo en
raton

(Carmen Valero, Oscar de Luis, Jestis Cruces, Luis Pérez Jurado)

El sindrome de Williams-Beuren (SW) es un trastorno del desarrollo con manifestaciones
multisistémicas que afectan fundamentalmente al sistema nervioso, al aparato cardiovascular y al
tejido conectivo. Esta causado por haploinsuficiencia para genes delecionados en la banda
cromosomica 7q11.23. Hemos definido previamente que las deleciones son de tamano casi
idéntico en la mayoria de los pacientes, ocupando ~1.5 Mb de secuencia. Se han caracterizado
las regiones flanqueantes al la delecion, donde existe una duplicacion gendmica que incluye el
gen GTF2I y se esta intentando identificar el punto exacto de rotura cromosdmica. El
mecanismo delecional en el SW es la recombinacion desigual meiotica tras un mal alineamiento
cromosdmico propiciado por la citada duplicacion genomica. Hemos identificado ademas varios
genes incluidos en el intervalo delecionado, especialmente TBL2 y WBSCR14, que codifican
una proteina de la familia de las B-transducinas y un factor de transcripcion B-HLH,
respectivamente, y cuya hemicigosidad podria contribuir a alguno de los aspectos del fenotipo
del SW.

En paralelo, se ha establecido el mapa de la region sinténica en el raton y se ha
determinado que el orden y orientacion de todos los genes del intervalo delecionado en humanos
se encuentra preservado en el raton. Sin embargo, existe una inversion con respecto a los genes
inmediatamente flanqueantes. Por tanto, parece que la duplicacion en humanos se ha generado
por un mecanismo de inversion-duplicacion ocurrido en la evolucion cromosomica. El mapa
detallado de la region murina se esta utilizando como para intentar generar un modelo de raton
con la misma delecion que el humano, mediante el sistema Cre-loxP de pasos sucesivos de
recombinacion homologa en células ES.
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Expresion de genes mitocondriales y factores nucleares de transcripcion implicados en
la biogénesis mitocondrial

(C. G. Vallgjo, A. M. Seguido y A. Rodriguez-Pena)

La funcion mitocondrial requiere genes codificados en dos genomas, el nuclear y el
mitocondrial. Esta doble localizacion hace necesario que el control de la expresion sea cruzado.
El Gnico factor de transcripcion mitocondrial conocido en mamiferos hasta la fecha es Tfam,
codificado en el genoma nuclear. Se sabe por estudios in vitro que la expresion de Tfam es muy
dependiente de otros dos factores de transcripcion nucleares, NRF-1 y NRF-2 que, a su vez, son
requiridos para la activacion de otros genes mitocondriales localizados en el nucleo. Con objeto
de estudiar in vivo la dependencia fisiologica que la expresion de los genes mitocondriales tiene
de estos factores, hemos determinado en tres tejidos de rata con diferentes requerimientos
energéticos, higado, testiculos y cerebro, los niveles de expresion de los genes mitocondriales en
paralelo con los de los tres factores de transcripcion. Los resultados indican que a) la expresion
de Tfam es tres veces mas baja en testiculos que en higado o cerebro, tanto a nivel de mRNA
como de proteina; b) los niveles de expresion de los genes mitocondriales no son mas bajos en
testiculos a pesar de la reduccion de expresion de Tfam en este tejido, indicando que Tfam esta
en exceso y no limita la transcripcion mitocondrial in vivo; c¢) se analizaron los niveles de
mensajero de NRF-1 y NRF-2 en los tres tejidos encontrandolos mas altos en testiculos que en
los otros dos tejidos; por tanto, los niveles bajos de Tfam no son debidos a niveles bajos de
NRF-1 6 de NRF-2; d) se analizaron los niveles de proteina de las subunidades de NRF-2
encontrandose que no hay correlacion entre estos niveles y los de mensajero; esta evidencia
sugiere que los genes de NRF-2 presentan regulacion post-transcripcional. Se han publicado
resultados semejantes relativos a la regulacion de otra proteina mitocondrial de origen nuclear, la
subunidad ¥ del complejo ATP sintetasa mitocondrial. Los estudios actuales se dirigen al
estudio de la regulacion de la expresion de estos factores en distintas situaciones fisiologicas.
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Biogénesis mitocondrial en Drosophila melanogaster
(M.A. Fernandez, E. Lefai, I. Ruiz de Mena, P. de la Pefia, P. Ochoa, y R. Garesse)

La biogénesis mitocondrial es un proceso basico para la fisiologfa celular que requiere la
expresion coordinada de dos genomas localizados en compartimentos fisica y geneticamente
diferentes, el mitocondrial y el nuclear. Ello exige la puesta en marcha de un complejo programa
de expresion génica que debe modularse en funcion de las necesidades energéticas de los
diferentes tejidos y responder a un numero variado de sehales fisiologicas, incluyendo las
producidas durante el desarrollo embrionario. A pesar de su importancia central a nivel celular
los mecanismos moleculares que regulan la biogénesis de mitocondrias animales son aiin muy
mal conocidos. En nuestro grupo estamos utilizando Drosophila melanogaster como sistema
modelo con objeto de modificar in vivo la replicacion del DNA mitocondrial y caracterizar
factores de transcripcion relevantes para el programa de diferenciacion mitocondrial. Mediante la
utilizacion de una combinacion de técnicas in vitro € in vivo estamos caracterizando las regiones
promotoras de varios genes esenciales para la biogénesis mitocondrial e identificando los
factores que regulan su expresion. En colaboracion con el grupo de la Dra. Kaguni (MSU)
hemos demostrado que el factor de transcripcion DREF, que regula la expresion de genes que
participan en la replicacion del genoma nuclear en Drosophila es también esencial para la
expresion de dos genes que codifican componentes fundamentales de la maquinaria de
replicacion del mtDNA, la proteina de union a DNA de cadena sencilla y la subunidad accesoria
de la DNA polimerasa mitocondrial, estableciendo por primera vez un nexo de union entre las
replicaciones de los DNAs mitocondrial y nuclear durante el ciclo celular. Por otro lado,
mediante la utilizacion de lineas de Drosophila GAL4 estamos sobreexpresando diversos genes
mitocondriales y versiones mutantes de los mismos con objeto de modificar la proliferacion /
diferenciacion de las mitocondrias y generar mutantes con defectos moleculares similares a los
detectados en las citopatias humanas de origen mitocondrial.
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Caracterizacion molecular de citopatias mitocondriales
(B. Bornstein, J.A. Mas, N. Petit, M.A. Fernandez-Moreno y R. Garesse)

La patologia mitocondrial comprende un elevado nimero de enfermedades degenerativas
que afectan fundamentalmente al masculo y sistema nervioso, y que en su conjunto constituyen
un importante apartado de la patologia humana. Aunque en su gran mayoria, las citopatias
mitocondriales estan causadas por mutaciones en el genoma mitocondrial que se transmiten de
un modo heteroplasmico por la linea materna, la implicacion del genoma nuclear ha cobrado una
gran importancia en los Gltimos ahos. Nuestro grupo esta colaborando con el del Dr. Joaquin
Arenas (Hospital 12 de Octubre, Madrid) en la identificacion de nuevas mutaciones y en el
estudio molecular de las mismas. Mediante la utilizacion de lineas celulares cibridas que llevan
distintos porcentajes de mtDNA con mutaciones especificas estamos realizando una
caracterizacion detallada de los efectos que provocan a nivel celular. Actualmente tenemos en
marcha la caracterizacion tanto de mutaciones del mtDNA en genes estructurales como en
diversos tRNAs. Por otro lado estamos comenzando el estudio de varios casos de deplecion de
mtDNA, de origen nuclear, con objeto de identificar el gen o genes responsables de la
enfermedad. Para ello disponemos de fibroblastos de los pacientes en los que se expresa el
fenotipo y estamos estudiando la posible implicacion de diferentes genes candidatos.
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La troponina de Drosophila. Genes e Isoformas.
M. Cervera, C. Diaz, J. Mateos y R. Herranz

Durante este periodo hemos seguido caracterizando las propiedades de la Troponina de
Drosophila, empezando a utilizar las potentes técnicas de espectrometria de masas para
identificar las modificaciones posttraduccionales de los diferentes componentes. Se ha
empezado a aplicar esta metodologia a la troponina T y a la troponina H, ésta Gltima es una
isoforma de alto peso molecular de la tropomiosina, que se pensaba que se expresaba
Onicamente en el masculo indirecto de vuelo. Hemos visto que esta Gltima se encuentra
fosforilada en treoninas que hemos podido identificar dentro de la secuencia especifica de estas
isoformas. También hemos empezado a estudiar la troponina C, la subunidad que liga calcio y
que en Drosophila melanogaster se encuentra codificada en al menos tres genes distintos cuyos
clones ya se encuentran en nuestro laboratorio. Se estan clonando en Drosophila subobscura 'y
en Drosophila virilis y se estan produciendo anticuerpos contra los distintos genes para
identificar estos componentes a nivel de proteinas.

Hacia el establecimiento de una colonia de Drosophilas en el espacio. Puesta a punto de
los experimentos y optimizacion de las técnicas de analisis. Aplicaciones de las
microondas.

Medina, F. J., Canton, E., Husson, D., Villa, A., Diaz, C., Mateos, J. y Herranz, R.

La iniciacion de la construccion de la Estacion Espacial Internacional ha traido como
consecuencia una pausa en los programas de investigacion en Biologia Espacial, pausa que
estamos aprovechando para preparar los experimentos que pensamos realizar en sus
instalaciones, una vez que estén disponibles para la Comunidad Cientifica Internacional. Estamos
desarrollando el hardware necesario para poder cultivar y preparar casi automaticamente las
muestras de Drosophila cultivadas indefinidamente en el Espacio.Queremos identificar si la
exposicion a largo plazo al ambiente espacial produce cambios significativos bien en los
mecanismos que controlan el desarrollo o bien en los procesos de envejecimiento, sabiendo que
los sistemas bioldgicos mas simples como son las células en cultivo son capaces de detectar y
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responder a los cambios gravitacionales. Asi mismo estamos tratando de optimizar ciertas
técnicas cuya ejecucion en el Espacio puede venir dificultada. En especial estamos estudiando
los efectos estimuladores sobre la fijacion de las microondas, asi como optimizar la preservacion
de muestras fijadas y no fijadas en el Espacio. Los estudios con microondas han permitido
detectar un efecto sinérgico muy importante en los efectos esporicidas y bactericidas de una
serie de agentes quimicos con potencial aplicacion tanto en el Espacio como en la Tierra.
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Regulacion de la expresion de APP por hormonas tiroideas en células de
neuroblastoma
(A.Pascual, J.Santiago, A.Villa )

La expresion de APP (amyloid precursor protein) juega un papel central en el desarrollo
de la enfermedad de Alzheimer. Se expresa en la mayoria de los tejidos, y su sobre-expresion se
puede considerar como un factor de riesgo para la enfermedad, en tanto que induce la formacion
del péptido amiloide, y otros fragmentos amiloidogénicos. Diferentes agentes entre los que se
encuentran los componentes de la superfamilia de receptores nucleares regulan la expresion de
APP principalmente a nivel transcripcional. La triiodotironina, la forma fisiologica mas activa de
las hormonas tiroideas, inhibe la actividad del promotor de APP, a través de un mecanismo que
requiere la presencia del recptor de hormonas tiroideas y secuencias del promotor que contienen
un elemento de respuesta a estas hormonas. La precisa caracterizacion del elemento de
respuesta, asi como la identificacion de los factores que participan en la misma, constituyen el
nucleo central de esta experimentacion.

Regulacion de la expresion de APP por receptores con actividad tirosina quinasa.
(A.Pascual, Y.Ruiz, E.Muiioz)

En cultivos celulares de origen neuronal diferentes factores de crecimiento, entre los que
se encuentran el NGF (nerve growth factor) o el BDNF (brain derived neurotophic factor),
inducen la actividad del promotor de APP a través de un mecanismo que requiere la expresion
de Ras, y es altamente dependiente de la concentracion de suero en el medio de cultivo. Otras
vias como la de la PI3 quinasa podrian estar tambien implicadas, en especial en la respuesta
inducida por el BDNF. Por una parte, el promotor de APP contiene dos sitios AP-1, que podrian
estar implicados en la respuesta inducida por estos factores de crecimiento. Por otra, secuencias
del DNA localizadas en un pequeho fragmento de 15 pares de bases, que antecede al sitio de
iniciacion, parecen mediar una buena parte de dicha respuesta. La determinacion de las vias de
sefalizacion, y de las secuencias de DNA que participan en la regulacion, son los objetivos
principales de esta linea de investigacion.
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Efecto del hipotiroidismo congénito sobre la expresion génica y la funcionalidad
mitocondrial en cerebro de rata en desarrollo

(C.Jodra, J. Kaninda, J.Arenas, A.Santos, A.Perez Castillo)

En humanos, la deficiencia de hormona tiroidea (T3) esta asociada con un profundo
retraso mental y graves problemas neuroldgicos como sordera y descoordinacion motora
También, el hipotiroidismo experimental en la rata produce un desarrollo anormal del cerebro
con trastornos tales como una disminucion en la conectividad interneuronal, una mielinizacion
retrasada, defectos en la migracion celular y alteraciones en los niveles de neurotransmisores. La
mayoria de los efectos de T3 estan mediados por receptores nucleares, que son factores de
transcripcion, y por tanto, los efectos observados en el cerebro son la consecuencia final de la
regulacion por T3 de un nimero limitado de genes en el nicleo. Nosotros recientemente hemos
descrito que la expresion del genoma mitocondrial esta regulada por T3 durante el desarrollo del
cerebro. Mas recientemente hemos estudiado la regulacion de un conocido factor que regula la
transcripcion mitocondrial: Tfam, por T3, tanto in vivo durante el desarrollo del cerebro como in
vitro en experimentos de transfeccion transitoria utilizando un fragmento de 1.2 kb de su
promotor. Al estudiar los niveles de mRNA para este factor en diferentes estados tiroideos
hemos observado una disminucion significativa en areas como estriado e hipocampo. Ahora
estamos ampliando estos datos mediante estudios de hibridacion in situ. Los estudios de
transfeccion los hemos realizado en células de tipo neuronal TR transfectadas con diferentes
construcciones del promotor humano de Tfam (1275 pb) y los receptores TRal y TRbl. La
actividad de este promotor es inducida por T3, aumentando 5 veces sobre la actividad basal. El
estudio de diferentes deleciones, junto con estudios de retardo en gel, indican que existen dos
TREs funcionales en las posiciones —1241/-1212 y —-1107/-1091. El promotor de Tfam
responde especificamente a TRb1, y no responde a Tral. Por esta razon, en este momento
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estamos construyendo quimeras con diferentes dominios de ambos receptores para tratar de
establecer el mecanismo molecular de dicha especificidad. La induccion del promotor de Tfam
por T3 la hemos comprobado también en células que poseen receptores endogenos para esta
hormona (adipocitos marrones, clon MB492).

Durante estos afios hemos determinado mas en detalle el efecto de la hormona tiroidea
sobre la funcionalidad de la mitocondrias cerebrales. Para ello hemos determinado el efecto de la
hormona tiroidea sobre la sintesis de ATP mitocondrial. Hemos aislado mitocondrias de
distintas areas cerebrales, y de diferentes grupos de animales (controles, hipotiroideos a
hipotiroideos inyectados con T3), y determinado su capacidad de sintetizar ATP. Nuestros
resultados muestran que en la corteza cerebral y estriado el hipotiroidismo reduce la velocidad de
sintesis de ATP en un 52 y 59 % respectivamente en comparacion con los controles, cuando se
emplea como substrato glutamato/malato. La administracion de T3 a estos animales
hipotiroideos recupera la actividad mitocondrial a los niveles de los controles. La cinética de
recuperacion es lenta, y en la corteza cerebral no se observa recuperacion hasta las 48 horas
después del inicio del tratamiento con T3 y esta no alcanza los niveles controles hasta las 72
horas. En el resto de las areas cerebrales estudiadas, tdlamo, mesencéfalo, cerebelo y resto
(puente y bulbo raquideo fundamentalmente) no se observa efecto de la hormona tiroidea sobre
la sintesis mitocondrial de ATP. Estos datos estan esencialmente de acuerdo con los resultados
obtenidos en el analisis de la actividad de los complejos respiratorios de la mitocondria, ya que la
actividad de los complejos I y III esta disminuida solo en la corteza y estriado animales
hipotiroideos en comparacion con los controles.

Regulacion de la expresion de C/EBPa y C/EBPb por receptores nucleares. Papel en
procesos de proliferacion, diferenciacion y apoptosis.

(A.LMenéndez Hurtado, M.Cortés Canteli, M.Pignatelli, P.Sanz de los Terreros, A.Santos,
A.Perez Castillo).

C/EBPs (CCAAT/enhancer binding proteins) son una familia de factores de transcripcion
con una zona muy conservada, denominada bZIP, que incluye una cremallera de leucinas, y que
estan implicadas en la regulacion transcripcional de genes que controlan procesos de crecimiento
y diferenciacion. Nosotros hemos demostrado previamente que la expresion de los genes
C/EBPa y C/EBPb esta regulada por T3 durante el desarrollo del higado. Para estudiar mas a
fondo esta regulacion hemos clonado un fragmento de 1171 pb del promotor de C/EBPa y
estudiado su expresion en una linea celular inmortalizada de adipocitos marrones (MB492), que
posee receptores endogenos de T3. Este fragmento estd regulado por T3 en estas células
(también hemos observado que los niveles endogenos de mRNA C/EBPa aumentan rapidamente
después de la adicion de T3 al medio de incubacion). Resultados de anilisis de deleccion,
mutagénesis y retardo en gel sugieren que solo uno de los posibles TREs presentes en este
fragmento representa un TRE funcional. Este TRE consiste en lo que se conoce como un
palindrome invertido (IR) separado por dos pares de bases.

Recientemente hemos observado que la expresion del gen C/EBPb no solo esta regulada
en higado sino también en areas especificas del cerebro como estriado y corteza. Paralelamente a
estos estudios in vivos estamos analizando un fragmento de aproximadamente 3.0 kb del
promotor de este gen y su regulacion por diferentes receptores nucleares como los de hormona
tiroidea (T3), acido retinoico (RA) y proliferadores peroxisomales (PPARs). Datos preliminares
indican que el fragmento de 3.0 kb responde a T3 y RA, y que la deleccion de 2 kb de la zona 5’
anula esta regulacion.

Por otro lado hemos establecido lineas estables de C/EBPb en la linea neuronal N2A con
objeto de analizar su papel en diferentes procesos celulares como proliferacion, diferenciacion y
apoptosis. Los resultados obtenidos hasta ahora indican que C/EBPb induce significativamente
apoptosis sin parada de proliferacion. C/EBPb induce también un estado “prediferenciado”, lo
cual coincide con su papel en el desarrollo de adipocitos.

Papel del factor de transcripcion egr-1 en diferenciacion y apoptosis de células
neuronales.
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(M.Pignatelli, M.Cortés Canteli, A.Perez-Rendon, A.Santos, A.Perez Castillo)

El factor de transcripcion egr-1 es un gen de respuesta temprana al que se le ha implicado
en la regulacion de diferentes procesos celulares. Aunque su expresion es muy abundante en
cerebro, se sabe muy poco acerca de su papel en este Organo. Nosotros, utilizando
oligonucleodtidos antisense y lineas estables sobreexpresando egr-1, hemos encontrado que su
expresion esta asociada con la extension de neuritas en células de neuroblastoma N2A y que
esto esta asociado con un aumento en la cantidad de MAP1B fosforilada, requisito temprano
para la diferenciacion neuronal. La sobreexpresion de este gen tiene también como consecuencia
un aumento significativo de la cantidad de células N2A apoptoticas, crecidas tanto en presencia
como en ausencia de suero. Actualmente estamos analizando en detalle cuales son los
mecanismos responsables de esta regulacion.

Papel de los proliferadores peroxisomales en el desarrollo del cancer de mama.
(M.Pignatelli, M.Cortés Canteli, A.Santos, A.Perez Castillo)

Los receptores de los proliferadores peroxisomales (PPARs) forman parte de la gran
superfamilia de receptores nucleares. Recientemente se han descubierto varios ligandos para
estos receptores que incluyen derivados de las prostaglandinas y factores antidiabéticos como
las thiazolidinedionas. La presencia de estos receptores se ha asociado con el desarrollo de
diferentes tipos de cancer. Hemos encontrado que la activacion del PPARg por 15d-PGJ2 inhibe
proliferacion e induce acumulacion de lipidos (diferenciacion) y apoptosis en células de cancer
de mama MCF7. Muy interesante es el hecho de que este ligando de los PPARs es también un
inhibidor muy potente de la fosforilacion de los receptores tirosina kinasa ErbB2 y ErbB3 como
consecuencia de la union de dos de sus ligandos: neuregulinal y neuregulina2. Este efecto esta
acompanado de un bloqueo muy eficiente de los efectos de estos ErbBs sobre proliferacion,
diferenciacion y apoptosis en estas células. Es muy posible por tanto que la activacion del
PPARg inicia una cascada de regulacion transcripcional que tiene como efecto la inhibicion de
los efectos de los ErbBs en estas células. En este momento estamos analizando el mecanismo
responsable de esta inhibicion de la fosforilacion, asi como de las rutas de sehalizacion
mediadoras del efecto de neuregulinas y prostaglandinas en estas células.

Publicaciones
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hormone of NGFI-A gene expression in lung. Regulation of NGFI-A promoter activity.
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Regulacion de la expresion génica durante la diferenciacion y el desarrollo. Estudio del
factor de transcripcion de respuesta a suero (SRF).

Investigador Principal: Sastre Garzon, Leandro, Cientifico Titular
Investigadores Contratados: Escalante Hernandez, Ricardo
Investigadores Asociados: Ortiz-Caro, Javier, Profesor Titular, U.N.E.D.

Becarios Predoctorales: Casero Martin, Marie-Carmen
Martinez Lamparero, Ana

Estudiantes de Licenciatura: Avila Arroyo, Sonia (Desde Octubre de 1998)
Vicente Ruiz, Juan Jestis (Desde Septiembre de 1999)

Palabras Clave

Artemia franciscana, Desarrollo, Dictyostelium discoideum, Evolucion, Serum Response Factor
(SRF), Transcripcion.

Funcion del factor de transcripcion SRF durante la diferenciacion de Dictyostelium.
discoideum

(R. Escalante, J.J. Vicente, L. Sastre)

La ameba social D. discoideum es uno de los modelos eucarioticos de diferenciacion mas
sencillos. Las células vegetativas se agregan en ausencia de nutrientes y diferencian para formar
el cuerpo fructifero, constituido por dos tipos celulares: células de tallo y esporas. El estudio del
factor de transcripcion SRF ha demostrado que es un componente importante de este proceso de
diferenciacion puesto que las cepas en las que se ha interrumpido este gen no forman esporas
maduras. Estamos estudiando en mayor detalle el papel del factor SRF durante el proceso de
diferenciacion y morfogénesis mediante distintos abordajes genéticos. Los datos obtenidos hasta
el momento sugieren la implicacion de SRF en la diferenciacion de los dos tipos celulares, asi
como en la coordinacion del proceso morfogenético.

Estudio funcional del factor SRF de Artemia franciscana.
(M.C. Casero, S. Avila, J. Ortiz-Caro, L. Sastre)

El aislamiento de clones que codifican para el factor SRF de A. franciscana ha permitido
determinar que se expresa especificamente en la region ectodérmica de las nauplias de este
organismo, sugiriendo su participacion en la diferenciacion de este tejido. Esta funcion serfa muy
diferente de la que desempeha SRF en otros organismos. Por ejemplo, en vertebrados SRF
participa en la regulacion del ciclo celular, en la diferenciacion muscular y en la determinacion
mesodérmica. Estamos estudiando si la variedad de funciones que desempena SRF en distintos
organismos se deben a diferencias entre los factores de las distintas especies. Podria ser, por el
contrario, que los distintos SRFs fueran funcionalmente equivalentes pero participaran en
diferentes vias de senalizacion en cada especie. Estamos tratando de comprobar estas hipotesis
estudiando la funcionalidad del SRF de A. franciscana en celulas de mamifero en cultivo.

Caracterizacion de los promotores de la ATPasa de calcio de reticulo
sarco/endoplasmico de A. franciscana.

(A. Martinez, J. Ortiz-Caro, L. Sastre)
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El gen que codifica para la ATPasa de calcio de reticulo sarco/endoplasmico de A.
franciscana se transcribe desde dos promotores diferentes. El promotor 1 se utiliza
especificamente en las cé€lulas musculares mientras que el promotor 2 es funcional en todas las
células. Mientras que el promotor 1 activa modestamente la transcripcion de genes testigo en
células de mamifero en cultivo (5 a 20 veces de estimulacion), el promotor 2 presenta una mayor
actividad (hasta 125 veces de estimulacion). Hemos identificado una region del promotor 2 que
posee las caracteristicas de una region estimuladora de la transcripcion (“enhancer”). Estamos
tratando de delimitar mejor esta region para intentar caracterizar los factores de transcripcion que
se unen a ella, regulando su actividad transcripcional.

Estudio del polimorfismo del gen que codifica para la subunidad al de la ATPasa de
Na/K de A. franciscana.

(S. Avila, L. Sastre)

El aislamiento y secuenciacion de varios clones, gendmicos y de cDNA, que codifican
para la subunidad al de la ATPasa de Na/K de A. franciscana ha desvelado la existencia de
polimorfismo en este gen. Estudios mas detallados han confirmado la existencia de un grado de
polimorfismo significativamente mayor en este gen que en otros genes de A. franciscana. La
ATPasa de Na/K tiene un papel fundamental en los procesos de secrecion de sal al medio
ambiente que permiten la supervivencia de Artemia en medios de elevada salinidad. Pensamos
que el polimorfismo existente en este gen podria ser un reflejo de procesos evolutivos de
adaptacion a medios de distinta salinidad y estamos realizando algunos estudios para comprobar
o rechazar esta hipotesis.
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Papel de la quinasa Akt/PKB en la supervivencia neuronal.
Investigador Principal: Cuadrado Pastor, Antonio, Profesor Titular de Universidad

Personal de Apoyo Lopez-Valdaliso, Raquel (1998-2000)
Nebot Hernandez, M* del Carmen (2000-2001)

Becarios Predoctorales: Martin Izquierdo, Daniel (1998)
Salinas de la Rosa, Marta (1998)

Colaboraciones: Alvarez, Alberto, Centro de Citometria de Flujo y Microscopia
Confocal.
Porras, Almudena, Profesor Titular, Universidad Complutense de
Madrid.

Palabras Clave

Akt/PKB, apoptosis, supervivencia, transduccion de sefales, neurotrofinas, estrés oxidativo.

Relacion funcional entre Akt/PKB y el metabolismo de la esfingomielina.

(M. Salinas, R. Lopez-Valdaliso, D. Martin, Alvarez, A. y A. Cuadrado)

Efecto de la ceramida sobre la actividad Akt/PKB y su relacion con la respuesta apoptotica bajo
condiciones de estrés. Regulacion de los niveles intracelulares de ceramida, esfingosina y
esfingosina 1 fosfato por Akt/PKB.

Papel antiapoptotico de Akt/PKB en células nerviosas sometidas a estrés oxidativo.

(M. Salinas, D. Martin y A. Cuadrado)

Activacion de Akt/PKB en respuesta a agentes oxidantes, incluyendo perdxido de hidrogeno,
oxido nitrico e inductores experimentales de enfermedades neurodegenerativas. Identificacion de
los mecanismos responsables de la proteccion antiapoptotica.

Papel antiapoptotico en modelos experimentales de la enfermedad de Parkinson.

(M. Salinas y A. Cuadrado)

Estudio del posible efecto antiapoptotico de Akt/PKB en células dopaminérgicas sometidas a 1-
metil-4-fenilpiridina, (MPP+). Identificacion de los mecanismos responsables de la proteccion
antiapoptotica.

Mecanismos de regulacion de la localizacion subcelular de Akt/PKB.

(D. Martin, Alvarez, A. y A. Cuadrado)

Mecanismo de translocacion de Akt/PKB al nicleo celular. Identificacion de las regiones de

Akt/PKB responsables de su translocacion. Determinacion de su estado funcional en el nicleo
en cuanto fosforilacion, oligomerizacion y asociacion con otras protefnas.
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Metabolismo hepatico de los hidratos de carbono: Aspectos diagnosticos,
fisiopatologicos y reguladores.

Investigador Principal: Feliu Albinana, Juan Emilio. Catedratico de Universidad.
Investigadores Contratados: Sanchez Gutiérrez, Julio César.

Investigadores Asociados: ~ Rossi Raviolo, Irma. Servicio de Gastroenterologia, Hospital
Universitario Clinica Puerta de Hierro.
Benlloch Marin, Teresa. Pediatra Especialista de Area.

Personal de Apoyo: Garcia-Ripoll Catalan, Isabel (hasta Diciembre 1998)

Becarios Postdoctorales: Del Valle Collado, Juan Carlos. (hasta Septiembre 1999)
Blanco Dolado, Laura. (hasta Septiembre 1999)

Becarios Predoctorales: Carrillo de la Fuente, Juan José
Esteban Gamboa, Andrés.
Salvatella Lezcano, Maria
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Colaboraciones: Bosch Tubert, Fatima. Catedratico de Universidad. Facultad de
Veterinaria, Universidad Autobnoma de Barcelona.

Palabras Clave

Metabolismo, regulacion, carbohidratos, diabetes, enzimopatias, insulina.

Diagnostico de enzimopatias relacionadas con el metabolismo de los hidratos de
carbono.

(J.E. Feliu Albinana, T. Benlloch Marin, J.C. Sanchez Gutiérrez, I. Garcia-Ripoll Catalan)

En el grupo existe una Unidad de Diagnostico de Enzimopatias que viene funcionando
como Laboratorio de Referencia para un gran niimero de hospitales de toda Espafa en temas
relacionados con el diagnostico de glucogenosis, intolerancia a la fructosa y galactosemia. Entre
los diagnosticos realizados en los Gltimos ahos se contabilizan mas de un centenar de casos de
glucogenosis (tipos LILILV,VI y VII), 17 casos de intolerancia a la fructosa y 24 casos de
galactosemia clasica. Desde hace tres ahos estamos desarrollando el Proyecto de Investigacion
titulado “Intolerancia hereditaria a la fructosa y galactosemia clasica. Estudio genético molecular
en familias espanolas", cuyo objetivo principal es realizar un estudio familiar a nivel genético-
molecular de los casos de intolerancia a la fructosa y galactosemia clasica ya diagnosticados por
nuestra Unidad, con objeto de identificar el tipo de defecto molecular o mutacion responsable.

Mecanismos moleculares de resistencia a insulina.
(J.E. Feliu Albinana, J.J. Carrillo de la Fuente, A. Esteban Gamboa, B. Ibares Mufioz)

Esta linea de investigacion, iniciada en 1987 ha permitido demostrar una serie de
alteraciones en el sistema de senalizacion celular dependiente de glucosil-fosfatidilinositol en
diferentes modelos animales de resistencia a insulina, tales como exceso de glucocorticoides,
diabetes por administracion de estreptozotocina, envejecimiento y obesidad genéticamente
determinada (ratas Zucker obesas). Asimismo, en este ltimo modelo de ratas obesas, hemos
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estudiado los mecanismos moleculares responsables de la resistencia a insulina, glucosa y
sulfonilureas que presenta la gluconeogénesis hepatica en estos animales. En la actualidad,
estamos estudiando los mecanismos moleculares implicados en la resistencia a insulina a nivel
hepatico en respuesta a la leptina y al TNFalfa.

Metabolismo en células gastrointestinales.
(J.E. Feliu Albinana, I. Rossi Raviolo, J.C. DelValle Collado, M. Salvatella Lezcano)

Esta linea de trabajo, desarrollada en colaboracion con la Dra. Irma Rossi del Servicio de
Gastroenterologia del Hospital Universitario Clinica Puerta de Hierro, ha permitido demostrar
los cambios que acontecen en la glucolisis por la accion de diferentes secretagogos en un
modelo de glandulas gastricas aisladas de conejo. En los Gltimos dos ahos,se esta estudiando la
influenciade las sulfonilureas, del etanol y de los AINE’s sobre la funcionalidad de glandulas
gastricas aisladas y células parietales de conejo en cultivo.

Desarrollo de un modelos de animal transgénico con intolerancia hereditaria a la
fructosa.

(J.E. Feliu Albinana,, J.C. Sanchez-Gutiérrez, B.Parra Solis, F. Bosch Tubert)

El objetivo de esta linea de investigacion ha sido la obtencion de un modelo animal de
intolerancia hereditaria a la fructosa (IHF) mediante la sobreexpresion de fructoquinasa (FK).
La hipotesis se basaba en que un aumento del desbalance entre las actividades FK y aldolasa B
en el higado favoreceria el acimulo de fructosa 1-fosfato (F-1-P) en animales transgénicos
alimentados con una dieta que contenga sacarosa (intoxicacion cronica), como el acimulo de F-
1-P tras la administracion intraperitoneal de fructosa (intoxicacion aguda). La obtencion de este
modelo animal estd permitiendo estudiar las alteraciones metabolicas que a nivel hepatico se
producen por la toxicidad aguda, pero sobre todo por la toxicidad cronica, de la fructosa. Ello es
de gran interés dado que no se ha descrito ningin modelo animal capaz de reproducir las
anomalias metabolicas que a nivel hepatico se producen por la administracion cronica de fructosa
en pacientes con [HF.

Publicaciones.
Del Valle, J.C., Olea, J., Pereda, C., Gutiérrez Y., Feliu, J.E. y Rossi, 1. (1998) Sulfonylurea

effects on acid and pepsinogen secretion in isolated rabbit gastric glands. Eur. J.
Pharmacol. 343, 225-232.
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Bases moleculares y celulares de la progresion maligna de carcinomas epidermoides

Investigador principal: Quintanilla, Miguel, cientifico titular del CSIC
Investigador contratado: Iglesias, Maite
Investigadores asociados: Gamallo, Carlos, Dpto Anatomia Patologica Hospital de la

Princesa, F. Medicina UAM.
Cano, Amparo, Profesora titular, Dto Bioquimica, F. Medicina

UAM.
Personal de apoyo: Garcia-Gallo, Monica (técnico contratado)
Becarios postdoctorales: Scholl, Francisco G. (desde Febrero 1999)

Frontelo, Pilar (desde Mayo 1999)

Becarios predoctorales: Scholl, Francisco G (hasta Febrero 1999)
Frontelo, Pilar (hasta Mayo 1999)
Santibanez, Juan F. (hasta Mayo 1999)
Romero, Diana (desde Noviembre 1999)

Estudiantes: Romero, Diana (hasta Julio 1999)
Pons, Mar (desde Septiembre 1999)

Colaboraciones: Ramon y Cajal, Santiago, Dpto Anatomia Patologica, Clinica
Puerta de Hierro, Madrid.
Fabra, Angels, Institut de la Recerca Oncologica, Barcelona
Vilar6, Senén, Universitat de Barcelona.
Martinez, Jorge, INTA-Universidad de Chile, Santiago,
Chile.

Palabras clave: TGF-3, uPA, PA2.26, motilidad, invasividad, metastasis

TGF-p; y la progresion maligna. Estudio de las vias de sehalizacion intracelular
implicadas en la respuesta antiproliferativa e invasiva de queratinocitos.

(M. Iglesias, P. Frontelo, C. Gamallo, D. Romero, M. Pons, M. Quintanilla)

El factor TGF-] tiene una doble funcion en la carcinogénesis epitelial ya que actia como
un supresor en los primeros estadios del desarrollo tumoral (en virtud de su efecto inhibidor de
la proliferacion celular) y como un estimulador de la malignidad en las Gltimas etapas de la
carcinogénesis. Esta segunda funcion de TGF-p; ha podido demostrarse in vitro e in vivo. In
vitro, TGF-B; induce una conversion epitelial-fibroblastica en queratinocitos transformados,
como demostrd nuestro laboratorio hace ya algunos anos. Esta converson fenotipica esta
asociada in vivo con la progresion de carcinomas bien diferenciados a carcinomas pobremente
diferenciados y con un incremento de la capacidad invasiva y metastasica de los tumores. Estas
observaciones, realizadas originalmente en el modelo de la carcinogénesis de piel de raton, han
sido confirmadas por diferentes grupos en otros tipos de carcinomas murinos y humanos. La
respuesta invasiva de las células tumorales al factor, al igual que la respuesta antiproliferativa, es
directa y requiere la activacion de los receptores de TGF-g en la membrana plasmatica. Se ha
observado, ademas, que existe una cooperacion entre oncogenes Ras y TGF-p; para la
estimulacion de la malignidad tumoral. Nuestro laboratorio ha realizado un analisis de las vias de
transduccion de sehales implicadas en las respuestas antiproliferativa e invasiva de queratinocitos
inmortalizados (no tumorogénicos) y queratinocitos transformados (que contienen un oncogén
H-Ras) a TGF-p;. Estos estudios han puesto de relieve una interaccion entre las vias moduladas
por Ras-MAP quinasas y Smad en la respuesta celular a TGF-g;. El factor activa tanto la via
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Ras-MEK-Erk como la via Smad, de forma rapida y transitoria, y utiliza una u otra via para la
regulacion de genes especificos. Asi, por ejemplo, la induccion por TGF-p; de p21C1P1, un
inhibidor de la entrada a la fase S del ciclo celular, estd regulada por la via Smad en
queratinocitos normales y por la via Ras-MAP quinasas en queratinocitos transformados. El
bloqueo de la via Smad mediante un dominante negativo de Smad4 conduce, en queratinocitos
transformados por Ras pero no en queratinocitos normales, a la hiperactivacion constitutiva de la
via Ras-MEK-Erk y a la progresion a carcinomas indiferenciados. Esta observacion puede tener
una gran relevancia clinica en tumores en los que coexisten la inactivacion del gen supresor
Smad 4 con mutaciones oncogénicas en Ras, como ocurre en el cancer de pancreas y de colon.

TGF-®1 y la progresion maligna. Implicacion de uroquinasa.
(J.F. Santibanez, P. Frontelo, M. Iglesias, J. Martinez, M. Quintanilla)

La estimulacion por TGF-f31 de la malignidad de queratinocitos transformados implica,

entre otros eventos, la induccion de proteasas que degradan la matriz extracelular (ME) en el
frente invasivo de los tumores. En estos dos afos hemos centrado nuestro estudio en el sistema
de uroquinasa (uPA), una serin-proteasa que convierte el plasmindgeno inactivo en plasmina y
activa diferentes prometaloproteasas que degradan un amplio rango de proteinas de la ME. uPA
ha sido implicada en los procesos invasivos y metastasicos de diferentes tipos de cancer y es un
marcador de la progresion maligna en la carcinogénesis epidérmica. TGF-p; estimula en
queratinocitos transformados la expresion / secrecion de uPA (y de su inhibidor PAI-1).
Mediante péptidos sintéticos que antagonizan la union de uPA a sus receptores de la superficie
celular pudimos demostrar la implicacion funcional de uPA en la migracion e invasividad
estimulada por TGF-B;i. Por otro lado, la utilizacion de inhibidores de MAP quinasas,
oligonucleodtidos antisentido anti-Erk y un mutante dominante negativo de Ras nos ha permitido
demostrar la implicacion de la via Ras-MAP quinasas en la regulacion de la expresion de uPA
por TGF-1. Por el contrario, la induccion de PAI-1 parece estar regulada por la via Smad.

Caracterizacion del antigeno PA2.26: una nueva glicoproteina transmembrana tipo
mucina implicada en la motilidad celular y en la carcinogénesis.

(F.G. Scholl, C. Gamallo, M. Garcia-Gallo, S. Vilar6, M. Quintanilla)

Estudios previos de nuestro laboratorio habian identificado una proteina de la superficie
celular, reconocida por el anticuerpo monoclonal PA2.26), que se induce en queratinocitos de la
epidermis y en fibroblastos de la dermis durante la carcinogénesis y durante la cicatrizacion de
heridas. La purificacion del antigeno por cromatografia de afinidad condujo al clonaje y
secuenciacion del cDNA que codifica la proteina murina. Los datos de la secuencia de
aminoacidos, junto con la caracterizacion bioquimica de la proteina, revelan que es una
sialoglicoproteina transmembrana tipo mucina de bajo peso molecular. In vivo, se expresa en
distintos tipos celulares y tejidos, fundamentalmente en cerebro (células epiteliales del plexo
coroideo) y en pulmoOn (epitelio alveolar), aunque también esta presente en el rindn (glomérulo),
en los mesotelios y en células endoteliales de los vasos linfaticos. Mediante estudios de
microscopia confocal y electronica hemos demostrado que el antigeno PA2.26 se concentra en
proyecciones de la membrana plasmatica (microvilli, filopodios, lamellipodios y "ruffles") donde
colocaliza con proteinas de la familia ERM (ezrina, radixina y moesina). Las proteinas ERM
actian como interconectores del citoesqueleto de actina con la membrana plasmatica y estan
implicadas funcionalmente en la motilidad celular. Experimentos de inmunoprecipitacion
sugieren una interaccion de PA2.26 con ezrina y radixina, pero no con moesina. La transfeccion
del cDNA de PA2.26 en queratinocitos normales (inmortalizados), que no sintetizan el antigeno,
indujo la formacion de proyecciones de la superficie celular, la reorganizacion del citoesqueleto
de actina (pérdida de la actina cortical, implicada en las uniones célula-célula mediadas por
cadherinas, y de fibras de tension, que estabilizan las uniones célula-sustrato mediadas por
integrinas), la relocalizacion de ezrina en filopodios y "ruffles", y un aumento significativo de la
capacidad migratoria de las células. Ademas, los transfectantes PA2.26 adquieren un fenotipo
tumoral y metastasico. Estos resultados sugieren un papel funcional de PA2.26 en la motilidad
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celular y en la carcinogénesis. Recientemente, hemos logrado clonar el cDNA que codifica la
proteina homologa humana, lo que nos permitira investigar la implicacion de PA2.26 en el cancer
humano.

El gen E1A de adenovirus: Una nueva aproximacion a la terapia génica anticancerosa
(P. Martin-Duque, M. Quintanilla, A. Cano, S. Ramon y Cajal)

En colaboracion con el grupo del Dr. S. Raméon y Cajal estamos analizando
experimentalmente el potencial del gen E1A de adenovirus como un nuevo agente en la terapia
anticancerosa. Los estudios in vitro e in vivo realizados durante los dos ltimos anos demuestran
que el gen E1A reduce la tumorogenicidad de lineas celulares malignas murinas y humanas, y
sensibiliza a las células a la muerte celular inducida por agentes que dahan al DNA, como la
radiacion < y el cisplatino. Estas observaciones sugieren que el gen E1A podria utilizarse como
un nuevo agente terapéutico en el cancer.
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Estrés del Reticulo Endoplasmico (RE)
(M. Garcia-Gallo, J. Renart, M. Diaz-Guerra)

Estamos estudiando la estabilidad de la subunidad R1 del receptor de glutamato tipo
NMDA en situaciones que inducen el estrés del RE, utilizando tanto neuronas corticales de rata
en cultivos primarios, como un sistema heterdlogo en el que las subunidades del receptor se
expresan con ayuda del virus de la vacuna. Estos experimentos se han realizado utilizando
compuestos activadores del estrés del RE, como tunicamicina (inhibidor de la N-glicosilacion),
ionodforos para calcio, brefeldina (bloqueante del trafico de proteinas entre el RE y el Golgi) o
tapsigargina (inhibidor de la Ca-ATPasa del RE). Nuestros resultados muestran que la
subunidad R1 se degrada especificamente (en relacion con otras subunidades del receptor, como
la R2A) solo con algunos de estos tratamientos mediante un mecanismo en el que participa el
proteasoma.

Relacion estructura/funcion del receptor de glutamato tipo NMDA
(M. Garcia-Gallo, J. Renart, M. Diaz-Guerra)

Utilizando el sistema heterdlogo de expresion en células no neuronales, estamos
estudiando las propiedades de receptores homoméricos de las subunidades R1 o R2A en
relacion con los heteroméricos formados por ambas subunidades, comparables a los presentes
en células neuronales. En concreto, investigamos a) estabilidad diferencial de las subunidades; b)
estado de glicosilacion; ¢) presencia o no en la membrana plasmatica; d) funcidon como canales

de Ca?t y e) posibilidad de que los receptores homoméricos formados por subunidades R2A
induzcan muerte celular. Ademas, estamos generando virus de la vacuna recombinantes que
produzcan las subunidades del receptor como un sistema muy eficiente de sobreexpresar estas
proteinas para la determinacion de su estructura.

Senalizacion celular durante la apoptosis y diferenciacion de células N2A
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(M.D. Lopez-Maderuelo, M. Fernandez, C. Moratilla, J. Renart)

Estamos estudiando el papel de las MAPK ERK y JNK en células del neuroblastoma de
ratobn N2A en condiciones de apoptosis (inducida por inhibicion de PKC) y diferenciacion. En
el primer caso, la induccion de apoptosis se correlaciona con activacion de JNK e inhibicion de
ERK. El papel de JNK en apoptosis se estd estudiando mediante el uso de inhibidores y
utilizando una linea célular que expresa establemente el gen protector contra apoptosis Bcl-2.

En diferenciacion (inducida tanto por ausencia de suero, tratamiento con geldanamicina
(ver mas abajo) o sobreexpresion de MEKK1) observamos una activacion sostenida a lo largo
del tiempo de ERK y una activacion de JNK, aunque la cinética de esta altimo depende del tipo
de estimulo para la diferenciacion.

Estamos también interesados en estudiar el papel jugado por la kinasa Akt en estos
procesos.

Respuestas celulares a la inhibicion de hsp90 con Geldanamicina (GA)
(M.D. Lopez-Maderuelo, M. Fernandez, C. Moratilla, J. Renart)

La GA es un inhibidor de la hsp90 que actua interaccionando con el sitio del ATP. Hay
numerosas protefnas implicadas en sefalizacion que se encuentran en complejos con este
complejo de chaperonas, como c-src, receptores de hormonas tiroideas o Raf-1. Cuando las
células se tratan con GA, el efecto producido depende del tipo celular; asi, las células N2A
diferencian, mientras que las células PC12 mueren por apoptosis. Por altimo, los mioblastos
C2C12 sufren cambios morfologicos muy acusados, con encogimiento de los cuerpos celulares.
Hemos estudiado en los tres tipos celulares distintos marcadores de diferenciacion o apoptosis,
asi como los niveles de ERK y JNK.

Estudio de la expresion génica inducida por TNFo mediante el Analisis Seriado de la
Expresion Génica (SAGE)

(P. Cejas, J. Renart)

El TNFa es una citoquina con un amplio espectro de acciones, habiéndose descrito que
puede inducir apoptosis y a su vez proteger de la muerte celular mediante la activacion de NF-
@B. Para estudiar este comportamiento aparentemente contradictorio, estamos tratando de
identificar los genes que se inducen en células N2A al ser tratadas con TNFa. mediante la
técnica de SAGE, que permite un analisis global de genes tanto inducidos como reprimidos en
una situacion fisioldgica frente a una situacion control. El método consiste en aislar e identificar
regiones de 10 pb (“tags™) especificos de cada gen; su mayor o menor frecuencia indican la
mayor o menor abundancia del mRNA correspondiente en una u otra situacion fisiologica. Este
es un método de alta produccion, que puede utilizarse para identificar el transcriptoma celular
(conjunto de todos los genes expresados por un tipo celular en una situacion definida).

Publicaciones

Rivas, C., Gil, J., Melkova, Z., Esteban, M. and Diaz-Guerra, M. (1998). Vaccinia virus E3L
protein is an inhibitor of the interferon (IFN)-induced 2-5A synthetase enzyme. Virology
243,406-414

Garcia-Gallo, M., Behrens, M.M., Renart, J. and Diaz-Guerra, M. (1999) Expression of N-
methyl-D-aspartate receptors using vaccinia virus causes excitotoxic death in human
kidney cells. J. Cell. Biochem, 72, 135-144.

Diaz-Guerra, M., Rivas, C. and Esteban, M. (1999). Full activation of RNase L in animal cells

requires binding of 2-5A within ankyrin repeats 6 to 9 of this IFN-inducible enzyme. J.
Interf. & Cytok. Res. 19, 113-119.

134



Bases moleculares de la accion de la hormona tioridea sobre la diferenciacion de las
células nerviosas.

Investigador Principal: Rodriguez-Penia, M Angeles, Cientifico Titular
Investigadores Contratados: Iglesias Vacas, Teresa (desde Junio 1999)

Becarios Postdoctorales: Escriva Garcia, Hector (1997-1998)
Handler Aragona, Ana (1998-1999)

Becarios Predoctorales: Vega de los Reyes, Sonia
Espliguero Garcia, Gemma

Colaboraciones: Garcia Vallejo, Carmen (IIBAS)
Sarlieve, Louis L.Professor. Institut de Chimie Biologique.
LNMIC-CNRS-UPR416.Strasbourg (Francia)
Richardson, William. Wolfson Institute for Biomedical Research,
University College London (UK)

Palabras Clave
hormona tiroidea, oligodendrocito, mielinizacion, diferenciacion, expresion de trkB.

Busqueda y caracterizacion de genes controlados por la hormona tiroidea (T3) en la
diferenciacion de células nerviosas.

(H.Escriva, S. Vega y A. Rodriguez-Pena)

Con el fin de detectar los primeros cambios de expresion génica inducidos por T3 durante
el proceso de diferenciacion, se utilizd la técnica de DDRT-PCR en dos modelos celulares, la
linea de neuroblastoma A431 que sobreexpresaba ectopicamente el receptor alfa de T3 (A431-
TRa) y los precursores de oligodendrocitos (OLP). En ambos casos se compararon las
poblaciones de ARNm procedentes de células tratadas durante 8 horas con T3 y sus
correspondientes controles. Del anilisis de las células de neuroblastoma, se clonaron 23
productos de PCR cuya expresion estaba aumentada o disminuida en las células tratadas con
T3.El analisisde dichos clones por Northern blot redujo el nimero de clones positivos a 4, de los
que dos de ellos no tenfan homologia con ninguna otra secuencia de la base datos. De las
muestras de OLP se aislaron 7 posibles clones que deben de ser confirmados.

Caracterizacion del gen 21, cuya expresion esta disminuida en las células A431-TRa
tras el tratamiento con T3.

(A. Handler, S. Vega y A. A. Rodriguez-Pena)

Uno de los genes cuya expresion cambiaba tras el tratamiento con T3 de las células A431-
TRa, fue el clon 21, homodlogo a un gen humano denominado gen de diferenciacion inducido por
acido retinoico de funcion desconocida. Se estudio las caracteristicas de la regulacion de dicho
gen por T3. Se obeservd que su induccion es rapida, alcanzidndose un maximo a las 4 horas y
estd modulada por la presencia de suero en el medio de cultivo.
Analisis de los elementos reguladores de la expresion del gen trkB
(G. Espliguero y A. Rodriguez-Peha)

Nuestro grupo ha demostrado que la expresion del receptor de neurotrofinas trkB esta

regulada por T3 y ha caracterizado las sequencias de ADN responsables de dicho efecto. Asi
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mismo hemos observado que en cultivos primarios de neuronas y astrocitos, se estimula la
expresion de dicho gen tras el aumento del segundo mensajero, AMPc. Se han localizado dos
elementos contiguos de respuesta a AMPc (CREs) responsables de dicha activacion que unen de
forma especifica proteinas CREB presentes en extractos nucleares de astrocitos. La mutacion de
uno de ellos bloquea la activacion del gen en respuesta a AMPc y son totalmente funcionales en
promotores heterdlogos.

Efecto antiproliferativo de la expresion de las isoformas a y b del receptor de la
hormona tiroidea.

(S. Vega y A. Rodriguez-Pena)

La expresion de las isoformas a y b del receptor de T3 es secuencial, es decir, mientras
que la expresion de a estd muy generalizada y se puede detectar desde etapas muy tempranas, la
expresion de b es posterior y su localizacion es mas restringida. Dicho patron también se ha
descrito durante el proceso de diferenciacion de los oligodenddrocitos. Asi, los OLP expresan
T3Ra y durante su proceso de diferenciacion se produce la coexpresion de la isoforma b. Con el
fin de estudiar una posible especificidad de isoforma en los efectos de T3 se procedid a expresar
cada una de ellas en la linea de fibroablastos de raton Swiss 3T3, mediante infeccion con
vectores retrovirales. Observamos que la expreesion de los receptores disminuia la capacidad
proliferativa de dichas células, siendo este efcto dramaticamente mayor cuando la isoforma
expresada era la b. Este efecto parece estar mediado por un aumento en los niveles del inhibidor
de ciclinas p27/Kip. Dicho aumento responde a un aumento de los niveles basales de su
mensajero asi como a una disminucion de la velocidad de degradacion de su proteina.
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Factores difusibles y mecanismos de transduccion de sehales que participan en el
control de la organogénesis del oido interno: regulacion de la muerte celular por
apoptosis.

(I. Varela-Nieto, Y. Leon, MC. Sanz, LM. Frago, G. Camarero, S. Can6n )

Nuestro laboratorio estd interesado en la caracterizacion de los factores difusibles que
regulan las etapas iniciales del desarrollo embrionario del oido interno, asi como en la
caracterizacion molecular de los mecanismos de sehalizacion que participan en la respuesta
celular a estos factores. En los Gltimos anos nos hemos centrado en el estudio de la muerte
celular programada o apoptosis que contribuye de forma esencial a la morfogénesis del otocisto
y a la neurogénesis del ganglio cocleovestibular. Podemos considerar tres objetivos
fundamentales que son:1) Estudio de la funcion del IGF-I en el desarrollo del oido interno; 2)
Estudio de la accion pro-apoptotica del NGF: el desarrollo del oido interno como modelo de
apoptosis inducida por factores neurotroficos; 3) Estudio de la interaccion entre las vias de
sefializacion intracelular iniciadas por el IGF-I y el NGF: mecanismos de control de la muerte
celular programada.

El desarrollo del oido interno de aves es un modelo clasico de organogénesis que ofrece
numerosas ventajas para el analisis en profundidad de los mecanismos implicados en la
regulacion de la apoptosis. Hemos descrito que el factor de crecimiento tipo insulina I (IGF-I)
es un factor proliferativo y de supervivencia esencial para el desarrollo del oido interno; mientras
que el factor de crecimiento nervioso (NGF) es inductor de la apoptosis.

La delecion de ambas copias del gen igf-1 en humanos esta asociada con defectos
congénitos en la formacion del oido interno, sordera neurosensorial. Ademas el IGF-I induce la
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regeneracion de las células ciliadas del oido danadas por tratamiento con drogas citotOxicas o
por trauma actstico. En este contexto, existe un gran interés en el estudio de los mecanismos
intracelulares de control de los procesos de proliferacion y muerte celular que operan
coordinadamente durante el desarrollo embrionario, para su posterior aplicacion a la elucidacion
de las bases de la sordera congénita y al desarrollo de terapias encaminadas a la regeneracion de
las células del oido interno. Hemos comenzado la caracterizacion de las vias de sehalizacion
intracelular utilizadas por el IGF-1 y el NGF, asi como de los puntos de control en los que
ambas rutas interaccionan. Entre otros parametros hemos analizado la participacion de la
generacion de mediadores lipidicos (IPG y ceramida), Raf quinasa y c-jun. Utilizando vectores
retrovirales RCAS estamos analizando el papel del receptor p75 de NGF, de la proteina quinasa
B (Akt) y de la fosforilacion mediada por JNK.

Factores difusibles y mecanismos de transduccion de senales implicados en el control
de la regeneracion hepatica.

(I. Varela-Nieto, LM. Frago, C. Paneda, A. Corral, LC. Montes)

El higado es un o6rgano altamente diferenciado que mantiene la capacidad de regenerarse
tras la pérdida parcial de su masa. La proliferacion de células hepaticas tiene lugar en respuesta a
la hepatectomia parcial, la interaccion con agentes toxicos y en la enfermedad hepatica cronica.
La deficiencia funcional que sucede a la pérdida de tejido hepatico fuerza un aumento en la
proliferacion celular enfocado a la recuperacion de la estructura tisular. Las citoquinas, y en
especial la interleuquina 6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) son factores
fundamentales para el control del proceso de regeneracion. La respuesta proliferativa se
superpone al mantenimiento de las funciones metabolicas del higado, entre las que destaca el
metabolismo de la metionina. En el higado, la metionina adenosiltransferasa (MAT) I/III es la
enzima encargada de la formacion de S-Adenosil Metionina (Ado Met). La Ado Met es el
principal donante de grupos metilo en las reacciones de metilacion y participa en la sintesis de
glutation. Diversas patologias hepaticas estan asociadas con alteraciones del metabolismo de la
metionina y de los procesos de metilacion. El mantenimiento de los niveles de AdoMet, es por
tanto de gran importancia para preservar la funcion hepatica. En el resto de tejidos adultos y en
el higado fetal se expresa la isoenzima denominada MAT II o extrahepatica. Hemos estudiado la
regulacion de la expresion génica de ambas MAT en un modelo in vivo de regeneracion hepatica
tras hepatectomia parcial en ratas. Nuestros resultados indican que se produce un cambio en el
patron de expresion de las isoenzimas MAT, aumentandose los niveles de la forma extrahepatica
y disminuyendo los niveles de la forma hepatica. Por lo tanto, los niveles relativos de las
isoenzimas MAT son un indice del grado de diferenciacion de las células hepaticas. En paralelo,
hemos estudiado la regulacion de las isoenzimas MAT en modelos in vitro, cultivo de
hepatocitos y hepatoma H35. En ambos casos, combinaciones de TNF-alfa e IL-6 inducen una
disminucion en los niveles de la isoenzima hepatica. La accion del TNF-alfa estd mediada por la
generacion de mensajeros intracelulares lipidicos, ceramida, y no esta asociadad con cambios en
el ciclo celular ni con la induccion de apoptosis.
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1. Department of Molecular and Cellular Biology of Cancer

Regulation of E-cadherin expression, E-cadherin/catenin adhesion complexes and
p—catenin signaling during tumor progresion

Group Leader: Amparo Cano

Our studies are intended to understand the molecular mechanisms responsible for the
downregulation of E-cadherin expression and function which occurs during tumor progression,
and more specifically at tumor invasion in experimental systems (i.e. mouse skin carcinogenesis)
and in human tumors. In addition, we are also interested in understanding the mechanisms
involved in the modulation of g-catenin signaling during tumor progression. In relation with the
mechanisms involved in the regulation of E-cadherin gene expression, our previous studies on
the E-caherin promoter in different cell lines from the mouse skin carcinogenesis system
indicated a major repressor role for the E-pal element (-90 to -70) as well as the modulatory role
of a proximal CE region (-108 to -86) containing an Ets-binding site. Using the one-hybrid
approach we have been able to identify three transcription factors interacting with the wild type
version of the E-pal element. One of the factors identified correspond to Snail, a Zn-finger
transcription factor of the Snail family previously showed to be involved in epithelial-
mesenchymal transitions (EMTs) in embryonic development. We have now showed that Snail is
a strong repressor of E-cadherin promotor activity, and its ectopic expression in different
epithelial cell lines trigers EMT concomitantly to the loss of E-cadherin expression and the
acquisition of invasive and tumorigenic properties. In addition, the analysis of endogenous Snail
and E-cadherin expression in murine and human cell lines and tumors indicate a strong inverse
correlation between the expression of both molecules, specifically at the invasive areas. These
data indicate that Snail controls EMTs which occur at tumor invasion by repressing E-cadherin
expression and may be considered as a marker of tumor invasion. At present we are
characterizing the molecular mechanism of repression of the E-cadherin promoter activity by
Snail, as well as characterizing the other two transcipriton factors identified by the one-hybrid
approach.

With regard to the modulation of E-cadherin function our recent studies are focused on the
effects of H-ras activation on the E-cadherin/catenin adhesion complexes and p-catenin signaling
in mouse epidermal keratinocytes. Oncogenic activation of H-ras (V12H-ras) in Pam212
keratinocytes induced the destabilization of E-cadherin/catenin complexes from the cell-cell
contacts and the cytoplasmic relocalization of g-catenin. These effects are concomitant to the loss
of p-catenin/APC interaction and a significant decrease in P-Ser B-catenin, and lead to the
metabolic stabilization of cytoplasmic p-catenin. Interstingtly, those effects are independent of
the GSK-38 activity, involved in the phosphorylation of p-catenin and its cytoplasmic stability
through the Wnt signaling pathway. However, the effects of V12H-ras on p-catenin relocalization
and metabolic stabilization in Pam212 keratinocytes depend on the activity of PI3K, a H-ras
effector. A specific p-catenin/PI3K complex has been detected in Pam212 keratinocytes, being
significantly increased in Pam212 cells overexpressing V12H-ras. On the other hand, stable
expression of a constitutively active form of PI3K (p110a-CAAX) in Pam212 cells is sufficient
to inhibit the p-catenin/APC interaction and lead to the metabolic stabilization of p-catenin and
its nuclear translocation. These results indicate that p-catenin signaling can be induced by
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oncogenic activation of H-ras by mechanisms independent of the Wnt/GSK-3p8 pathway, or p-
catenin mutation, and involving the participation of PI3K. At present, we are characterizing in
further detail the specific mechanism by which PI3K contributes to p-catenin signaling, the
specific kinase(s) involved in B-catenin phosphorylation in this system, as well as investigating
the mechanims of nuclear translocation of p-catenin.

In addtion to the above mentioned specific research lines, we continue investigating other
aspects of tumor progression, such as the relation between E-CD and/or g-catenin signaling and
metalloproteinases expression (in collaboration with Dr. A. Fabra), the organization and function
of tight junctions in relation to E-CD and H-ras activation (in collaboration with Dr. L. Gonzalez-
Mariscal), the expresion of APC and catenins in human breast carcinomas (in collaboration with
Dr. C. Gamallo and Dr. J. Palacios) and the anti-tumor effects of the E1A gene of adenovirus (in
collaboration with Dr. S. Ramon y Cajal and Dr. M. Quintanilla).

Signal transduction mechanisms altered after transformation by oncogenes of the Ras
superfamily.

Group Leader: Juan Carlos Lacal

Understanding the molecular basis of carcinogenesis is of utmost importance for the
development of new anticancer strategies. To that end, it is essential to unravel the regulation of
both normal cell proliferation and its alterations in cancer cells. We have previously
demonstrated that in oncogene-transformed cells such as ras, raf and src, there is an increased
level of phosphorylcholine (PCho) resulting from a constitutive activation of phospholipase D
(PLD) and choline kinase (ChoK). We have also demonstrated the importance of ChoK for the
regulation of cell proliferation, since inhibition of this enzyme drastically reduces entry into the
S phase after stimulation with growth factors. Furthermore, PCho itself has mitogenic activity.
We have recently reported the synthesis of new highly specific inhibitors for ChoK that
drastically reduce entry into the S phase after stimulation with specific growth factors. A more
profound inhibition of cell proliferation was observed in cells transformed by oncogenes such as
ras, src, raf and mos in the presence of ChoK inhibitors, compared to their parental cells. This
effect was not observed in cells overexpressing the fos oncogene. While ras, src, raf and mos
transformation is associated with elevated levels of ChoK activity, fos expression does not affect
ChoK.

The inhibitory effect on proliferation of ChoK inhibitors correlates well with their ability to
inhibit the production of phosphorylcholine in whole cells, a proposed novel second messenger
for cell proliferation. Here we describe the characterisation of ChoK inhibitors with
antiproliferative properties against human tumour-derived cell lines. The new molecules were
tolerated in mice at doses that showed in vivo antitumor activity against human tumour
xenografts derived from HT-29 and A431 cell lines implanted subcutaneously in nude mice.
These results strongly support a critical role of choline kinase in the regulation of cell growth and
makes this enzyme a novel target for the design of anticancer drugs. This first generation of
inhibitors provide in vivo evidence that blockade of PCho production is a valid strategy for the
development of new anticancer agents, opening a new avenue for the development of antitumor
drugs with a novel mechanism of action.
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It has long been accepted that some oncogenes and oncosuppressor genes are involved in
cell death as well as in proliferation. The Rho GTPases form a subgoup of the Ras superfamily of
GTP binding proteins that regulate a wide spectrum of cellular fuctions. The Rho GTPases
function cycling between an active GTP-bound state and an inactive GDP-bound state. Activated
Rho GTPases interact with intracellular target proteins or effectors to trigger a wide variety of
cellular responses including the reorganization of the actin cytoskeleton, cell cycle progression,
adhesion, metastasis, and gene transcription. Some members of the Rho GTPases family also
play a role in apoptosis. On such behalf we have reported that the human genes rho A, rho C and
rac 1 are capable of inducing apoptosis in different cell systems like NIH 3T3 fibroblasts and the
human erythroleukemia K562 cell line after serum deprivation. We have investigated the
mechanism involved in this process and have demostrated that apoptosis induced by Rho proteins
is independent of p53 and is sensitive to expression of Bcl 2 protein in vivo and in vitro.
Furthermore, overexpression of rho induces the activation of an endogenous sphingomyelinase,
and induction of apoptosis by overexpression of the human Rho A and Rho C proteins correlated
with an increase in ceramide levels, a putative second messenger for apoptosis. Furthermore, It
was then verified that Rho-induced apoptosis is indeed mediated by generation of ceramides.
Moreover, vav and ost, two guanine exchange factors for Rho proteins with oncogenic
properties, were also able to induce apoptosis under similar conditions. We have seen also that
Rho proteins play an important role in the physiological regulation of the apoptotic response to
stress-inducing agents since a dominant negative mutant of Rac 1 interferes with the induction of
apoptosis by TNFa.

Molecular genetics of neurogenic tumors: diagnostic markers and progression mechanisms
Group Leader: Angel Pestana

Current research interest of the group is centered on the gene expression profile of Ewing”s
tumors. The Ewing family of tumors of neuroectodermal origin has been defined by the presence
of an EWS-ets gene rearrangement whose fusion transcript acts as a transforming transcriptional
factor. Most of the Ewing’s tumor (85 %) carries a t(11;22) translocation generating a EWS/FLI-
1 fusion transcript. The remaining 15 % of the cases other chromosome 22 (EWS)
translocations lead to the formation of other EWS/ets fusion transcript (EWS/ERG being the
second most frequent). Besides these differences in fusion transcripts, the rearrangements show
other kind of molecular diversity in the different combinations of exons from EWS and FLI-1 In
this case the most frequent fusion (type 1) links EWS exon 7 in frame with exon 6 of FLI-1.
Interestly, these fusion structures have been shown to be of prognosis value. Although the
aberrant genes resulting from EWS/ets fusion may be related to clinical heterogeneity and
response to treatment of Ewing’s tumors, little is known about the variety of gene expression
induced by the fusion transcripts In an attempt to gain insight into this question we proposes to
carry out a profiling of gene expression using SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) and
micro arrays in tumor cell lines expressing the EWS/FLI fusion transcript and in normal human
cells transfected with the DNA rearrangements.

Intercellular communication and cellular signaling in normal and tumor cells
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Group Leader: Antonio Villalobo

Our group is interested in the study of different mechanisms of intercellular communication
and cellular signaling in normal cells and their alterations in tumor cells. Among the projects in
progress are: 1) The study of the phosphorylation of calmodulin by the epidermal growth factor
receptor (EGFR) tyrosine kinase with emphasis on the functional consequence of this
phosphorylation on the biological activity of calmodulin when acting on different calmodulin-
dependent systems, and the regulatory role of phospho(Tyr)calmodulin on this receptor; ii) The
study of the regulation of the EGFR by the calcium signal and the cross-talk between the
calmodulin/phospho(Tyr)calmodulin system and the protein kinase C system regulating the
receptor in intact cells; ii1) The study of the physiological consequence of the mutagenesis of the
calmodulin-binding site of the EGFR; iv) The identification of different calmodulin-binding
proteins implicated in cellular proliferation mediated by the EGFR and the study of their
functional roles; v) The characterization and the study of the physiological role of ecto 5'-
phosphodiesterases/nucleotide-pyrophosphatases in normal and tumor cells; vi) The study of the
regulatory roles of nitric oxide on EGFR-mediated cellular proliferation, the activation of the
p38MAPK (p38 mitogen-activated protein kinase) pathway, and the activation of NOIPP-58, a
newly discovered Nitric Oxide-Induced 58 kDa Phospho Protein; and vii) The study of the action
of b-galactoside-specific animal lectins on cellular proliferation.

2. Department of Biochemistry and Genetics of Yeasts

ABC transporters: structure-function relationships
Group Leader: Pilar Eraso

Our main interest is the analysis of the structure-function relationships of ABC transporters.
For this purpose we are using as a model the yeast cadmium factor, Ycfl, a vacuolar ABC
protein involved in resistance to Cd** and to exogenous glutathione S-conjugate precursors in
yeast. The ABC transporter superfamily includes human proteins such as CFTR (Cystic Fibrosis
Conductance Transmembrane Regulator) or MRP1(Multidrug Resistance-associated Protein).
Ycfl has strong sequence similarity with CFTR and MRP1, which suggests a similar overall
structure. In a first approach, we have performed a mutational analysis of the protein generating
22 mutations by site-directed mutagenesis in NBD1, NBD2, TMD2 and R domains.
Characterization of the mutants led to the identification of essential residues for Ycfl transport
activity, biogenesis and regulation. In a second approach we have performed an intragenic
suppressor analysis of six inactive mutations located in NBD1, NBD2 or R domains of Ycfl. In a
third approach we are studying if the intragenic suppressor mutations identified in Ycfl have
similar properties when introduced into human CFTR.

Relations between glycolytic flux and the effects produced by sugars in yeast.
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Group Leader: Carlos Gancedo

In the study of mutants that suppress the toxic effects of sugars on different glycolytic
mutants we have shown that mutations in the genes GAL2 or GAL 4 are able to eliminate the
effects of galactose on gpml or pycl pyc2 mutants in Saccharomyces cerevisiae. We are trying
to characterize the genes responsibles of other mutations that suppress the toxic effects of
different sugars in the above mentioned mutants.

We have shown that the gene the encodes the hexokinase from Yarrowia lipolytica,
posseses an intron. The protein, very sensitive to inhibition by trehalsoe-6-P exhibits a loop
absent from other hexokinases.

We have studied the gene TPSI from the yeast Candida albicans .Disruption of both
chromosomal copies impairs hyphae formation and decreases infectivity of the organism.We
have inititated the study of the gene MIGI from this yeast.

Catabolite repression in yeast and control of morphogenesis
Group leader: Juana M. Gancedo

Research topics: Role of cAMP in FBPI transcription; Elements which regulate pseudohyphae
formation in S. cerevisiae; Glucose signaling; Regulation of the protein kinase Snf1.

We have shown that cAMP has a strong repressing effect on one of the UASs from the
FBP1 gene that may be mediated through its repression of the genes CATS and SIP4 which
encode transcription activators. We found also that cAMP is able to induce pseudohyphal and
invasive growth in S. cerevisiae in a variety of stress conditions. We have established that
glucose signaling involves the interaction of the glucose sensors Snf3 and Rgt2 with the
regulatory protein Mthl. Nevertheless we could show that glucose signaling may also occur in
the absence of both Snf3 and Rgt2. We are investigating the existence of genes which can make
the protein kinase Snf1 active in the presence of glucose, when overexpressed.

Turnover of plasma membrane proteins in yeast. Mechanisms of endocytosis
Group Leader: Rosario Lagunas

Addition of glucose to yeast cells starved of a nitrogen source triggers endocytosis and
degradation in the vacuole of a number of plasma membrane proteins. This inactivation is called
"catabolite inactivation" and our results suggest that it is due to the stimulation of the general
protein turnover that occurs during nitrogen starvation. Endocytosis is inhibited by the presence
of low concentrations of ethanol. We have found that yeast cells accumulate trehalose when a
remodelation of the plasma membrane and, therefore, of endocytosis is required for yeast
survival. We have also found that this accumulation circumvents the inhibition of endocytosis by
ethanol. Using mutants defective in the heavy chain of clathrin and in several subunits of the
COPI and COPII complexes, we have found that clathrin, as well as two cytosolic subunits of the
COPII, Sec23p and Sec24p, could be involved in endocytosis of the 12-transmembrane segment
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protein (12-TMS) maltose transporter. The results also indicate that endocytosis of this
transporter and of the 7-TMS a—factor receptor could have different requirements.

Yeast Genes Functional analysis
Group Leader: Maria J. Mazon

1. Phenotypic analysis of the null mutants in six genes previously sequenced and cloned
was performed. Strains carrying a deletion in YGLI33w showed reduced mating efficiency and
aberrant cellular morphology. This phenotype was only detected in the MAT o mutant but not in
MAT a. Ygl133 protein was shown to localize to the nucleus using a GFP fusion protein. The
mutant strain constitutively expresses FFUS/, a pheromone induced gene in wild type cells.

2. We have shown that the 45 residue amino extension of aminopeptidase I (API) is
necessary and sufficient to target GFP to the vacuole. We undertook a search for proteins able to
interact in vitro and/or in vivo with this amino extension and found that Ssal, a member of the
Hsp70 chaperone family, is specifically retained by the prepro-peptide immobilized on a resine.
We are studying API processing in a ssal” mutant strain.

3. We are interested in the possible role of the amino terminal domain of the Ycf1 protein
in its intracellular sorting to the vacuole and in protein function. We have shown that deletion of
the 4 transmembrane segments of the amino terminal domain abolishes protein function while the
protein is correctly localized. We are also studying the role of Ycfl phosphorylation on its
function. We have produced three mutants affecting the consensus site for PKA phosphorylation,
located in the regulatory domain of Ycfl : Ser’/Ala, Ser’/Asp and Ser’®/Glu, and are presently
studying the transport ability of the mutant proteins and the effect of PKA phosphorylation on the
wild type protein.

Molecular analysis of the yeast plasma membrane H'-ATPase.
Group Leader: Francisco Portillo

Our main interest is to study the regulation of the yeast plasma membrane ATPase by
glucose. Glucose triggers transcriptional and post-transcriptional mechanisms wich increase the
level and the activity of the plasma membrane H*-ATPase in Saccharomyces cerevisiae.

At the transcriptional level, we have found that glucose-dependent ATPase gen expresion is
regulated by a lipid-mediated signal transduction pathway. In addition, we have investigated the
post-transcriptional activation of the enzyme and have found that the Bck1/Mkk1/Mpkl MAP
kinase signalling pathway is implicated in this activation.

3. Department of Cellular and Molecular Endocrinology

Regulatory mechanisms by thyroid hormone in the Central Nervous System
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Group Leader: Juan Bernal

Our work is directed towards understanding the basic processes whereby thyroid hormone
influences brain development and function. In the past, we identified a series of genes whose
expression is regulated by thyroid hormone in the rat brain. One of these genes is
RC3/neurogranin, which encodes a protein kinase C substrate. RC3 is regulated by T3 directly at
the transcriptional level and thus probably by interaction of the T3 receptor with genomic
regulatory sequences. In previous work we isolated the promoter region and flanking sequences
and found no T3-responsive elements (TRE) up to 6 kbp upstream of the promoter. To identify
the TRE we used the whole human gene (11 kbp). Labelled restriction fragments were incubated
with T3 receptor and immunoprecipitated with a receptor antibody. In this way we could isolate a
DNA fragment that specifically bound the T3 receptor. Further analysis by footprinting, EMSA
and transactivation of reporter genes demonstrated the presence of the TRE in the first intron, 3
kbp downstream of the origin of transcription.

To identify striatal genes regulated by thyroid hormone we screened a collection of cDNA
clones corresponding to mRNAs that were enriched in striatum. One of these clones, SE6C, was
found to dependent intensely of thyroid hormones. Isolation of the full length ¢cDNA and
conceptual translation of the ORF revealed that the SE6C clone encoded a novel protein with all
the features of the small GTP binding proteins of the Ras family, which we have named Rhes
(Ras homolog enriched in striatum). Rhes shares 65% identity with dexras, another Ras family
member inducible by dexamethasone. Studies are in progress to define the Rhes effector
pathways.

The concentration of T3 within the brain is critically dependent upon the activity of the
deiodinases. These selenium-containing enzymes are of three types, of which type 2 (D2) and 3
(D3) are of special interest in the brain. D2 removes the iodine atom in the 5' position of T4 to
generate the active hormone, T3. D3 generates inactive metabolites, rT3 from T4 and T2 from
T3, after removal of the iodine in the 3 position. About 80% of brain T3 is generated locally
through D2 activity. Also, D2 activity increases in hypothyroidism, and thereby tends to maintain
T3 concentration in the face of a decreased T4. We have studied D2 and D3 expression in brain
by in situ hybridization. D2 is expressed in glial cells (protoplasmic astrocytes and tanycytes),
and is selectively increased by hypothyroidism in all the relay stations and cortical targets of the
somatosensory and auditory pathways. This suggests that these pathways are specifically
protected by D2 against hypothyroidism and that therefore thyroid hormone might have an
important, previously unrecognized role in the development of these structures. On the other
hand, D3 is expressed only in neurons. During the early postnatal period, D3 is selectively
expressed in nuclei related to sexual differentiation of the brain, such as the bed nucleus of stria
terminalis, the preoptic area and the medial amygdala. The results suggest that there is a need for
exquisitely regulated T3 concentrations in these areas, although its biological meaning is still
unknown.

Activaton and differential signaling of Ras proteins

Group Leader: Piero Crespo

174



Our group research interests are mainly focused in the regulation of Ras and other related
GTPases and their signaling pathways, with special attention on MAP kinases routes. We are at
present investigating the role of the DH domain harbored in Ras exchange factors in the
regulation of Ras activity. We have found that Ras-GRF DH domain is essential for activating
Ras/MAPK by regulating Ras-GRF access to the membrane. A process that we have found to be
regulated by the GTPase Cdc42.

We are also investigating the differential roles of Ras proteins H, K and N-Ras. For that
purpose we have generated dominant inhibitory mutants of each Ras isoform and found them to
be specific in their inhibiting activities. We will process to use these tool in investigating the role
of the three Ras in the regulation of cell cycle progression.

With regards to MAP kinases, one of our main interest is the role played by these in
leukemogenesis. In this respect we have found that, unlike most cellular systems, myeloid
leukemia cell growth and differentiation are independent of ERK1/2 activation.

Finally we are also focusing our attention on Mxi2, an splicing isoform of p38.
Interestingly we have found that this MAP kinase exhibits differential regulation and substrate
specificity when compared to p38.

Thyroid hormone status at different stages of development
Group Leaders: Gabriela Morreale de Escobar and Francisco Escobar del Rey

Extrathyroidal adaptations to thyroid hormone deficiency and excess: Research topics: a)
Thyroid status of adult thyroidectomized rats on T3 infusions; b) Thyroid status of different
tissues in adult rats on varying iodine intakes.

Maternal-fetal communication: Research topics: a) Thyroid hormones in early human
embryonic compartments; b) lodine nutrition of premature infants; b) Effects of maternal
treatment with TRH and glucocorticoids on fetal thyroid status in rats with and without nitrofen-
induced pulmonary immaturity.

Iodine deficiency studies: Research topics: a) Situation of iodine nutrition in different areas
of Spain; b) Iodine deficiency in pregnant and lactating women; c) Experimental iodine
deficiency disorders: treshold for brain damage; d) Brain damage in progeny of severely iodine
deficient (hypothyroxinemic) rats: altered migration of brain cells.

Biology of nuclear hormone receptors: studies on brain development and cancer
Group Leader: Alberto Muinoz

Our group is focussed on the study of the effects of the nuclear receptors for thyroid and
glucocorticoid hormones, vitamin D, and retinoic acid on different aspects of central nervous
system development and cancer. In the developing rat brain we use diverse molecular approaches
such as differential PCR or substractive hybridization to search for novel genes under thyroid
hormone control. Identified target genes are studied in vivo in the rat brain and in cultured nerve
cells to know the mechanism of control and their spatial and temporal pattern of regulation by
standard molecular techniques as well as by in situ hybridization and immunohistochemistry.
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In both colon and mammary epithelial cells, we investigate the effects of dihydroxyvitamin
D3 and thyroid hormone on gene expression, proliferation, phenotype, and tumorigenicity.
Finally, we also interested in the molecular mechanism of the antagonistic effect of activated
nuclear hormone receptors on AP-1 action, and on the effects of v-erbA oncogene encoding a
mutated form of the thyroid receptor in glial cells.

Regulation of brown adipocytes proliferation and differentiation. Regulation of deiodinases
by thyroid hormones.

Group leader : Maria Jestis Obregon

Research topics:

Our main interest is the study of the activation of brown adipose tissue, a highly
thermogenic tissue. For this, we use primary cultures of brown adipocytes, and the pathways that
lead to the activation of proliferation and differentiation of brown adipocytes are examined.

UCP-1 mRNA gene expression is regulated in brown adipocytes by NE, thyroid hormones,
retinoic acid, insulin and glucocorticoids. Besides UCP mRNA expression, the regulation of UCP
promoter is also studied.

Regulation of type II 5'Deiodinase (D2) activity and mRNA in cultured brown adipocytes.
5'D-II is adrenergically stimulated by NE and T3 is required for such stimulation; on the other
hand growth factors, thyroid hormones and NE induce 5D activity and mRNA.

Regulation of Deiodinase activities in fetal rat tissues. Those studies are carried out mainly
in situations of iodine deficiency or thyroid hormone substitutive therapy.

Signal transduction and transcriptional mechanisms involved in the control of cell growth
and differentiation: Role of tissue-specific transcription factors.

Group leader: Pilar Santisteban

Research topics: a) Hormonal regulation of thyroid-specific genes: role of transcription
factors (tissue-specific and constitutive) and chromatin remodeling. b) Control of thyroid cell
proliferation: signalling and cell cycle proteins. c) Tissue-specific transcription factors in the
control of lung-specific gene expression. d) Transcriptional control of cytosolic malic enzyme
(ME) gene expression.

The main interest of our group is focused in the transcriptional regulation and growth
control by extracellular signals. To deep inside both mechanisms we have used different cell
systems and functional approaches. One of the most used cell systems in our laboratory is the
FRTL-5 thyroid epithelial cells. These cells express a set of tissue specific genes (thyroglobulin,

thyroperoxidase and Na/I- symporter) responsible for the thyroid hormone synthesis. We have
studied the transcriptional regulation of these genes by hormones and growth factors
demonstrating that thyroid-specific transcription factors and constitutive factors participate in
this control. The thyroid specific factors are members of the homeo-box (TTF-1), forkhead (TTF-
2) and paired-box (Pax-8) families. TTF-2 plays an essential role in the hormonal control of
thyroid gene transcription interacting physically and functionally with CTF/NF1, a constitutive
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transcription factor. Since TTF-2 is a forkhead transcription factor and due to the structural
similarity of these factors with linker histone proteins, we have started the study of how changes
in higher order chromatin structure control thyroid-specific gene transcription.Interestingly, the
homeo-box gene TTF-1 is not only expressed in thyroid but also in lung, playing a decisive role
in its development and morphogenesis. In a model of fetal lung hypoplasia we have shown that
TTF-1 is down-regulated and that glucocorticoids revert this effect. We are currently studying
the mechanisms of action of glucocorticoids and the differential expression of TTF-1 in thyroid
and lung cells.

The cytosolic malic enzyme (ME) gene is a housekeeping gene whose transcription is
controlled by thyroid hormones and insulin. We have identified in the promoter of this gene an
insulin response element bound constitutively the transcription factors Spl and Sp3. The early
growth response gene Egr-1 binds to this element in response to insulin via Ras/MAPK. Recently
we have shown that ME gene is up-regulated by dioxin-like compounds through a xenobiotic
response elements (XRE) that matches in its position whith a thyroid hormone response element
(TRE). Dioxin-like compounds induce, an still unidentified, nuclear protein that binds this
XRE/TRE.

We are also interested in studying the control of thyroid cell growth. In the thyroid gland
there are two types of cells: epithelial (or follicular) and parafollicular. Each one expresses
different specific genes and have a different response to external signals. We have demonstrated
the existence of an autocrine loop in the control of thyroid epithelial cells that involves the
positive effector thyrotropin (TSH) and the general inhibitor somatostatin (SS). Our more recent
data show that TSH control of epithelial thyroid growth involves both PKA and PI3-K pathways.
PKA is responsible for TSH-induction of HMG-CoA reductase, RhoA and Cdk-2 activation, and
down-regulation of p27kP, whereas PI3-K increases cyclin E. Both pathways finally converge
increasing cyclin E-Cdk2 complexes. SS exerts its antiproliferative effect upstream of PKA and
PI3-K interfering with the TSH-induction of cAMP and adenylyl cyclase activity. We are now
studying in more detail the existence of a PKA-dependent and a new one-independent PI3-K
pathways in the TSH/cAMP mediated proliferation of epithelial thyroid cells.

The parafollicular thyroid cells are transformed in medullary thyroid carcinoma (MTC). In
a MTC cell line, we have shown that the p53 locus is rearranged and in parallel these cells do not
express the oncoprotein MDM2. The introduction of MDM2 in this p53-deficient MTT cells
promotes apoptosis. MDM?2-mediated programmed cell death is at least mediated by a down-
regulation of the antiapoptotic protein Bcl-2 and an increase in caspase-2. We are now studying
in the same mechanism in epithelial cells as well as the functional role of this apoptotic process
induced by MDM-2.

Molecular mechanisms of neural differentiation
Group Leader: Mario Vallejo

Research interests in our laboratory are focussed on the transcriptional mechanisms that
regulate cell-specific gene expression in forebrain neurons. We have established neural cell lines
derived from rat embryonic cortex that retain phenotypic features of neural precursors. Using

these cells, we found that activation of the cAMP-dependent signaling pathway induces
astrocytic differentiation. These studies have been extended using primary cultures of cortical
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precursor cells to identify neurotrophic factors that induce the differentiative response and to
elucidate in detail the intracellular signaling mechanisms involved. Our ultimate goal is to
understand the transcriptional mechanisms acting on target genes to trigger this response.

We are also interested in the study of homeodomain transcription factors that may play a
role in brain development. In particular, we are focussing our attention on two homeodomain
proteins identified in our laboratory, named Opx-1 and Drx-1, expressed in the perineural
mesechyme and central nervous system during embryonic development. In addition, we have
identified the expression of IDX-1 in the developing central nervous system. IDX-1 is a
homeodomain transcription factor whose expression was previously thought to be restricted to
pancreas and gut. Our studies are directed at understanding its possible role on central nervous
system development.

4. Department of Enzymology and Molecular Patology

Structural bases of control, expression and interaction with microtubule formation of
eukaryotic phosphofructokinases. Evaluation of intestinal lactase in vivo with
galactosylxyloses.

Group Leader: Juan J. Aragon

Our research includes:

Structural analysis of control and expression of phosphofructokinase (PFK) from
eukaryotic cells. Construction of chimeric PFKs by exchanging the N- and C-terminal halves
between the M and C isozymes from muscle and ascites tumor, respectively, allowed us to
examine the functional contribution of each domain to catalysis and allosteric control. This study,
in conjunction with the characterization of several mutants of the non-allosteric enzyme from
Dictyostelium discoideum, pointed to several amino acid residues which role in allosteric binding
sites we are testing by specific mutations and other structural approaches. We are also
investigating the control of expression of tumor PFK-C to account for its high content in
malignant cells and its pattern of expression during tumor development.

Interaction of D. discoideum PFK with microtubule formation. This PFK was found to be a
potent and specific inhibitor of tubulin polymerization. Now we have evidenced the formation of
tubulin-PFK complexes and are investigating the possible role in vivo of this inhibitory effect by
several approaches.

Utilization of 4-galactosylxylose in the evaluation of intestinal lactase in vivo as a possible
diagnostic procedure for lactose intolerance. Oral administration of 4-galactosylxylose to
suckling rats leads to urinary excretion of xylose which can be determined by a simple
colorimetric method. Other advantages of this procedure related to the correlation with changes
in intestinal lactase levels and the synthesis and doses of disaccharide made us to propose this
procedure as a suitable non-invasive diagnostic method for lactase deficiency in humans.
Efficiency of several galactosylxylose isomers has been evaluated and the correlation between
blood xylose with enzyme level after administration of the disaccharide is now being assessed as
an alternative procedure in pediatrics in near-future clinical tests.
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Structural and functional characterization of novel human genes
Group Leader: Antonio Coloma

The research activities in our lab are focused in the characterization of novel human genes,
which have been identified through its sequence homology to the corresponding genes from other
organisms. We have recently reported on the structure of two genes: NRGN , positioned at
11924, encoding neurogranin, a protein of neuronal expression regulated by thyorid hormone;
and POMT]I which encodes a putative O-mannosyltransferase, according to its homology to yeast
Pmts. POMT1 is homologous to Drosophila rotated abdomen. We are currently investigating the
function of the protiens encoded by both genes, as well as its possible involvement as a cause of
genetic disorders.

Control of expression and modulation of enzymatic activities in yeast and developing
systems.

Group Leader: Claudio Fernandez de Heredia

We have continued the work on these two topics: a) study of mutual interactions in the
metabolism of mono- and disaccharides in Saccharomyces cerevisiae and b) enzymes acting on
2',3" cyclic nucleotides. In relation with the first subject, we have seen that secretion of glucose
from maltose, in response to the presence of fermentable hexoses in the media, requires the
intracellular hydrolysis of maltose and involves, in addition to the maltose transporter, a very
labile component(s) that is inactivated by incubating the cells with mixtures of maltose and any
of the fermentable hexoses. This component(s) re-appears again by incubating the cells with
maltose and this process is blocked either by cicloheximide or any of the fermentable hexoses. In
relation with the second point, we have finished the characterization of the 2',3'-cyclic nucleotide
2'-phosphodiesterase from Fusarium culmorum, and we have developped an enzymatic method
for the quantitative determination of micromolar concentrations of cytidine 2'-phosphate even in
the presence of at least five times greater concentrations of a variety of related nucleotides.The
method is also suitable for detection of 2',3'-cyclic nucleotide 3'-phosphodiesterase (EC 3.1.4.37)
and its discrimination from the 2',3'-cyclic nucleotide 2'-phosphodiesterase (EC 3.1.4.16).

Mechanisms of cellular resistance to antifolates: Evaluation of folate-dependent enzymes
inhibitors as antitumoral drugs.
Group Leader: Pilar Llorente

The inherent or induced resistance of certain tumors to cytotoxic drug therapy is a major
clinical problem.There are many mechanisms of drug resistance elucidated principally from " in

vitro " studies . These include mutation of target genes , amplification of target and mutated
genes, differences in repair capacity altered drug transport , differences in nucleoside and
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nucleobase salvage  pathways and , in the case of antimetabolites as antifolates |,
polyglutamylation .

The essential requirement for folilpoliglutamates for celular viability and the importance
of antifolates polyglutamates in cytotoxicity suggest that alterations in polyglutamate synthesis
could have profound therapeutic effects.Alterations in polyglutamate synthesis can be arrived
at indirectly, by changes in the one-carbon distribution in the folate pool ,o directly through
effects on FPGS. In the latter regard our studies have been useful in developing compounds
which interact and / or inhibet the FPGS activity.These compounds, mainly pterin derivatives,
are hidrolysis intracelular products of natural folates and classical antifolates as MTX.

Metabolism and function of dinucleoside polyphosphates
Group Leaders: Antonio Sillero and Maria Antonio Gunther Sillero

Metabolic aspects of purine nucleotide metabolism in rat brain cytosol. The cytosolic IMP-GMP
specific 5 -nucleotidase (c-N-II) from rat brain has been purified from rat brain cytosol and found
that it is activated by dinucleoside polyphosphates and by inorganic polyphosphates (K,
micromolar. We have made a systematic study of the metabolic fate of AMP throughout
incubation of this nucleotide with fresh cytosol obtained from rat brain and following the kinetic
of disappearance of AMP and the appearance of its degradative products, by HPLC. In order to
quantify the kinetic behavior of these reactions, two complementary approaches are being
followed: 1) the Vmax and Km values of the enzymes acting in the intermediate steps of the
reactions were experimentally determined in fresh extracts; ii) these data were introduced into
differential equations that describe the concentration of AMP and its degradative products along
the time of incubation. The differential equations were solved with the help of the Program
Mathematica 3 running in a Power Macintosh G3.

Mechanisms of the reaction catalyzed by firefly luciferase (EC 1.12.13.7). This mechanism is
being explored through the use of potential specific inhibitors of two of the reactions catalyzed
by this enzyme: light production and synthesis of dinucleoside polyphosphates. The syntheses of
these compounds by cells carrying the gen for this enzyme is also being investigated.

Synthesis of dinucleoside polyphosphates. The synthesis of these compounds catalyzed by DNA
and RNA ligases has been explored

5. Departement of Structure and Function of Biomolecules

Regulation and function of COT/Tpl-2 kinase in T cell activation
Group Leader: Susana Alemany

We have recently shown that COT kinase is implicated in the T lymphocyte GO/G1
transition. We are currently studying:

1) Implication of COT kinase in the G1/S transition of T lymphocytes and the regulation of
cyclooxygenase 1 and cyclooxygenase 2 activity (A.Velasco, R. de Gregorio)
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2) Regulation of COT promoter and COT mRNA levels by activatory T signals ( R. de
Gregorio).

3) Changes in the phosphorylation state of COT kinase and correlation with changes in its
activity (M. Gandara and R. Hernando)

The rate limiting step in the synthesis of prostaglandins is the conversion of arachidonate to
prostaglandin H2, which is catalyzed by two isozymes COX-1 (cyclooxygenase-1) and COX-2
(cyclooxygenase-2) COX-1, that has been involved in “housekeeping” functions, is a constitutive
enzyme expressed in many tissues and also in platelets In contrast, COX-2 is an inducible
enzyme. The regulation of COX-1 activity is thought to be responsible for the gastric and renal
side effects of nonsteroidal antiinflammatory drugs, as well as for their antithrombotic activity.
On the other hand, the antiinflammatory capacity of the different nonsteroidal antiinflammatory
drugs, is now proposed to be associated with the capacity of inhibiting COX-2 activity. We are
currently the capacity of metamizol to inhibit COX-1 and COX-2 activities using different cell
systems.

Molecular mechanisms implicated in megakaryocytic polyploidization
Grup Leader: Carmela Calés

We are interested in elucidating the molecular mechanisms by which human
megakaryocytes become polyploid as part as their physiological maturation program. The
experimental system we are using is based in the comparison of two established cell lines with
megakaryoblastic features which respond to phorbol esters by differentiating towards mature
forms of megakaryocytic lineage. However, whereas one of them (HEL) enters an
endoreplication cycle and becomes polyploid, the other (K562) does not. We have demostrated
that both G1/S cyclins (E and A) and their inhibitors (p27*"' and p21°*') are differentially
regulated, and furthermore, that ectopic over-expression of cyclin E determines the
polyploidization of K562 cells. We have also studied the putative role of transcriptional
regulators in the establishment of such truncated cell cycle, and shown that ectopic expression of
a Drosophila repressor and endocycle regulator, esg, inhibits HEL endoreplication.

We are also exploiting the fact that fetal megakaryocytes appear to have a diminished
platelet production capability, compared to adult cells. We have observed that megakaryocytes
cultured from umbilical cord blood do not become polyploid, in contrast with megakaryocytes
obtained from peripheral adult blood, which attain DNA content up to 64N. We are currently
combining both approaches (established cell lines and primary megakaryocytes) to further
investigate the role of G1/S cyclins and inhibitors, as well as transcriptional regulators, in the
establishment of endoreplication cycles and its effect on platelet production.

Biomedical Applications of Magnetic Resonance
Group Leader: Sebastian Cerdan
Our lab is involved in a variety of projects developing applications of Magnetic Resonance

methods to biochemical and biomedical problems. Topics currently covered include; quantitative
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analysis of neuronbal-glial interactions in the adult brain, pH homeostasis in cancer and pH
imaging by 1H MRSI, Intelligent tumor diagnosis by MR, neural networks and multivariate
analysis, water structure and dynamics in cells and tissues and intracellular organization of
metabolism.

Cellular Regulation by Proteolysis.
Group Leader: José G. Castano

The ubiquitin-proteasome pathway is responsible for most part of nuclear and cytoplasmic
degradation within the cell. We are studying several aspects of the regulation of proteasome
activity and assembly. Recent results (see publications) are centered in a new activity for
proteasomes, limited proteolysis of a substrate (as demonstrated for GRK2). This newly
identified activity opens another way of regulation of enyme activity by the proteasome, instead
of total degradation to oligopepetides. In the study of the assembly line of 20S proteasomes
within the cell we have shown that pro-pC5 N-terminal processing is coupled to its incorporation
into precursor or mature proteasome complexes, depends on proteasome activity and takes place
in the cytosol. Finally, we are also studying mitochondrial proteolyis and we characterized the
human homologue (HCIpP) of the bacterial ClpP protease, whose subunit composition and
oligomeric structure is similar to the bacterial protein.

Study of the function of a casein kinase I from Dictyostelium discoideum
Group Leader: Margarita Fernandez

The main goal of this project is to study the function of a casein kinase I in Dictyostelium
discoideum.. We have cloned and characterized a 49 kDa form of casein kinase I (CKI) from this
organism. The predicted amino acid sequence shares 70% identity with the catalytic domain of
the mammalian € and § isoforms, theDrosophila CKle and theS.pombe Hhpl, and 63% identity
was also found with Hrr25, a 57 kDa form of casein kinase I from yeast involved in DNA
repair.Dictyostelium discoideum CKI is expressed in vegetative asynchronous cells, as well as in
differenciated cells as detected by northern analysis. The level of CKI expression does not change
during the cell cycle. Antibodies raised against a truncated version of the protein recognize a 49
kDa protein from Dictyostelium extracts. The protein expression parallels the pattern found for
the RNA. The Dictyostelium discoideum CKI expression in Escherichia coli resulted in an active
enzyme that autophosphorylates and phosphorylates casein. Immunofluorescence assays shows
that DACKI is localized in the cytoplasm and nuclei of Dictyostelium cells.

We have been unable to obtain disruptants of the casein kinase I gene, suggesting that this
protein is essential for vegetative growth of D. discoideum. Overexpression of DdCKI renders
cells that are more resistant to hydroxyurea suggesting a potencial role for this kinase in DNA
repair.We are at the present using other approaches to obtain further information on the function
of this protein a) we are obtaining transformants using a construct of a dominat negative version
of DACKI under the control of genes expressed only in differentiation b) we are making a
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construct in which the carboxi terminal portion has been deleted ( Putative dominant version of
the kinase) with the aim to study the phenotype of the transformants obtained.

The role of the Src family on the cellular proliferation/differentiation induced by cytokines
Group Leader: Jorge Martin-Pérez

Cytokines regulate a large number of physiological functions through interaction with their
receptors. The cytokine receptors have not intrinsic enzymatic activity. Cytokine binding results
in receptor dimerization, activation of the preassociated members of the Jak and Src family of
tyrosine kinases and on tyrosine phosphorylation of cellular proteins, including the receptor and
additional molecules implicated in signalling cascades, that in turn regulate survival, proliferation
and/or cellular differentiation.

Since the observation that c-Src interacts and is activated upon prolactin receptor
stimulation, we are looking for the biological consequences of this event. Prolactin receptor
stimulates Jak2 and Src tyrosine kinases. The Src activation is not required for Jak2 stimulation
nor for tyrosine phosphorylation of the receptor. In turn, Jak2 does not play a role on prolactin
stimulation of Src. Both events, emanating from the receptor activation are independent and at
the same time essential for cell proliferation. Prolactin is implicated in the maturation of the
Immune System, the receptor expression has been detected in very early B cells precursors, its
expression increases up to mature B cells, where prolactin acts as a mitogen. In the mouse pro-B
cell line BaF-3, upon transfection of the prolactin receptor, the cytokine induces the expression of
B cell differentiation markers (15 or IL-2Ra chain) as well as anti-apoptotic factors as bcl-2.
Indeed, prolactin promoted significant expansions of defined B-lineage cell populations in short-
term bone marrow cell cultures. These findings suggest that PRL, in collaboration with other
cytokines and hormonal influences, modulates B cell development.

There are increasing evidences supporting a role for prolactin in breast cancer. In T47D
human breast cancer cells, prolactin increases the phosphotyrosine content of proteins of the focal
adhesion complexes, such as FAK and paxillin; these effects appear to be mediated by the Src
family as they are abolished by specific inhibitors of these tyrosine kinases. The stimulation of
the MAPK activity and the proliferation of the T47D cells induced by prolactin also seem to be
controlled by the Src family. Together, the results suggest that these tyrosine kinases play a
central role in the proliferative and cell morphology changes induced by prolactin in T47D breast
cancer cells.

Having these data in mind, experiments seeking to further define and evaluate the role of
the Src and Jak kinases and the cytokine receptor tyrosine phosphorylation on cell survival,
proliferation and differentiation are ongoing in the laboratory.

Meshotelial cells obtained from peritoneal effluent. Its relationship with peritoneal
antecedents and functional parameters

Group Leader: Francisco Vara
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Anatomical and functional integrates of mesothelial cell (MC) are necessary to secure
peritoneal stability. Omentum or peritoneal biopsies cannot be easily taken from the majority of
peritoneal dialysis (PD) patients. The objective of this study is to show that MC taken from PD
bags are able to growth in culture.

Fifty-two non selected PD patients using dialysate containing glucose (2.27%) were
studied. MC were obtained from bags of peritoneal nocturnal effluent. MC of 80.7 % patients
showed appropriate proliferation in the culture flasks to reach the subconfluence state. After
trypsinization, MC representation has been markedly increased, reaching the 95.5% of the total
cells in the culture. The second seeding process in the multi-well plate show that there is a
exponential cell growth until day 16.

MC growth rate was inversely related to PD duration. Neither peritonitis incidence nor
other demographic characteristic were related to MC growth degree. Creatinine and urea MTCs
but not UF capacity were significantly related to MC growth rate. This growth is influenced by
some of the intrinsic peritoneal characteristics derived from the peritoneal dialysis process. This
tool is useful to evaluate individual peritoneal conditions and probably as a method for peritoneal
viability follow-up, although further research is required.

6. Department of Regulation of Gene Expression

Regulation of gene expression by nuclear receptors in hipophisiary and neuronal cells:
interaction with other transcription factors and with mitogenic and neurotrophic factors

Group Leader: Ana Aranda

The aim of our work is to analyze the molecular mechanisms by which the nuclear
receptors cooperate with other transcription factors, coactivators, and membrane receptors with
tyrosine kinase activity to regulate the expression of different genes involved in proliferation and
differentiation of pituitary and neuronal cells. We have identified response elements in the
growth hormone, prolactin, c-myc or RARg2 genes which mediate transcriptional activation or
repression by nuclear receptors and have analyzed the receptor domains involved in this
regulation. We have also discovered a novel mechanism of nuclear receptor activation by
interaction with the transcription factor Ets-1, and have defined mechanisms by which nuclear
receptors modulate responses mediated by other signalling pathways

Function and control regulation of the paramyosin/miniparamyosin and Troponin T genes
in Drosophila

Group leader: Margarita Cervera
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Our main interest in the last two years has been centered in a) the study of the regulation of
the expression of muscle genes, concretely the Drosophila paramyosin/miniparamyosin gene
(PM/mPM), as well as the troponin T gene (TnT) which represent a good model system in order
to clarify such a regulation mechanism in Drosophila and probably in mammals, too. To
characterize the mechanism(s) of transcriptional regulation of these genes during development,
the in vivo analysis of the expression of the [-galactosidase gene under control of selected
sequences in germ line transfectans of D. melanogaster has been studied. b) The identification

and study of TnT mutations of the familial hyper trophic cardiomyopathies and its heart effects
for the establishment of new diagnostic test for detect those mutations and also the establishment
of correlations among mutations and phenotype. In paralell and as a second aim we propose the
development of an animal model for study this disorder, concretely the use of the the indirect
flight muscles of Drosophila because this muscles have similar characteristics than cardiac
muscles.

Characterization of novel human genes and its possible involvement in inherited diseases.
Group Leader: Jests Cruces

The activities of this group are focused in the field of Human Molecular Genetics, and our
main interest is the characterization of novel human genes. Current studies deal with the analysis
of the structure and function of:

The gene POMT1, encoding a Protein-O-mannosyl transferase which might be involved in
early muscle system formation.

The tw (twisted) gene, the Drosophila ortholog of human POMT?2 gene, involved also in
muscle system formation.

The UHGO62 gene, encoding a protein with unknown function containing a polyglutamine
tract, and possibly implicated in neurodegenerative diseases.

The genes contained in the deleted region of the Williams-Beuren Syndrome, a complex
alteration of development affecting the nervous system and cardiovascular apparatus, as well as
connective tissues. We are also trying to develop a mouse model for the disease generating the
same molecular defect as in humans.

Expression of mitochondrial genes and of the transcription factors involved in the
biogenesis of mitochondria Tfam, NRF-1 and NRF-2, in rat liver, testis and brain

Group Leader: Carmen Garcia Vallejo

Mitochondrial function requires genes encoded in both mitochondrial and nuclear genomes.
Tfam, the activator of mammalian mitochondrial transcription, is encoded in the nucleus and its
expression has been shown in in vitro studies to be controlled by nuclear respiratory factors NRF-
1 and NRF-2. In order to understand the physiological dependence of mitochondrial gene
expression, we have analysed in rat liver, testis and brain the expression level of mitochondrial
genes in parallel with those of the three transcription factors. We found that a) Tfam expression is
down-regulated in rat testis, both at the protein and transcript level. The 3-fold reduction in the
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abundance of Tfam protein in rat testis does not result in low steady-state levels of mitochondrial
gene transcripts, suggesting that Tfam is in excess and does not limit transcription in vivo. b)
NRF-1 and NRF-2 (o, f and y subunits) mRNAs were analysed by Northern blotting; for each
mRNA, several transcripts were observed as well as tissue-specific patterns of expression. The
mRNA steady-state levels of NRF-1 and NRF-2 were higher in testis than in liver or brain.
These data suggest that the low expression level of Tfam found in testis is not due to decreased
NRF-1 and/or NRF-2 expression. c) The analysis of the protein levels of NRF-2 subunits
indicated that there is no correllation between messenger and protein levels, further suggesting
the existence of tissue-specific post-transcriptional regulatory mechanisms for the expression of
NRF-1/NRF-2 genes. Similar observations were made with another key, nuclear-encoded
mitochondrial protein, 3 subunit of ATP synthase complex. We are studying at present the
regulation of these nuclear transcription factors in different physiological conditions.

Physiopathology of mitochondrial biogenesis
Group Leader: Rafael Garesse

Mitochondrial diseases comprise a group of disorders, usually degenerative in character and
mainly affecting muscle and central nervous system, which are associated with mutations in
mitochondrial DNA (mtDNA) or nuclear DNA (nDNA). MtDNA exists as a semiautonomous
genome encoding only a small subset of the function of the organelle, which are nevertheless
critical to respiration. The rest, are encoded in the nucleus, and therefore the biogenesis of
functional mitochondria depends on the co-ordinated expression of both genomes. We are
studying mitochondrial biogenesis at two different levels: 1) using as model system Drosophila
melanogaster we are characterizing regulatory proteins involved in mitochondrial proliferation
and differentiation, and modifying in vivo mitochondrial DNA replication. ii) Using the cybrid
technology we are studying at molecular level the cellular effects of new mtDNA mutations
responsible of human mitochondrial diseases and identifying the nuclear genes involved in
syndromes of mtDNA depletion..

The Troponin component of Drosophila muscle. Genes and isoforms.
Towards the establishement of a permanent Drosophila colony in Space.

Group Leader: Roberto Marco

We have started to characterize the properties of Drosophila troponin using the potent new
techniques of mass spectrometry with the goal to identify more precisely the posttranslational
modifications that occur in many of these isoforms. The project has been initiated on both
troponin T and troponin H, a special high molecular weight tropomyosin isoform, which is
believed to be exclusively expressed in the Indirect Flight Muscle. Troponin H is phosphorylated
in threonines and we have already identified the modified residues in the sequence extension
specific of these isoforms. At the same time, we have started studying the properties of
Drosophila troponin C, the Ca binding troponin subunit, which in Drosophila is encoded by at
least three different genes, clones of which are already available in our laboratory. We are
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cloning the genes from related Drosophila species (subobscura and virilis) and we are raising
antibodies to identify these components at the protein level. In relation to the Space program, the
initiation of the assembly of the International Space Station has brought a certain reduction in the
Space Biological Research activities. We are taking advantage of this slowing down to prepare
the experiments that will be carried out in the ISS facilities, once they become available to the
International Scientific Community. We are developing the hardware to grow and process the
samples of Drosophila indefinitely cultured in Space. With this proposal, we would try to
identify the genetic and phenotypic changes that a population of Drosophila may undergo in
Space and the possible changes in the developmental mechanisms and/or in the aging process of
this biological model system produced by this long-term exposure. It seems already amply
verified that simple cell culture systems sense and respond to the changes in different Space
environmental parameters such as the gravitational field. We are also optimizing certain
techniques that may be difficult or dangerous to be performed in Space, For example, we are
studying the microwave enhancement effects on fixation and on the bactericidal/sporicidal effects
of certain chemical reagents with potential applications to Space and Ground Activities.

Regulation of expression of the $-Amiloid gene

Group Leader: Angel Pascual

p-amyloid protein is the major component of the senile plaques observed in the brains of humans
with Alzheimer's disease. This 39-43 aminoacids peptide is a cleavage product of the different
isoforms of the amyloid precursor protein APP, and an over-expression of this protein leads to a
higher formation of the p-amyloid protein and is associated with neurotoxicity, thus contributing
to the development of the pathology. Ligands of receptors with tyrosine kinase activity, as well
as ligands of the nuclear receptor superfamily appear to regulate APP gene expression through
yet unknown mechanisms. Using cultured cells of neural origin, we will analyze the molecular
mechanisms by which these ligands regulate APP gene expression. Because most of these effects
migth be directly mediated throughout promoter elements, we wiil analyze the sequences
involved in the regulation, as well as the contribution of the two AP-1 binding sites contained in
the regulatory region of the gene.

Regulation of gene expression by nuclear receptors.
Group Leader: Ana Pérez Castillo

We have recently demonstrated that thyroid hormone is an important regulator of mitochondrial
gene expression during brain development. In addition we have found that this effect, at least in
part, seems to be mediated by the regulation of mitochondrial transcription factor Tfam. The
promoter of this gene responds to T3 through an IR2 localized 600 bp upstream of the
transcription initiation site. To gain further insights into the consequences of this regulation, we
have performed functional analysis of brain mitochondria from control and hypothyroid neonatal
rats. We have found that, in the hypothyroid cerebral cortex, striatum, and hippocampus, ATP
synthesis is reduced by a 52, 59 and 31%, respectively, compared to control animals. The
developing brain is a known target of T3 action, and many genes have been characterized so far
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to be under T3 regulation. Among these we have found that CCAAT/enhancer binding protein
beta gene expression is regulated by T3 in specific areas of the brain. This effect in due to a direct
effect of T3 upon C/EBPbD transcription since the promoter activity of this gene is induced by this
hormone. Another gene whose expression is induced in the hyperthyroid brain is the transcription
factor egr-1/NGFI-A. This gene, as well as C/EBPb, is involved in differentiation and cell death
processes in neuroblastoma cells, processes in which T3 is also involved.

Regulation of gene expression in differentiation and development. Studies on the Serum
Response Factor (SRF)

Group Leader: Leandro Sastre

Our studies on the regulation of gene expression during the embryonic development of the
crustacean Artemia franciscana and during the differentiation of the social amoeba Dictyostelium
discoideum have been focused in the following topics: a) Function of the transcription factor SRF
in the differentiation of the fruiting body of D. discoideum and in spore formation. b) Molecular
cloning, developmental expression and functional studies of the A. franciscana SRF homologue.
c) Identification of regulatory sequences on the Sarco/Endoplasmic Reticulum Ca-ATPase
promoter 2 from A. franciscana.. d) Study of the nucleotide polymorphism of A. franciscana
Na/K ATPase al subunit gene.

7. Department of Cellular Signaling

Role of Akt/PKB kinase in neuronal survival.
Group Leader: Antonio Cuadrado

Akt/PKB kinase is one element of the kinase cascade PI3K/PDK1/PDK2/Akt, specifically
related with cell survival. In our group we are analyzing the activation of this kinase by
neurotrophins and oxidative stress in neural cells.

We have analyzed the inhibition of Akt by ceramide, a lipid second messenger involved
in apoptosis signaling. We have reported the down-regulation of Akt by ceramide activated
phosphatase in PC12 cells. Based on these results we have proposed a new mechanism for
induction of apoptosis by ceramide based on the down-regulation of the Akt survival pathway.
Moreover, we are also analyzing the possibility that activation of the Akt survival pathway might
interfere with some elements of sphingomyelin metabolism.

Since oxidative stress appears to be the most likely cause of several neurodegenerative
disorders we are studying the regulation of the PI3K/Akt pathway by reactive oxygen species and
the potential role on cell viability of ectopically expressed hyperactive Akt versions. We have
observed that PC12 cells overexpressing membrane anchored Akt by a myristylation tag are more
resistant to cell death induced by MPP+ (1-methyl-4-phenilpyridinium). This drug is a widely
used as an inducer of experimental Parkinson disease in laboratory animals. At present we are
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studying the mechanisms involved in this protection and its possible use for future in vivo
studies.

Hepatic metabolism of carbohydrates: Diagnostic, physiopathological and regulatory
aspects.

Group Leader: Juan E. Feliu

Our work is mainly focused on the study of carbohydrate metabolism in liver, under the
following aspects:

1) Biochemical and molecular diagnosis of glycogenoses, hereditary fructose intolerance
and galactosemia.

2) Study of the molecular mechanisms underlying leptin- and TNF-alfa-dependent insulin
resistance at the hepatic level.

3) Development of an animal model of hereditary fructose intolerance.

Molecular and cellular basis of malignant progression of squamous cell carcinomas

Group Leader: Miguel Quintanilla

Our laboratory is studying molecular and cellular events involved in malignant progression
of squamous cell carcinomas by using the mouse skin model of carcinogenesis. We found that
TGF-B1 is a modulator of the epithelial phenotype of squamous carcinoma cells and induces, in
vitro as well as in _vivo, a squamous-spindle carcinoma transition associated with increased
invasive and metastatic abilities. TGF-p; stimulates cell migration and invasiveness of
transformed keratinocytes by activating pericellular proteolysis. Thus, the growth factor induces
the expression / secretion of components of the plasminogen system, such as urokinase (uPA)
and its inhibitor PAI-1. uPA was demonstrated to be functionally involved in TGF-g1-stimulated
cell motility and invasiveness by using synthetic peptides antagonizing the binding of uPA to its
cell-surface receptors. We have analyzed the transduction pathways that mediate the growth
inhibitory and invasive responses of normal and transformed keratinocytes to TGF-81. We have
found that the growth factor rapidly and transiently activates both the Ras-MAP kinases and
Smad pathways. TGF-p utilizes one or another pathway to modulate the expression of specific
genes or depending of the cellular state. Thus, upregulation of uPA by TGF-g; is mediated by the
Ras-MEK-Erk pathway while upregulation of PAI-1 appears to be Smad-dependent.

Furthermore, induction of the cell cycle inhibitor pZICipl is modulated by the Smad pathway in

normal keratinocytes, while, in transformed keratinocytes containing a Ras oncogene, pZICiP 1
induction requires Ras-MAP kinase signaling. We also have found a cross-talk between the Ras
and Smad pathways in Ras-transformed keratinocytes. The blockade of Smad4 (with a dominant-
negative construct) in these cells constitutively hyperactivates the Ras-MAP kinase pathway
leading to progression to poorly differentiated carcinomas. This effect was not observed in
normal (immortalized) keratinocytes containing normal Ras genes This finding might be
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clinically relevant in certain cancers where inactivation of the Smad4 tumor suppressor gene
coincides with oncogenic Ras mutations, such as in pancreatic and colon carcinomas.

In addition to our studies with TGF-g1, we have identified and characterized the PA2.26
antigen as a novel mucin-type transmembrane sialoglycoprotein involved in cell migration and
carcinogenesis. PA2.26 is induced in epidermal keratinocytes and dermal fibroblasts during
carcinogenesis and skin remodeling processes, although it is present in normal tissues (brain,
lung, kidney) in epithelial, mesothelial and endothelial cells. It is located on plasma membrane
projections (microvilli, ruffles), where interacts with the actin cytoskeleton probably through
association with the ezrin and radixin members of the ERM protein family. Transfection
experiments in normal (immortalized) keratinocytes indicate that PA2.26 is functionally involved
in cell motility and carcinogenesis.

Signaling pathways in stress, differentiation and apoptosis
Group Leader: Jaime Renart

Our group is studying signaling pathways in different cellular situations. 1. We are
interested in the specific degradation of the R1 subunit of the NMDA glutamate receptor when
cells (both rat cortical neurons in culture or mammalian non-neuronal cells expressing the
receptor with a vaccinia virus system) are treated with drugs that induce endoplasmic reticulum
stress (tunicamycin, calcium ionophores, brefeldin or tapsigargin). We find a proteasome-
dependent specific degradation of R1 subunit (vs. R2A subunit) with some but not all these
compounds. 2. We are carrying structural studies of NMDA receptors (expressed with vaccinia
virus in a non-neuronal cell line) with respect to a) differential stability of the different subunits;
b) degree of glycosylation; ¢) presence in the plasma membrane; d) role as calcium channels, and
e) activity of homomeric R2A receptors. We are also producing recombinant vaccinia viruses that
overexpress the different subunits of the NMDA receptors to determine the structure of these
proteins. 3. We are studying the roles of ERK and JNK protein kinases in apoptosis induced by
PKC inhibition in N2A cells. We find that JNK is activated and ERK inhibited when apoptosis is
induced. 4. We are also studying MAPK profiles in differentiating cells (either by serum
deprivation, overexpression of MEKKI1 or Geldanamycin treatment). ERK activity is
continuously activated during the process; JNK is also activated, but its kinetics is dependent on
the stimulus used to differentiate the cells. 5. We are studying the effect of Geldanamycin in
different cell lines. Whereas this drug induces apoptosis in PC12 cells, N2A cells differentiate,
and C2C12 cells undergo morphological changes not related to differentiation or death. 6. We are
studying gene expression induced by TNFa. This cytokine has been described to be involved
both in induction and protection from apoptosis. To gel a more clear picture of TNFa action, we
want to identify the genes that are regulated by it. To this goal, we are using the Serial Analysis
of Gene Expression (SAGE) technique.

Molecular bases of the thyroid hormone action on differentiation of nerve cells

Group Leader: M. Angeles Rodriguez-Pena
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Myelination of axons in the Central Nervous System (CNS) is a process controlled by
thyroid hormone (T3). We have reported previously that thyroid hormone regulates the steady-
state levels of the mRNAs encoding the major myelin protein components and that this effect is
due to the T3 action on the oligodendrocyte generation. Thus, T3 promotes the differentiation of
the oligodendrocyte precursor cells (OLP) into mature oligodendrocytes "in vitro". Thyroid
hormone binds specific nuclear receptors (encoded by the a and b genes) that must be considered
as ligand-regulated transcription factors. To establish the bases for the T3 action on the different
aspects involved in oligodendrocyte differentiation program, we have studied 1) the contribution
of T3 to the exit from the cell cycle of the OLP as the obligatory step prior differentiation and
have found that thyroid hormone expression impairs cell proliferation by increasing the steady-
state levels of the inhibitor p27. 2) The genetic program (activation/repression of a group of
genes) in the precursor cell triggered by T3 has been analyzed by DDRT-PCR with several
putative regulated genes that will be confirmed and characterized.

Diffusible factors and signalling pathways implicated in the control of the inner ear
development: regulation of apoptotic cell death.

Group Leader: Isabel Varela

The main objective of the group is to characterise the difusible factors and molecular
mechanisms of action that regulate the early development of the inner ear. This study is focused
in the study of programmed cell death. This project is divided in three particular objectives:1)
Study of the role of IGF-I in the developing inner ear, 2) Study of NGF apoptotic actions: the
inner ear as a model of neurotrophic factors-induced apoptosis, 3) Crosstalk between IGF-I and
NGF signalling pathways. All these studies will offer new insights into the molecular
mechanisms that control cell proliferation and apoptosis during inner ear organogenesis which
may contribute to the development of future therapeutical strategies for inner ear therapy.
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