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El “Centro de Investigaciones Biolégicas” (CIB) es un Centro multi-
disciplinar, en el que conviven cientificos especializados en areas
como la biologia celular y estructural, biomedicina, agricultura,
microbiologia, medioambiente, quimica y biotecnologia. El obje-
tivo de nuestros investigadores es realizar ciencia de alta calidad,
profundizando en las bases de los procesos biolégicos a distintos
niveles de complejidad, para conocerlos y comprendetlos. Sobre el
pilar de la ciencia basica, tratamos de encontrar soluciones tecno-
légicas innovadoras que permitan afrontar retos sociales en los &m-
bitos de la salud, el bienestar y la economia sostenible. El caracter
dindmicoy transversal de las lineas de investigacién desarrolladas
en nuestro Centro, cubriendo una amplia gama de disciplinas com-
plementarias, lo hacen Unico tanto entre otros institutos del CSIC
como entre otras instituciones relacionadas con la investigacion.

En este tltimo bienio, hemos llevado a cabo una politica proactiva
para tratar de potenciar y alcanzar la excelencia. Atendiendo a las
necesidades cientificas actuales se han reestructurado los departa-
mentos, reduciendo su nimero a cuatro: Biologia Celular, Biomedi-
cina Molecular, Biologia Quimica y Estructural y Biotecnologia Mi-
crobiana y de Plantas. Ademas, se ha renovado el Comité Cientifico
Externo, se ha promovido de manera especial la transferencia de
tecnologia, la formacién de jévenes investigadores, la cooperacion
en proyectos multidisciplinares y la atraccién de talento. A pesar de
que hemos perdido 9 cientificos (5 de ellos por jubilaciéon), se han
incorporado 9, cuatro de ellos estableciendo nuevas lineas de in-
vestigacién que fortalecen y complementan nuestras capacidades,
contribuyendo asia mejorar la competitividad y excelencia del CIB.

Cabe destacar que un numero importante de investigadores del
CIB mantienen colaboraciones con empresas de distintos sec-
tores. Estos grupos, especializados en ingenieria de proteinas,
nanotecnologia, quimica biolégica, produccién de bioplasticos,
reciclado de residuos, desarrollo de medicamentos, nutracéuticos,
cultivos de plantas o produccién de biocombustibles, encauzan
sus colaboraciones mediante su participacién en programas au-
tondmicos, nacionales y europeos en los que también participan
las empresas. Concretamente, el CIB es un referente en proyectos
de demostracién y escalado, especialmente de la convocatoria
“Bio-based industry” del Programa H2020.

Otra de las sefias de identidad del CIB son sus Servicios Cientifi-
cos y Técnicos, que constituyen una de sus mayores fortalezas.
Cuentan con personal altamente motivado y especializado, lo
que es esencial para el éxito de nuestras investigaciones, y ade-
maés, prestan apoyo a otros centros de investigacién, publicos o
privados, universidades y empresas. Algunos de estos Servicios
(Interacciones Moleculares, Microscopia Laser Confocal y Multidi-
mensional in vivo, Protedémica y Gendmica y Quimica de Proteinas)
estan certificados por AENOR (norma ISO9001) y forman parte de
la Red de laboratorios de la Comunidad de Madrid. En este bienio
se ha hecho un importante esfuerzo para renovar e implemen-
tar tecnologias e infraestructura que nos permitan seguir siendo
competitivos en nuestras disciplinas, Hemos abierto dos nuevos
servicios, el de Resonancia Magnética Nuclear y el de Diagnosti-
co Genético Molecular de Complemento. Este Gltimo, integrado
también en la Red de laboratorios de la Comunidad de Madrid,
es un referente nacional e internacional en el estudio genético y
molecular del complemento y colabora con hospitales y asocia-
ciones de pacientes para implementar una cartera de servicios
que permita desarrollar tratamientos eficaces para enfermedades
relacionadas con el complemento.

Directora | Director (until March 2019)

Director | Director (since April 2019)

The Center for Biological Research (CIB) is a multidisciplinary centre
with scientists working in a variety of research fields, including cell and
structural biology, biomedicine, agriculture, microbiology, environmental
science, chemistry, and biotechnology. Our goal is to carry out high
quality scientific research in order to broaden our understanding of the
bases of biological processes at different levels of complexity. We strive
to develop innovative technological solutions to tackle social challenges
in the areas of health, wellbeing, and the sustainable economy. The
dynamic and transversal nature of our centre’s research lines, which
cover a wide range of complementary disciplines, makes the CIB unique
among the institutes of the CSIC and beyond.

We have continued our strategy towards excellence. In response to
current scientific needs, our departments have been restructured and
reduced in number to four: Cellular Biology; Molecular Biomedicine;
Chemical and Structural Biology; and Microbial and Plant
Biotechnology. Furthermore, the External Scientific Committee has
been renewed, and a special emphasis has been placed on promoting
technology transfer, training young researchers, participating in
multidisciplinary projects, and attracting new talent. Although

9 scientists have left the CIB (5 of whom have retired), 9 new
researchers have joined the centre, 4 of whom have established new
lines of research that strengthen and complement our capabilities and
further enhance the competitiveness and excellence of the CIB.

It should be noted that a significant number of CIB researchers
maintain collaborations with companies from a variety of sectors.
Research groups specializing in protein engineering, nanotechnology,
biological chemistry, bioplastics production, waste recycling, drug
development, nutraceuticals, crops, or biofuel production engage

in these collaborations by participating in regional, national, and
European programs in which these companies are also involved.
Specifically, the CIB is a centre of reference in scaling-up and
demonstration projects, particularly those that fall within the remit of
the Bio-based industry call of the H2020 Programme.

Another key hallmark of the CIB is its Scientific and Technical Services,
which constitute one of its greatest strengths. The highly motivated and
specialized personnel working in these services are fundamental to the
success of our research activities, and also provide support to other public
and private research centres, as well as universities and companies.
Some of these services (Molecular Interactions, In Vivo Confocal and
Multidimensional Laser Microscopy, Proteomics and Genomics, and
Protein Chemistry) are certified by AENOR (in accordance with ISO/
IEC 9001) and are part of the Laboratory Network of the Community of
Madrid. In the last 2-year period we have made an important effort to
renew and implement new technologies and infrastructure that allow
us to remain competitive in each of our research disciplines. We have
opened two new services: Nuclear Magnetic Resonance and Diagnostic
Molecular Genetics of the Complement System. The latter service, which



En cuanto a la formacién, ademas de nuestra participaciéon en Méas-
teres organizados por distintas Universidades, destacar la organi-
zacién y gestién del Master Mcib, (Molecular & Cellular Integrative
Biology), organizado por la Universidad Internacional Menéndez
Pelayo y el CSIC, que ya cursa su tercera edicién. Ademaés de recibir
clases tedricas y practicas, los alumnos realizan rotaciones por
los laboratorios implicados en la docencia y participan en talleres
sobre el desarrollo de la carrera investigadora, el emprendimiento
ola divulgacién cientifica. También es importante destacar nuestra
participacion en la organizacién y gestién de cursos para la for-
macién de profesores de ensefianza secundaria, en colaboracién
con la Comunidad de Madrid, y en distintos cursos del Gabinete de
Formacién que el CSIC imparte para la formacién de su personal.

Por otra parte, siendo conscientes de la importancia de acercar
la ciencia a la Sociedad, realizamos distintas actividades, dentro
y fuera del Centro, para transmitir a la ciudadania los principales
avances cientifico-tecnolégicos y los retos pendientes, haciéndoles
ver de qué manera nuestro trabajo puede revertir a la Sociedad.
Entre las actividades de divulgacién podemos citar la participa-
cién en iniciativas institucionales, como la Semana de la Ciencia,
Ciencia en el Barrio o las Olimpiadas de Biologia, y las visitas de
colegios e institutos. Sin embargo, merecen una menciéon especial
en este apartado las charlas organizadas en locales publicos, “Jam
Science”, “Ciencia con Tres encantos”y “Pangea” (més informacién en
https://www.cib.csic.es/es/divulgacion), en las que los mejores
profesionales tratan temas de actualidad, de un modo informal y
asequible, favoreciendo la generacién de debates en un ambiente
distendido.

En otro orden de cosas, es importante destacar que el CIB man-
tiene su compromiso con las politicas de igualdad de género,
realizando diferentes actividades para resaltar el trabajo de las
mujeres cientificas y su papel en la sociedad. Nuestro Centro
apoya todos los protocolos de prevencion e intervencién frente al
acoso sexual y por razén de sexo establecidos por el CSIC.

Me gustaria finalizar sefialando que, a pesar de los recortes sufri-
dos estos arfios en investigacién, el CIB ha continuado avanzando
y mejorando gracias al esfuerzo de todo el personal, a la calidad
de los grupos de investigacién y al apoyo profesional y entusiasta
del personal técnico y administrativo. En breve concluird mi etapa
como Directora de este Centro y me sucederd el Dr. Enrique de la
Rosa. No querria terminar sin daros las gracias a todos, y muy es-
pecialmente a las personas que durante estos afios han formado
parte de los equipos de Direccién y Gestién, y de las Comisiones
del Centro. Ha sido un privilegio para mi ser Directora de este
magnifico Centro y compartir con vosotros esta etapa.

x [5]

is also part of the Laboratory Network of the Community of Madrid,
is a national and international reference for the genetic and molecular
study of the complement system and collaborates with hospitals and
patient associations to establish a portfolio of services to facilitate the
development of effective treatments for complement-related diseases.

In terms of training, in addition to our participation in Master’s degree
programmes organized by different universities, our MCIB (Molecular
& Cellular Integrative Biology) Masters, organized by the Menéndez
Pelayo International University and the CSIC, is now in its third year.
In addition to receiving theoretical and practical classes, students
rotate through participating laboratories and take part in workshops
on careers in research, entrepreneurship, and scientific dissemination.
The CIB also participates in the organization and management of
training courses for secondary school teachers, in collaboration with
the Community of Madrid, as well as several different courses offered
to CSIC staff by the CSIC Training Department.

Furthermore, as part of our mission to bridge the gap between science
and society, we carry out a range of activities, both inside and outside of
the CIB, aimed at informing the public about the most important scientific
and technological advances and challenges and increasing awareness about
the societal benefits of scientific research. Among the outreach activities
in which we participate are institutional initiatives such as Science Week,
Science in the Neighbourhood, and the Biology Olympics, in addition to
visits from primary and secondary schools. Scientific talks organized in
public places, including Science Jam, Ciencia con Tres Encantos and
Pangaea (see https://www.cib.csic.es/es/divulgacion for more information),
warrant a special mention. At these events experts in the field are invited
to inform the public about current issues using lay language, thereby
facilitating discussion in a relaxed and informal atmosphere.

The CIB places a particular emphasis on maintaining its commitment
to gender equality policies, promoting a range of activities to highlight
the work of women scientists and their role in society. The CIB also
adheres to all sexual harassment prevention and intervention protocols
established by the CSIC.

I would like to conclude by noting that, despite the cuts in research
funding of the last few years, the CIB has continued to advance and
improve thanks to the efforts of its staff, the quality of its research
groups, and the enthusiastic and professional support of the technical
and administrative personnel. I will shortly reach the end of my tenure
as Director of the CIB, and my position will be filled by Dr. Enrique

de la Rosa. I would like to finish by thanking you all, especially the
members of the Direction and Management teams and the committees
of CIB. It has been a privilege for me to serve as the Director of this
magnificent centre and to share this time with you.

Equipo de Direccién (de izda. a dcha.) | Directive Team (left to right): Teresa Sudrez (Vicedirectora), Ana Chao (Secretaria de Direccién), M.? Jestis Martinez (Directora),
Guy Vancanneyt (Adjunto a la Direccién), Irene Pérez (Gerente) y Javier Cafiada (Vicedirector).
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Produccion Cientifica 2017-2018 | Scientific Production 2017-2018

2017

2018

SJR indexed Publications 244
First Quartile (Q1) Publications 213
First Decile (D1) Publications 140
Presupuesto 2017-2018 | Budget 2017-2018
| 16.030.524 € | | 20.154.802 € |
Presupuesto | Budget Presupuesto | Budget
4.473.159 € 8.357.287 €

11.557.365 €

2%
285.803 €

18%
2.871.490 €

8%
1.315.866 €

10%
1.674.845 €

Financiacién del CIB

con presupuesto del CSIC
CIB funding form

the CSIC budget

Financiacién externa
External funding

62%
9.882.519 €
Personal
Human Resources

Presupuesto ordinario
Running cost

Proyectos internacionales
International grants

Proyectos nacionales
National grants

Contratos I+D
R&D Contracts

Comités Cientificos | Scientific Committees

11.797.515 €

2%
340.034 €

49%
10.050.918 €

30%
5971572 €

10%
2.045.681 €

9%
1.746.597 €

Internal Scientific Committee:

Maria Jesiis Martinez, Director
Antonio Romero

Flora de Pablo

Julio Salinas

Patricia Boya

José Luis Garcia

Miguel Angel Pefialva

Dolores Pérez-Sala

External Scientific Committee:

Prof. Angel Pellicer (Chairman)
School of Medicine - NYU Medical Centre -
New York, USA

Prof. Paul Christou
Department of Crop and Forest Science -

Faculty of Agronomy - University of Lleida, Spain

Prof. Ana Maria Cuervo

Institute for Aging Research - Albert Einstein
College of Medicine - New York, USA

Prof. Anna Bigas
Instituto Hospital del Mar - Barcelona, Spain

Prof. Daniel Ramén
Scientific Director of BIOPOLIS - Valencia, Spain

Prof. Oscar Llorca

Director Structural Biology Program - CNIO -
Madrid, Spain
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The diagram represents the organization of CIB in 2018. As of April 2019, a new management team is in place: Enrique de la Rosa (Director)
and Javier Cafnada, Pilar Testillano and Maria Colmenares (Vice-Directors).

Personal | Staff

Total: 456

Mujeres
Women

. Hombres
Men

Personal en el CIB | CIB Staff

200

128
150

61
100
84 a1
50
36
0

Personal Estudiante de
cientifico Doctorado
Scientific Staff ~ PhD Student

51
23
13

Gestién
Administration

0
-
Mantenimiento
Maintenance

Apoyo
técnico
Technician

Personal cientifico | Scientific personnel

60

24
40
20
12 29
20 4
21 19
14
1
m— 1
Profesor de  Investigador Cientifico Investigador ~ Posdoctoral
investigacién cientifico titular distinguido Posdoctoral
Research Professor  Investigator Scientist Distinguished

researcher
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Biologia Celular y Molecular
Cellular and Molecular Biology

overview

The DEPARTMENT OF CELLULAR AND MOLECULAR BIOLOGY
focuses on understanding the cell, the basic unit of Life.

This Department gathers laboratories whose research interests
span fundamental processes at the core of cell organization and
function: the arrangement, replication and stability of genomes,
epigenetics in gene expression, intracellular traffic, cell division,
differentiation and evolution, and cellular recycling through
autophagy. These studies converge with bottom-up endeavours,
such as exploring the interactions between cells and biomaterials,
the immunological synapse, the effector functions by human
macrophages and the infective ability of pathogens. The model
systems used to study these processes range from unicellular
microorganisms, both bacteria and fungi, to mammalian cells and
animal models. Our approaches are interdisciplinary, a watermark
of CIB, and bridge methodologies ranging from advanced optical
and electron microscopies to functional genomics, with strong
inputs from molecular biology, biophysics and synthetic biology.

Patricia Boya
Department Head
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Miguel Angel Penialva Soto
Profesor de Investigacién
penalva@cib.csic.es

PhD, 1982 * Universidad Auténoma de Madrid
Postdoctoral, 1982-1987 * Antibidticos SA (Madrid)

e Institut de Genetique et Microbiologie,

Universidad de Paris, Orsay

Cientifico Titular y Jefe de grupo, 1987 « CIB

Profesor de Investigacién, 2001 ¢ CIB

Visiting Scientist, Julio 2005-Marzo 2006 * MRC Laboratory
of Molecular Biology, Cambridge (UK)

Elegido miembro de EMBO, 2000

@ https://www.cib.csic.es/research/cellular-and-molecular-biology/
aspergillus-cell-biology

Biologia Celular
de Aspergillus

Aspergillus nidulans es un modelo genético apropia-
do para estudiar exocitosis polarizada y transporte a
larga distancia por microtiibulos y actina. Su trdfico in-
tracelular se asemeja al de metazoos, pero el hongo es
haploide, genéticamente manipulable y crece adherido
a las camaras de cultivo, lo que facilita los estudios de
microscopia multidimensional.

Mediante la combinacién de abordajes genéticos y bioqui-
micos con microscopia 5D (x, ¥, z, t, doble canal) estudiamos
la organizacién y la dindamica del Golgi y del sistema endo-
vacuolar, centrdndonos en GTPasas RAB y ARF, sus regulado-
res y sus efectores. El Golgi de Aspergillus estd formado por
cisternas dispersas que pueden resolverse por microscopia
optica. Intentamos comprender los mecanismos de madura-
cién de cisternas del Golgi y especificamente la biogénesis de
carriers post-Golgi en el TGN, asi como las diferentes rutas
por las que membrana y cargo salen del ER. Nuestro trabajo
tiene importantes implicaciones tanto en medicina como en
agricultura (la patogenicidad de los hongos hacia humanos y
plantas depende del transporte intracelular) y también en el
campo de la biotecnologia, dado que una parte substancial del
portafolio de enzimas industriales se fabrica con especies de
Aspergillus como factorias celulares.

Las rutas biosintéticas y catabdlicas estdn reguladas a nivel
transcripcional. Estudiamos las sefiales, los receptores, la trans-
duccién de la sefial y los mecanismos que modifican tanto la
actividad como la localizacién celular de factores de transcrip-
cién. El trafico de estos factores entre el niicleo y el citoplasma
es un imortante punto de control transcripcional. Usando como
modelo diferentes reguladores queremos entender los meca-
nismos de sefalizacién y transporte nucleocitopldsmico en un
organismo con organizacién celular cenocitica (multinucleado).
Nuestro trabajo se centra en factores transcripcionales que me-
dian en la respuesta al estrés por cationes y la alcalinidad (CrzA
y SltA), y los que participan en desarrollo de estructuras repro-
ductivas asexuales (FIbB). El estudio de estos reguladores nos
pemite abordar la sefializacién mediada por Ca?/calcineurina,
el estrés por pH ambiental, la protedlisis como mecanismo de
activacién postraduccional y el papel de la tolerancia al estrés
en procesos de virulencia y propagacién de los hongos.

Eduardo Antonio Espeso
Fernandez

Cientifico Titular
eespeso@cib.csic.es

PhD, 1989 ¢ Universidad Complutense de Madrid
Postdoctoral, 1997-1999 ¢ Imperial College London
EMBO-Postdoctoral Fellow

Contratado, 2001-2004 * Ramoén y Cajal

Cientifico Titular y Jefe de grupo, 2004 « CIB
Secretario, 2004-2008 ¢ Grupo Especializado de Hongos Filamentosos y Levaduras (SEM)

Otros miembros | Other members

Elena Reoyo Herndndez
Ana Alonso Ayala

Areti Pantazopoulou
Mario Pinar Sala

Miguel Hernandez Gonzalez
Ignacio Bravo Plaza

Elena Requena Galindo
Irene Tomico Cuenca

Publicaciones Seleccionadas | Selected Publications

+ Pefialva MA, Zhang J, Xiang X, Pantazopoulou A [2017] Transport of fungal
RAB11 secretory vesicles involves myosin-5, dynein/dynactin/p25 and
kinesin-1 and is independent of kinesin-3. Mol Bio Cell 28:947-961.

- Pinar M, Pefialva MA [2017] Aspergillus nidulans BapH is a RAB11 effector
that connects membranes in the Spitzenkdrper with basal autophagy.

Mol Microbiol 106:452-468.

- Hernandez-Gonzdlez M, Bravo-Plaza I, Pinar M, de los Rios V, Arst HN, Jr,
Pefialva MA [2018] Endocytic recycling via the TGN underlies the polarized
hyphal mode of life. PLoS Genet 14:€1007291.

- Hernandez-Gonzilez M, Pantazopoulou A, Spanoudakis D, Seegers CLC
Peflalva MA [2018] Genetic dissection of the secretory route followed by a
fungal extracellular glycosyl hydrolase. Mol Microbiol 109:781-800.

- Pantazopoulou A, Galmarini CM, Pefialva MA [2018] Molecular basis
of resistance to the microtubule-depolymerizing antitumor compound
plocabulin. Sci Rep 8:8616.

- Villarino M, Espeso EA, Melgarejo P Larena I [2018] Transformation of
Penicillium rubens 212 and Expression of GFP and DsRED Coding Genes for
Visualization of Plant-Biocontrol Agent Interaction. Front Microbiol 9:1653.

- Pandit SS, Lohmar JM, Ahmed S, Etxebeste O, Espeso EA, Calvo AM [2018]
UrdA Controls Secondary Metabolite Production and the Balance between
Asexual and Sexual Development in Aspergillus nidulans. Genes (Basel) 9. pii: E570.

- Villarino M, Etxebeste O, Mendizébal G, Garzia A, Ugalde U, Espeso EA [2017]
Boron Tolerance in Aspergillus nidulans Is Sustained by the SItA Pathway
Through the SLC-Family Transporters SbtA and SbtB. Genes (Basel) 8. pii: E188.

- Loss O, Bertuzzi M, Yan Y, Fedorova N, McCann BL, Armstrong-James D,
Espeso EA, Read ND, Nierman WC Bignell EM [2017] Mutual independence of
alkaline- and calcium-mediated signalling in Aspergillus fumigatus refutes the
existence of a conserved druggable signalling nexus. Mol Microbiol 106:861-875.

+ Hernandez-Ortiz P, Espeso EA [2017] Spatiotemporal dynamics of the
calcineurin target CrzA. Cell Signal 29:168-180.
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Biologia Celular y Molecular
Cellular and Molecular Biology

L | i

Aspergillus Cell Biology

[11]

Figure 2

Regulating the subcellular location of CrzA.
The subcellular distribution of calcineurin (CN),
GskA (glycogen synthase kinase 3a/b) and CkiA
(casein kinase I) results in phospho-variants

of CrzA that are differentially recognized

by importins and exportins to regulate its
subcellular location. [Ca?*] 1 causes a more
persistent nuclear localization of CrzA whereas
the effect of alkaline environmental pH is more
ephemeral.

Aspergillus nidulans is a genetic model well suited for studying polarised exocytosis and long-distance transport
mediated by actin and microtubules. Intracellular traffic resembles that of metazoan cells, yet the organism is haploid,
genetically amenable and grows attached to the surface of culture chambers, which facilitates multidimensional

microscopy studies.

By combining genetic and biochemical
approaches with in vivo multidimensional
microscopy, we are investigating the
organization and dynamics of the Golgi
and the endovacuolar system, focusing on
RAB and ARF GTPases, their regulators
and their effectors. The Aspergillus

Golgi is formed by non-stacked early

and late Golgi cisternae that can be
resolved by optical microscopy. We are
studying the mechanisms of cisternal
maturation in the Golgi, and specifically
the mechanisms that determine the
biogenesis of post-Golgi carriers in the
TGN, as well as the different pathways
for the exit of membrane and cargo from
the endoplasmic reticulum. Our work has
important implications for both medicine
and agriculture (fungal pathogenicity

to plants and humans is dependent on
exocytosis and intracellular traffic),

and major ones for biotechnology, as a
substantial share of the industrial enzyme
catalogue is produced with Aspergillus
species as cell factories.

Biosynthetic and catalytic pathways are
transcriptionally regulated. We study the
signals, receptors, signal transduction
pathways and mechanisms responsible of
the activation and cellular localisation of
transcription factors. Nuclear transport is
a key regulatory step in the regulation of
transcription. By using diverse regulatory
factors as models we aim to understand
the mechanisms involved in signaling and
nucleocytoplasmic traffic in a coenocytic
(multi nucleated cell) organism. Specifically

we study the SItA and CrzA transcription
factors, which mediate the responses

to cation and alkaline pH stresses, and
FlbB, which participates in the asexual
reproductive cycle. The analysis of these
regulators allows us to investigate Ca?*/
calcineurin mediated signaling, ambient
pH stress, proteolysis as a mechanism of
post-translational activation and the role
of stress tolerance in fungal virulence and
propagation.

Financiacién | Funding

- BI02015-65090-R (MINECO)
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Sofia Isabel Ruiz Cruz Alejandro Ortuno Camufas

Ana Moreno Blanco Jingwen Li

Expresion Génica y Transferencia Genética

en Bacterias

Trabajamos con dos bacterias Gram-positivas patégenas/oportunistas, Streptococcus pneumoniae y Enterococcus faecalis.
Estudiamos reguladores globales de la transcripcién y su papel en la adaptacion de estas bacterias a distintos nichos huma-
nos. Trabajamos en transferencia genética horizontal mediada por plasmidos y en sistemas toxina-antitoxina bacterianos y
su relacién con la formacion de biopeliculas y con la respuesta a estrés oxidativo.

Las proteinas que actian como reguladores globales de la
transcripcién son criticas en los procesos de adaptacién bac-
teriana. Su capacidad de reconocer multiples sitios del cromo-
soma bacteriano hace posible ajustar el patrén de expresién
génica a situaciones ambientales nuevas. Hemos demostrado
que la proteina MafR de E. faecalis activa, directa o indirecta-
mente, la transcripcién de numerosos genes. MafR podria tener
un papel regulador en la utilizacién de fuentes de carbono y en
la homeostasis del calcio. Hemos purificado MafR y estudiado
su interaccién con DNA in vitro. Sus propiedades de unién a
DNA son similares a las del regulador MgaSpn de S. pneumoniae.
Hemos propuesto que MafR reconoce caracteristicas estructu-
rales en sus DNAs diana (shape readout mechanism).

La transferencia genética horizontal es crucial en la evolu-
cién de los genomas bacterianos. Frecuentemente, estd me-
diada por plasmidos, como el plasmido promiscuo pMV158.
La iniciacién de la transferencia del DNA requiere una protei-
na (relaxasa) codificada por el plasmido. Hemos resuelto la
estructura tridimensional del dominio nucleasa-relaxasa de
la proteina MobM de pMV158 y descubierto las interacciones

entre MobM y su DNA diana. Hemos descrito el primer ejemplo
de comunicacién entre los médulos plasmidicos implicados
en replicacién y en transferencia. MobM participa en el con-
trol de la replicacién del DNA plasmidico mediante represién
transcripcional de un RNA antisentido. Hemos estudiado las
interacciones entre dos RNAs implicados en el control de la
replicacién de pMV158.

S. pneumoniae tiene cuatro sistemas Toxina-Antitoxina (TAs) de
tipo II. Cada uno de ellos estd compuesto por dos genes organi-
zados en un operén. Hemos demostrado la participacién de dos
de estos TAs en la formacién de biopeliculas y en la respuesta a
estrés oxidativo. Hemos revisado el papel y la relevancia de los
sistemas TAs de tipo II en el mundo bacteriano y su influencia
en el estilo de vida de las bacterias.

Financiacién | Funding
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Bacterial Gene Expression and Gene Transfer

We work with two Gram-positive pathogenic/opportunistic bacteria, Streptococcus pneumoniae and Enterococcus
faecalis. Our research is focused on global transcriptional regulators and their role in the adaptation of these bacteria
to different human niches. We also work on horizontal gene transfer mediated by plasmids and on bacterial toxin-
antitoxin systems and their relationship with biofilm formation and response to oxidative stress.
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Figure 1

DNase I footprinting assay. Protein MafR-His was
incubated with a DNA fragment that contains

the promoter of the 0G1RF_12294 gene. The DNA
fragment was radioactively labelled at the 5”-end
of the non-coding strand. F: non-digested DNA.
The site recognized by MafR-His is indicated with
brackets. Such a site overlaps the core promoter.
Experiment performed by Sofia Ruiz-Cruz.

Proteins that act as global transcriptional
regulators play key roles in bacterial
adaptation. Their ability to recognize
multiple DNA sites across the bacterial
chromosome makes possible to adjust

the gene expression pattern to new
environmental situations. We have
demonstrated that the MafR protein of

E. faecalis activates, directly or indirectly,
the transcription of numerous genes.
MafR could have a regulatory role in the
utilization of carbon sources and in calcium
homeostasis. We have purified MafR and
studied its interaction with DNA in vitro.
Its DNA-binding behaviour is similar to
the one described for the pneumococcal
MgaSpn global regulator. We have
proposed that MafR recognizes structural
features in its target DNAs (shape
readout mechanism).

Horizontal gene transfer is crucial in

the evolution of bacterial genomes. It is
frequently mediated by plasmids, such as
the promiscuous plasmid pMV158. Initiation

of DNA transfer requires the participation of
a plasmid-encoded protein termed relaxase.
We have solved the three-dimensional
structure of the nuclease-relaxase domain
of MobM from pMV158 and discovered

the interplay between MobM and its target
DNA. We have reported the first example
of crosstalk between the pMV158-modules
involved in DNA replication and DNA
transfer. MobM participates in control of
plasmid DNA replication by transcriptional
repression of an antisense RNA. We have
also studied the interactions between two
plasmid-encoded RNAs involved in the
control of pMV158 replication.

S. pneumoniae has four type II Toxin-
Antitoxin systems (TAs), each of them
consisting of two genes organized in

an operon. We have demonstrated the
participation of two of these TAs in biofilm
formation and in response to oxidative
stress. We have also reviewed the role and
relevance of the type II TAs in the bacterial
world and their influence in bacteria lifestyle.

Crosstalk
I Antiblotic I
Replication resistance Mobilization

Vartical Gene Transfar

Figure 2

Haorizontal Gene Transhar

Crosstalk between vertical and horizontal gene transfer. Plasmid pMV158 has three genetic modules
involved in DNA replication and its control, resistance to tetracycline and conjugative mobilization. We
have reported a novel mechanism that controls the copy number of pMV158. It is mediated by the MobM
conjugative relaxase. Lorenzo-Diaz et al. (2017) Nucleic Acids Res. 45:7774-7785.
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cell-biomaterial-recognition Sara San José Pinilla Luna Sanchez Lépez

Reconocimiento Célula-Biomaterial

El laboratorio “Reconocimiento Célula-Biomaterial” investiga la interaccion entre las células y los materiales metalicos
para su aplicacién en reparacion ésea. Los biomateriales en estudio incluyen materiales como aleaciones de cobalto-cromo
con alto contenido en carbono y materiales biodegradables de base magnesio o hierro. Se analiza la respuesta celular e
inflamatoria de las células del entorno del implante a los materiales en estudio.

La sustitucién de la articulacién de cadera por biomate-
riales metalicos se ha convertido en practica habitual en
nuestros centros hospitalarios debido, entre otros, al enve-
jecimiento de la poblacién, al aumento de précticas depor-
tivas de alto riesgo y al incremento de accidentes de trafico.
Entre otros materiales, se consideran las combinaciones
Metal-Metal que contienen aleaciones de cobalto-cromo
con tasas de desgaste bajas y buen comportamiento fren-

En memoria de la Dra. BLANCA TERESA PEREZ MACEDA
La doctora Blanca Teresa Pérez Maceda
muri6 el 15 de septiembre de 2018.
Su inesperada y repentina pérdida ha producido

te a la corrosién. Sin embargo, estas aleaciones metalicas
una vez implantadas siguen liberando particulas e iones
metélicos debido al desgaste que experimenta el material
implantado. Preocupados por el bienestar del paciente y su
repercusién en el coste socio-sanitario asociado, el grupo

una enorme tristeza. Doctora en Bioquimica
por la Universidad Complutense de Madrid.

En 1986 implanta el Servicio de Cultivo de Células

Animales en el CIB. En 2009 inicia una fructifera
colaboracién con su laboratorio actual hasta

desarrolla su trabajo en la mejora de la lubricacién de CoCr
mediante recubrimientos superficiales para disminuir el
desgaste y aumentar la vida util del implante. Se analiza
la biocompatibilidad y la respuesta inflamatoria de los
nuevos materiales en el contexto celular del implante. Se
hanrealizado aportaciones singulares entre las que desta-
camos: el efecto de particulas de desgaste en modelos de
cultivos celulares 2D y 3D, las consecuencias de campos
eléctricos en la respuesta celular a particulas metélicas su vida.
y el uso de la microscopia multidimensional in vivo en

el estudio de la interfaz célula-biomaterial en el caso de

que en 2011 se incorpora como cientifica
titular. Su pasién por la ciencia,
su generosidad, su entusiasmo
contagioso y su amor por
lo que hacia eran
constantes en

materiales metdlicos biodegradables.
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Figure 1

Cryosem images of 3D osteobl
MC3T3-E1 cell cultures in CellCeram
scaffolds. A: scaffold (scale bar: 1 mm);
B: scaffold incubated with CoCrHC
particles. Particles with round shape
appear inside scaffold labeled with

a white arrow (scale bar: 20 um);

C: osteoblasts MC3T3-E1 cells cultured
on scaffolds in presence of 0.5 mg/ml
of CoCrHC particles (scale bar: 50 um).
Filopodia are observed in cells spread
on the scaffold surface; D: detail of
osteoblasts cell cultured on scaffold

in presence of 0.5 mg/ml of CoCrHC
particles (scale bar: 20 um).

Cell-Biomaterial Recognition

The “Cell-Biomaterial Recognition Lab” explores the interactions between cells and biomaterials with applications
for bone tissue repair. Biomaterials under study comprise metallic materials, as are cobalt-chromium alloys with
high carbon content and biodegradable magnesium-base and iron-based materials. The effect on cell behavoir and
inflammatory response to metallic biomaterials are under study.

The replacement of the hip joint by
metal biomaterials has become a
common practice in our hospitals
due, among others, to the aging of the

population, the increase in high-risk
sports practices and the rise in traffic
accidents. Among other materials,
Metal-Metal combinations containing

cobalt-chromium alloys with low wear
rates and good corrosion behavior

are considered. However, these metal
alloys once implanted continue to
release metal particles and ions due to
the wear experienced by the material.
Concerned about the well-being of the

In memory of Dr. BLANCA TERESA PEREZ MACEDA. patient and its impact on the associated

Dr. Blanca Teresa Pérez Maceda
died on September 15, 2018.
Her unexpected and sudden loss has produced
an enormous sadness. PhD in Biochemistry from
the Complutense University of Madrid. In 1986 Blanca

implemented the Animal Cell Culture Facility at the CIB.

In 2009 she began a fruitful collaboration with
her current laboratory and in 2011 she joined
as staff scientist at Cell-Biomaterial Recognition
group. Her passion for science, her personal
generosity, her contagious enthusiasm
and her absolutely love
what she did
were constants in
her life.

socio-health cost, the group develops

its research in the improvement of CoCr
lubrication through surface coatings

to reduce wear and increase the life of
the implant. The biocompatibility and
the inflammatory response of the new
materials in the cellular context of the
implant are analyzed. We have made
singulars contributions among which
we highlight: the effect of wear particles
in 2D and 3D cell culture models,

the consequences of electric fields in

the cellular response to metal particles
and the use of multidimensional
microscopy in vivo in the study of the
cell-biomaterial interface in the case of
biodegradable metallic materials.
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Dinamica Cromosomica en Meiosis

El complejo de cohesinas y el control de la dindmica de dicho complejo en la cromatina son esenciales para la correcta
segregacion cromosémica. Errores en estos mecanismos conducen a la muerte celular, patologias como el sindrome de
Down, la formacién de tumores, la infertilidad y otras cohesinopatias.

En colaboracién con el grupo de AM Pendés (Centro de Investiga-
cién del Cancer, Salamanca) se ha realizado el estudio de diferen-
tes proteinas denominadas “cohesin-regulators” que controlan la
dindmica del complejo de cohesinas, y otras proteinas esenciales
para el correcto desarrollo del ciclo meiético en mamiferos.

En colaboracién con el laboratorio del Dr. Frank Grutzner de la
Universidad de Adelaide (Australia) y del laboratorio del Dr. Jesus
Page de la Universidad Auténoma de Madrid se ha estudiado la

funcién de cohesinas y otras proteinas del complejo sinapto-
némico, entre las que destacan las diferentes versiones de la
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Figure 1

Model of the role of NEK1 during meiotic prophase I.

proteina SYCP3 en la evolucién de los cromosomas sexuales
utilizando como modelo Platypus anatinus.

L. Sanchez esta trabajando sobre la evolucién de los mecanismos
de determinacién sexual.
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- Casey AE, Daish TJ, Barbero JL, Griitzner F [2017] Differential cohesin
loading marks paired and unpaired regions of platypus sex chromosomes at
prophase I. Sci Rep 7(1):4217.

- Lépez-Cotarelo P, Gémez-Moreira C, Criado-Garcia O, Sdnchez L,
Rodriguez-Fernandez JL [2017] Beyond chemoattraction: Multifunctionality
of chemoline receptors in leukocytes. Trends Inmunol 38:927-941.

- Sanchez L, Chaouiya C [2018] Logical modelling uncovers developmental

constraints for primary sex determination of chicken gonads. ] R Soc
Interface 15, pii: 20180165.

- Sanchez L, Perondini ALP, Selivon D [2018] Understanding the dynamics

underpinning the geographical distribution of the Anastrepha fraterculus
complex in eastern Brazil. Trends Entomol 14:17-31.

Chromosomal Dynamics in Meiosis

Are there link between human syndromes with physical and mental problems, a tumor growing out of control and the
incapability to contribute to next generation? This question can be answered if we look at the biological functions of a
protein complex, named cohesin, and the molecules that regulate the dynamic of this complex.

In collaboration with the group of In collaboration with the laboratory of versions of the SYCP3 protein in the
AM Pendads (Cancer Research Center, Dr. Frank Grutzner of the University evolution of the sex chromosomes using
Salamanca), different proteins called of Adelaide (Australia) and the the model Platypus anatinus.
“cohesin-regulators” have been studied laboratory of Dr. Jesus Page of the

that control the dynamics of the cohesin Autonomous University of Madrid, the L. Sanchez is working on the evolution of
complex, and other proteins essential for role of cohesins and other proteins of sex-determining mechanisms.

the correct development of the meiotic the synaptonemal complex have been

cycle in mammals. studied, among which the different

Figure 2
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Replicacion del ADN
e Integridad del
Genoma

La replicacion es un proceso fascinante que permite a las
células generar copias virtualmente idénticas de su mate-
rial genético. Problemas durante la replicacion pueden dar
lugar a inestabilidad genémica ligada a enfermedades como
el cancer. Nuestro objetivo es comprender los mecanismos
que protegen los cromosomas durante la replicacion, para
lo que utilizamos una aproximacion multidisciplinar que
combina genética, genémica y biologia molecular.

La replicacién puede ser peligrosa al tener lugar en estructuras
especializadas, las horquillas de replicacién, intrinsecamente
fragiles y propensas a sufrir procesos de recombinacién ané-
mala. La progresién de las horquillas puede quedar atascada
debido a inhibicién de la sintesis de ADN o interferencia con
procesos metabdlicos del cromosoma. En estas situaciones las
horquillas de replicacién tienden a desplomarse y sufrir roturas
en el ADN. Una reparacién anémala de horquillas desplomadas,
en particular en contextos de respuesta al dafio inadecuada, da
lugar a mutaciones y reordenamientos cromosémicos, caracte-
risticas del proceso de transformacién maligna.

El equipo persigue dos lineas de investigacién principales. La
primera se centra en los mecanismos moleculares que protegen
la integridad de horquillas atascadas y preservan su capacidad
para sintetizar ADN. Estudiamos el papel de ciertas activida-

des nucleasa en la reseccién de intermediarios de replicacién
durante el atasco de las horquillas. Estas actividades median
transiciones que previenen la formacién de roturas en el ADN
y reordenamientos de cromosomas. También nos centramos en
el estudio del papel de factores organizadores de cromosomas,
como el complejo cohesina, en el mantenimiento de la arqui-
tectura del ADN en la horquilla y su asociacién a la maquinaria
replicativa para la proteccién de su integridad.

Una segunda linea se centra en la comprensién de cémo las cé-
lulas evitan el desplome de horquillas en interferencia con la
magquinaria de transcripcién génica. Este desplome se estd re-
velando como una causa principal de dafio en el ADN en células
precancerosas. Estudiamos el papel de factores implicados en
el procesamiento de ARNm en el control de la organizacién de
cromatina transcrita. Analizamos cémo estos factores alivian es-
trés torsional en regiones de interferencia entre los dos procesos
para prevenir la formacién de estructuras anémalas que ponen
en riesgo la progresién y estabilidad de horquillas.
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DNA Replication & Genome Integrity

DNA replication is a fascinating process allowing organisms to grow and propagate by generating virtually identical
copies of their genetic material. However, problems during replication can generate genomic instability linked to human
disease. Our main interest is to understand the mechanisms that protect chromosome integrity during replication.

For this we employ a multidisciplinary approach combining genetics, genomics and molecular biology.

DNA replication has a dark side for the cell
as it is carried out in specialized structures
(replication forks) that are intrinsically
fragile and prone to engage in unscheduled
recombination events. Replication fork
progression can stall when DNA synthesis
is inhibited or when forks interfere with
other chromosome metabolic processes

(e.g. gene transcription or DNA repair). In
these situations stalled forks tend to collapse
and generate DNA breaks. Aberrant repair
of such collapsed forks, particularly in the
context of a defective cellular response to
DNA damage, gives rise to mutations and
chromosomal rearrangements, hallmarks of
malignant transformation.

There are two main research projects in
the laboratory. The first one focuses on

elucidating the molecular mechanisms that
protect the integrity of stalled replication
forks to preserve their ability to carry out
DNA synthesis. We are interested in the
contribution of several nuclease activities
to the resection of replication intermediates
upon fork stalling. These activities influence
fork stability and mediate transitions

at replication forks that determine the
formation of DNA breaks and chromosomal
rearrangements. We are also studying how
chromosome-organizing factors, such as the
cohesin complex, contribute to maintain the
architecture of fork DNA and replication
machineries to protect replication integrity.

A second project focuses on understanding
how cells avoid fork collapse upon
interference with gene transcription.

Fork collapse upon clashing with
transcription has emerged as a major
potential cause of DNA damage in
precancerous cells. We are studying the role
of factors involved in mRNA processing

in handling the topology of transcribed
chromatin. We are characterizing their
ability to relieve torsional stress generated
upon convergence of replication and
transcription machineries and thus prevent
the formation of aberrant structures that
challenge fork progression and stability.

Financiacién | Funding

- BFU2014-52529-R (MINECO) (2015-2017)

- BFU2017-87013-R (MINECO) (2018-2020)

- Beca Leonardo a Investigadores y Creadores
Culturales 2018 (Fundacién BBVA) (2018-2019)

A B
= ]
WT ARSI0G ARS06 -
_3 verrerfrorreerer] vifrrererrrefrees =
" -
g dhfr=— st = v S e r—————— L E
AR Preeiitis et Fresierii freee e
- 1 T L
i I ] - e ——— .'-I'"-l-:hl" e -
; % by & e T T s
1] s - P T—— [P frere ;
w "]
B X .u“ .
) g S PR . P TP ¥ | = wom
: o
= gt o bl S | AT S B P
N [y P > &
- ..|.. T .|. ....... .|.. - ..|. ..... .:'_h — ad i
[ -3 &7 i 5 1 LI | T T T LI
T T e ] W00 10000 1500
Dhsliarssn bom B ook, wamwmat B
C
., o ;
-, L
k] = * =
L] hy 1
o Y A o
\ L . ' :
- " \ <, 2H :
., L 5
h b
1 H"\-\.‘ -
e : ‘H\x oy e
WT rads3 - :
Figure 1

Monitoring replication fork progression and stability. (A) Comparative Genome Sequencing (GCS) profiles showing the progression of replication forks stalled
with hydroxyurea (HU) along the left arm of budding yeast chromosome III. (B) Aggregated profiles showing averaged genome-wide stalled fork progression
centered on early/efficient replication origins. (C) Visualization of replication intermediates at stalled and collapsed replication forks in wild type cells and (rad53)

checkpoint mutants, respectively.
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El Sistema Polycomb
de Regulacion
Epigenética

Entre los principales sistemas de regulacion epigenética,
los genes del grupo Polycomb (PcG) son conocidos por
sus funciones durante el desarrollo embrionario. Los
productos PcG forman complejos modificadores de cro-
matina con impacto en la expresion de genes, funciones
también esenciales en la renovaciéon de tejidos adultos.
Nuestro estudio se centra en la actividad de los comple-
jos Polycomb PRC1 en el compartimento hematopoyético
normal y malignizado.

Los productos del grupo de genes Polycomb forman complejos
multiproteicos que actian como modificadores de cromatina.
Aunque caracteristicamente relacionados con la represién
transcripcional de genes relevantes en desarrollo, los comple-
jos Polycomb (PRC) también son reguladores importantes de la
homeostasis de tejidos adultos. Nuestro trabajo se centra en los
complejos tipo PRC1, aquellos con capacidad para modificar la
histona H2A (monoubiquitinacién) y de participar en funciones
de compactacién de cromatina.

El médulo con actividad ubiquitina ligasa presente en todos los
complejos PRC1 es un heterodimero de dos proteinas finger RING,
una de las cuales es RING1A o su paralogo RING1B. Estas proteinas

fueron identificadas en el laboratorio, asi como RYBP que, junto
con su paralogo YAF2, estd presente en todos los complejos PRC1
de tipo no candnico. Utilizando modelos genéticos (ratones y cé-
lulas derivadas de ellos) estudiamos qué papeles desempenian los
distintos complejos PRC1 en procesos de autorenovacion y dife-
renciacién de progenitores en condiciones fisiolégicas, asi como
cuando estan perturbados en situaciones tumorales.

En general, los componentes PRC1 participan en funciones com-
patibles con la promocién de proliferacién y viabilidad de células
inmaduras. Hemos visto que, ademas de la represién directa
de reguladores negativos de ciclo celular, también participan
en la respuesta de dafio a DNA. En la médula dsea, donde se
generan las células sanguineas, hemos observado expansién y
contraccién de poblaciones de células inmaduras, segiin el com-
ponente PRC1 inactivado. Seguramente, la diversidad fenotipica
refleja la heterogeneidad de tipos celulares afectados, asi como
la complejidad de vias reguladoras implicadas. Recientemente,
hemos empezado a investigar funciones de productos PRC1 en
el inicio y mantenimiento de tipos celulares hematopoyéticos
inmortalizados, usando modelos ex-vivo de procesos tumorales
y no tumorales. Esperamos que el uso, en ensayos de comple-
mentacién, de variantes de proteinas RING1 y RYBP permita
empezar a entender mecanisticamente su participacién en las
distintas funciones. Asi mismo, utilizando inicialmente tipos
celulares expandidos in vitro, estudiamos cémo los distintos
complejos PRC1 se ensamblan a partir del conjunto compartido
de subunidades.
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Epigenetic Control by the Polycomb Group

of Genes

Among the major systems of epigenetic regulation, the Polycomb group (PcG) of genes is well known for their activities

in embryonic development. Chromatin modification by protein complexes formed by the assembly of PcG products is also
an essential function in the regulation homeostasis of adult tissues. We are focused on the activities of the PRC1 subset
of Polycomb complexes in normal and malignant hematopoiesis.

The products of the Polycomb group of genes
assemble into a variety of multiprotein
complexes that act as chromatin modifiers.
Typically related to transcriptional

control of gene expression, usually - but
not exclusively - through its repression,
Polycomb complexes (PRC) are influential in
the regulation of adult tissue homeostasis.
Our work focuses on the PRC1 family of
Polycomb complexes, known to be involved
in histone H2A monoubiquitylation and
chromatin compaction.

The ubiquitin ligase module present in
all PRC1 complexes is a heterodimer,
one of whose partners is any of the
RING1A-RINGIB paralogs. These RING
finger proteins were originally identified
in the lab, as RYBP, which together with

Figure 1

Ex-vivo model to study PRC1 functions in
pre-neoplasic and tumoral hematopoietic
immortalization. A, progenitors transduced to
force expression of proteins that arrest their
differentiation, thus resulting in immortal myeloid
derivatives. B, schematic representation of the
alleles generated in the lab. C, antiproliferative
response to RING1B inactivation in representative
colonies grown in semisolid media. D,
Differentiation appreciated by the presence of cell
types with enlarged cytoplasm in Giemsa-stained
preparations.

its paralog YAF2, define the subset of
functionally distinct non-canonical PRC1
complexes. Our work aims to characterize
the roles of PRC1 complexes in self-renewal
and differentiation in normal and aberrant
conditions. We use genetically modified
mouse lines and cells derived from them in
select experimental models.

Usually, PRC1 components promote
proliferation/survival. An extreme
manifestation of their activity is seen in the
abrupt proliferative arrest of cells under
the compound inactivation of Ring1A and
Ring1B. We have seen that this is not due
only to direct upregulation of cell cycle
inhibitors, but also the consequence of

the activation of DNA damage sygnaling
pathways. Pools of progenitors of blood
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cells, in the bone marrow, undergo

distinct expansions or contractions with
the inactivation of one or another PRC1
component. This probably reflects the
heterogeneity of cell types affected and the
intricacies of pathways involved. Recently,
we have set out to investigate functions of
these PRC1 products in the initiation and
the maintenance of immortalized states in
cellular models of tumoral and non-tumoral
leukemic processes. It is expected that
complementation assays using variants of
the RING1 and RYBP proteins assist in the
mechanisntical dissection of their various
functions. Likewise, using these and other
cells types we are interested in the study of
the assembly of PRC1 subunits out of the
intracellular pool of coexisting individual
subunits.
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Funciones de los Receptores Quimiotacticos
de la Sinapsis Inmunolégica de las

Células Dendriticas

En nuestro grupo estudiamos los mecanismos moleculares mediante los cuales el receptor de quimioquinas CCR7 y la si-
napsis inmunolégica modulan las funciones de las células dendriticas (CDs). También analizamos el papel de la sinapsis

inmunolégica en la artritis reumatoide.

Las células dendriticas maduras (CDm) son responsables de la
activacién de las células T en los ganglios linfaticos (GL), un paso
clave en larespuesta inmune adaptativa. Las CDm se dirigen a los
GL guiadas por el receptor de quimioquinas CCR7, que reconoce
los ligandos CCL19 y CCL21. Estas quimioquinas se expresan en
los vasos linfaticos (CCL21), los conductos a través de los cuales las
CDm migran a los GL y también en los mismos ganglios (CCL19,
CCL21). Para activar a las células T, se requiere que se forme una
compleja estructura molecular denominada sinapsis inmunolégi-
ca (SI) en la zona de contacto entre la CDmy la célulaT. La Sl inclu-
ye estructuras moleculares tanto en el lado de la célula T como en
el lado de la CDm. Sin embargo, la mayoria de los estudios sobre

la SI se han centrado en el lado de las células T y son escasos los
estudios que analizan el lado de las CDm. CCR7 y la IS controlan
las funciones de las CDm, aunque la informacién disponible so-
bre los mecanismos involucrados en estos procesos es escasa. La
informacién que pueda obtenerse sobre estos mecanismos puede
ser Util para el desarrollo de estrategias para modular la respuesta
de las CDm durante multiples procesos en los que participan
estas células durante la respuesta inmune. En nuestro grupo es-
tudiamos los mecanismos moleculares utilizados por CCR7 y la
SI para controlar las funciones de las CDm, tanto en condiciones
normales como en enfermedades autoinmunes, usando en este
caso como modelo de enfermedad la artritis reumatoide.

Figure 1
Signaling molecules
regulating the
functions of the
chemokine receptor
CCR?7 in dendritic
cells.
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Functions of Chemotactic Receptors and the
Immunological Synapse of Dendritic Cells

We study the molecular mechanism whereby the chemokine receptor CCR7 and the immunological synapse control the
functions of dendritic cells (DCs). We also analyze the role of the immunological synapse in rheumatoid arthritis.

Mature dendritic cells (mDCs) are
responsible for the activation of T cells in
the lymph nodes (LNs), a key step during
the adaptive immune response. MDCs
migrate to the lymph nodes (LNs) guided
by the chemokine receptor CCR7, which
recognizes the chemokines CCL19 and
CCL21. These chemokines are expressed
in the lymphatic vessels (CCL21), the
conduits through which the mDCs migrate
to the LNs and also in the same LNs
(CCL19, CCL21). To activate the T cells,

a complex molecular structure called
immunological synapses (IS) should be
formed at the zone of contact between

a mDC and a T cell. The IS includes
molecular structures both at the T cell
and the mDC side. However, most studies
on the IS have focused on the T cell side
and less is known on the DC side of this
structure. CCR7 and the IS can control
the functions of the mDCs, although the
information available on the mechanisms
involved in these processes is sparse.
Getting insight on these mechanisms

can be useful to develop strategies to
modulate the response of the mDCs in the
immune system. In our group we study
the molecular mechanisms used by CCR7

and the IS to control the functions of the
mDCs in health and during autoimmune
processes, using rheumatoid arthritis as a
model of disease.

Figure 2

A dendritic cell forming
immunological synapses
with several T cells.
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Parasitologia
Molecular

El grupo se dedica al estudio de la expresion génica dife-
rencial aplicado a la seleccion de moléculas candidatas
como vacunas o dianas terapéuticas frente a la leish-
maniasis, incluyendo el contenido de los exosomas. Se
ha desarrollado una vacuna protectora frente a la en-
fermedad.

La linea principal del Laboratorio de Parasitologia Molecular
es el estudio de la expresién génica diferencial aplicado a la
seleccién de moléculas candidatas como vacunas o dianas
terapéuticas frente a la leishmaniasis. Se ha estudiado la
expresién génica diferencial de los estadios principales (pro-
mastigote y amastigote) de diferentes especies de Leishmania
tanto en cultivo axénico como en el microambiente natural (el
tubo digestivo del flebotomo y el interior de los fagocitos del
hospedador mamifero, respectivamente). Asi, se han estudiado
los niveles de proteinas en aislados resistentes y sensibles al
6xido nitrico. Los promastigotes son més infectivos en el tubo

digestivo del vector que en cultivo axénico, y sobreexpresan la
mayor parte de los genes que codifican la familia de las me-
taloproteasas de superficie gp63 y de los genes de autofagia,
asi como la proteina del vastago paraflagelar 1D y un cluster
de genes de proteinas asociadas a microtibulos. Ademas, se
estd caracterizando el contenido de los exosomas secretados
por los promastigotes y los amastigotes (Figs. 1 y 2). Entre
las proteinas detectadas se encuentran la histidina fosfatasa
4cida secretada, la metalo-peptidasa, Clan MA(M), Familia M8
(gp63) y la B-tubulina. Se estd determinando el contenido de los
exosomas producidos por las fases més infectivas para proce-
der a la identificacién de transcritos y proteinas presentes en
estas fases del pardsito. Por ultimo, se ha completado la fase
experimental de la evaluacién de la proteccién de la vacuna
de tercera generacién basada en el gen LACK, que ha mostra-
do efectividad frente a la leishmaniasis canina en términos
de reduccién de la carga parasitaria (= 60%). Actualmente, se
estd desarrollando la prueba de campo. Esta vacuna se ha
desarrollado con un nuevo vehiculo plasmidico denominado
PPAL (patente licenciada en la UE y en USA), que no es depen-
diente de la seleccién por resistencia a antibiéticos, lo que es
imprescindible para su uso.
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Figure 1

Exosome obtention and purification from Leishmania

infantum promastigotes in axenic culture.
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The group is devoted to the study of differential gene expression applied to the selection of vaccine and therapeutic
target candidate molecules against leishmaniais, including exosome cargo. A protective vaccine has been developed.

The main research line of the Laboratory of
Molecular Parasitology is gene expression
profiling applied to the selection of
vaccine and therapeutic target candidate
molecules. Differential gene expression

of the main Leishmania spp. life cycles
stages (promastigote and amastigote) has
been studied in axenic culture and in the
natural microenvironment (i.e., sand fly
gut and mammalian host’s phagocytes,
respectively). For example, protein levels
have been studied in nitric oxide sensitive
and resistant isolates. Promastigotes are

Extractos
proteicos

) )

more infective when developed in the

sand fly gut than in culture, and up-
regulate most genes encoding for the gp63
metalloprotease family and autophagy
genes, as well as the paraflagellar rod
protein 1D and a microtubule-associated
protein gene cluster. Additionally, the cargo
of exosomes secreted by promastigotes and
amastigotes is being characterized (Figs 1
and 2). Among them, we have found the
secreted acid histidine phosphatase, the
metallo-peptidase, Clan MA (M), Family M8
(9p63) and the B-tubulin. The content of

LC-MS/MS

exosomes produced by the infective stages
is being studied for transcript and protein
identification. Finally, the experimental
stages of vaccination trials based on the
LACK gene have shown protection against
canine leishmaniasis in terms of parasite
burden decrease (= 60%). A field trial is
currently being carried out. The vaccine
has been developed using a new antibiotic
resistance-free plasmid vehicle called pPAL
(licensed patents in the EU and the USA),
which is essential for its usage.
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L. donovani secreta gran cantidad de SAcP en
promastigotes y amastigotes, a diferencia de otras
especies como L. major. No habia sido detectada
previamente en exosomas, a pesar de que se ha hallado
en el citoplasma de macréfagos infectados. Su funcién
exacta es desconocida (revisado por Soulat y Bogdan,
2017).

Secretada en exosomas de L. major y L. donovani
(Silverman et al., 2010; Kulkarni et al., 2006; Joshi et al.,
2002). Aumenta la resistencia de los promastigotes a la

lisis mediada por el sistema del complemento (inactiva
C3b).

Histidine acid secretory
phosphatase (SAcP)

Metallo-peptidase, Clan Figure 2

f Protein determination
MA(M)' Famlly M8 (gp63) from exosomes cargo
obtained from Leishmania
infantum promastigotes in
axenic culture.
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Biologia Molecular
de la Gametogénesis

Hemos continuado el andlisis de la regulacion de la ex-
presion génica durante el desarrollo y diferenciacion de
las células germinales de ambos sexos en mamiferos,
mediada por RNAs pequerios no-codificantes (sncRNAs)
(microRNAs, piRNAs...). Los efectos genéticos y epige-
néticos de contaminantes ambientales sobre tal regu-
lacion se ha evaluado en células germinales embriona-
rias (PGCs), su consecuencia en adulto y su transmision
transgeneracional.

La diferenciacién de las células germinales en mamiferos se ini-
cia en las primeras etapas embrionarias del desarrollo. En ratén,
usado como modelo experimental, el periodo de desarrollo entre
11y 13 dias postcoitum (pc.) es clave para las diferencias entre
ambos sexos. Desequilibrios en la regulacién génica que controla
este proceso tienen consecuencias en la funcionalidad gamética
de los adultos, pudiendo generar patologias gonadales y en el
desarrollo embrionario post-fecundacién. Entre los multiples
elementos reguladores de tal expresiéon génica parece claro el
papel que tienen los RNAs pequeiios no-codificantes (sncRNAs):
(miRNA, piRNAs , endo-siRNAs, snoRNAs...).

o

Nuestro interés esta centrado en caracterizar la biogénesis e
interacciones de tales sncRNAs con elementos del transcriptoma
en la linea germinal, su papel en el complejo proceso gametogé-
nico en ambos sexos. Para ello, analizamos mediante metodo-
logias celulares y moleculares la regulacién funcional de diver-
sos sncRNAs tanto en células germinales primordiales (PGCs)
como en procesos post-meiéticos hastala formacién de gametos
viables y embriones preimplantacionales. El analisis mediante
secuenciacién masiva de sncRNAs en periodos definidos de la
gametogénesis estd siendo clave en tal estudio comparativo.
Ademas, hemos iniciado modelos in vitro de gametogénesis que
permitan interactuar en el andlisis experimental y facilitar el
conocimiento de los mecanismos en los que median los sn-
cRNAs y sus potenciales patologias conducentes a infertilidad.

Por ello, directamente relacionado con la evaluacién de los efec-
tos de compuestos contaminantes ambientales (individualmen-
te y en mezclas), del tipo de disruptores endocrinos, que se han
asociado epidemioldgicamente al descenso y alteraciones de la
fertilidad en humanos y animales. Igualmente, estamos eva-
luando en este contexto el efecto epigenético que pueden tener,
especialmente miRNAs y piRNAs, en la transmisién transgene-
racional conducente a dichas patologias.
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Figure 1

Circular representation of sncRNAs sequence coverages in the mitochondrial
genome of male PGCs (PGC), spermatogonia (SPG), spermatozoa (SPZ),
oocytes (OCY) and zygotes (ZYGO), obtained after bioinformatics analysis
from NGS data. Annotation of the mitochondrial genes (dark blue), the rRNA
(light blue) and tRNA (red). The radial bars represent the log transformation
of the sncRNA read coverage (see BMC Genomics [2018] 19:634).
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Molecular Biology of Gametogenesis

We have made progress in the analysis of the regulation of gene expression during the development and differentiation of
germ cells of both sexes in mammals, mediated by small non-coding RNAs (sncRNAs) (microRNAs, piRNAs...). The genetic
and epigenetic effects of environmental contaminants on such regulation have been evaluated on embryonic germ cells
(PGCs), their consequences in adults and their transgenerational transmission.

The differentiation of germ cells in
mammals starts in the early embryonic
stages of development. In mouse, used as
an experimental model, the developmental
period between 11 to 13 days postcoitum
(pc.) is crucial for the differences between
both sexes. Imbalances in the gene
regulation that controls this process can
have consequences in the functionality

of the gametes in adults, being able to
generate gonadal and post-fertilization
pathologies in the embryonic development.
Among the multiple regulatory elements
of such gene expression, the role of small
non-coding RNAs (sncRNAs): (miRNA,
piRNAs, endo-siRNAs, snoRNAs...)
appears clear.

Our interest is focused on characterizing
the biogenesis and interactions of

such sncRNAs with elements of the
transcriptome in the germ line, as well
as its role in the complex gametogenic
process in both sexes. To do this, we
analysed the functional regulation

of various sncRNAs through cellular
and molecular methodologies, both

in primordial germ cells PGCs and

in post-meiotic processes until the
formation of viable gametes and
preimplantation embryos. The analysis
by next generation sequencing (NGS)

of sncRNAs in defined periods of
gametogenesis is being key in such

a comparative study. Besides, we

have initiated in vitro models of
gametogenesis that allow us to interact
in the experimental analysis facilitating Figure 2
the knowledge of the mechanisms in
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which sncRNAs mediate as well as their
participation in potential pathologies
leading to infertility.

All of this is directly related to the
evaluation of the effects of environmental
contaminating compounds (individually
and in mixtures), of the type of calls
endocrine disruptors, which have been
epidemiologically associated with the
decrease and alterations of fertility

in humans and animals. Likewise,

we are evaluating in this context

the epigenetic effect that may have,
especially miRNAs and piRNAs, in the
transgenerational transmission leading
to such pathologies.
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Biologia Molecular
de los Cromosomas

Nos interesan la interrelacion y coordinacion de los pro-
cesos bioldgicos en los que estd involucrado el ADN du-
rante la proliferacion y la meiosis: replicacion, transcrip-
cion, reparacion y recombinacién, cémo estdn regulados
y como modifican o son afectados por factores genéticos,
epigenéticos y ambientales como la topologia del ADN,
la organizacion de la cromatina y el estrés nutricional.

En eucariotas los genes ribosémicos (rfDNA) estan repetidos en tan-
dem. Cada repeticién tiene una unidad transcrita y un espaciador
no transcrito. En Saccharomyces cerevisiae las horquillas de replica-
cién que progresan contra la transcripcién se detienen en sitios
especificos llamados barreras polares de la replicacién (rRFBs) en
la regién no transcrita cerca del extremo 3’ de la unidad transcrita.
Elbloqueo requiere la unién al ADN de la proteina Fob1. Utilizamos
la electroforesis bidimensional en geles de agarosa para identificar
y cuantificar las horquillas detenidas en las rRFBs en minicromo-
somas circulares. Los resultados obtenidos indican que secuencias
vecinas y la abundancia de la proteina Fob1 modulan la eficacia de
las rRFBs para bloquear el progreso de las horquillas de replicacién.

Los virus SV40 y EBV se utilizan como modelos para estudiar la
replicacién del ADN. Ambos son genomas circulares que se com-
portan como un Unico replicén. La replicacién se inicia en un sitio
especifico después de la unién al DNA de una proteina concreta:
el antigeno T en SV40 y la proteina EBNA-1 en EBV. La topologia
del ADN resultante de la unién ADN-proteina difiere significativa-
mente en ambos casos. Utilizamos la electroforesis bidimensional
en geles de agarosa para estudiar la topologia de estos minicromo-
somas en células HEK 293 (Human Embryonic Kidney).

Las roturas de doble cadena (DSBs) en meiosis son catalizadas
por la endonucleasa Spo11, una topoisomerasa de tipo II muy
conservada. Las kinasas ATM y ATR, criticas en la estabilidad
del genoma, son activadas por las DSBs meidticas generadas
en regiones del genoma conocidas como “hotspots”. ATM/ATR
fosforilan factores del complejo de Spol1 (e.g. Rec114) para asi
retro-inhibir su actividad. Proteinas estructurales del complejo
sinaptonémico, como Hop1, también son diana de ATM/ATR y
su fosforilacién es imprescindible para la seleccién del molde
adecuado de reparacién por recombinacién y la activacién de los
“checkpoints” necesarios para la correcta reparacién de las DSBs.
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Figure 1

Immunograms of intact forms of pAC_EBVoriP (6,108 bp) isolated from E. coli and HEK 293E cells analyzed in 2D gels where the first dimension occurred
without or in the presence of chloroquine. The mobility of topoisomers with ALk = 0 during the first and second dimensions are indicated by horizontal and
perpendicular broken red lines in the mid immunogram. The blue arrow points the transition to a non-B conformation.
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Molecular Biology of the Chromosomes

We are interested in the relationships and coordination between biological processes where DNA is involved during

proliferation and meiosis: replication, transcription, repair and recombination, how are they regulated and how they

alter or are affected by genetic, epigenetic and environmental factors such as DNA topology, chromatin organization and

nutritional stress.

In eukaryotes, ribosomal genes (rDNA) are
organized in tandem repeats. Each repeat
encompasses a transcription unit and a
non-transcribed spacer. In Saccharomyces
cerevisiae replication forks moving in

the direction opposite to transcription

are blocked at specific sites called
replication fork barriers (rRFBs) in the
non-transcribed spacer close to the 3’ end
of the transcription unit. Replication fork
blockage requires binding to DNA of Foblp.
We used two-dimensional (2D) agarose

gel electrophoresis to investigate and
quantify the efficiency of rRFBs in circular
minichromosomes. The results obtained
indicated that neighbor sequences and the
relative abundance of Foblp modulate the
efficiency of rRFBs to stall replication forks.

Simian Virus 40 (SV40) and Epstein-Barr
Virus (EBV) are frequently used as model
systems to study DNA replication upon
the infection of eukaryotic cells. Their
genomes are circular duplexes organized
in a single replicon where replication
initiates at a precise site upon binding

of a specific protein: the large tumor (T)
antigen for SV40 and the Epstein-Barr
Nuclear Antigen 1 (EBNA-1) for EBV. The
topology of DNA differs significantly upon
protein binding to DNA in both cases.
We used two-dimensional agarose gel
electrophoresis to analyze the topology
of these minichromosomes in human
embryonic kidney (HEK) 293 cells.

Meiotic recombination begins with the
introduction of Double Strand Breaks (DSBs)
in the DNA. Spol1 is a type II topoisomerase
which catalyses meiotic DSBs at regions
known as hotspots. Presence of DSBs
activates the conserved kinases, ATM/

ATR, required for genome stability. They
phosphorylate multiple substrates, including
component of the Spol1 complex, Rec114.
Phospho-Rec114 downregulates Spol1
preventing further DSB formation. ATM/

ATR also phosphorylate Hop1, a structural
component of the Synaptonemal Complex.
Phosphorylation of Hop1 is required to ensure
IH-recombination and checkpoint activity key
processes for accurate DSB repair in meiosis.
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Figure 2

Control of recombination
intermediates resolution by
dephosphorylation. (A) Analysis
by 2D-gels of DNA species at the
HIS4LEU2 meiotic recombination
hotspot. Quantification of
multichromatid joint molecules
species (mc-JM) is shown in graph.
(B) Time frames showing Cdc14-
Citrine (red) and Zip1-GFP (green)
cells entering the first meiotic
division.
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Biologia de las
Células Mieloides

Los macréfagos son células presentadoras de antige-
no “profesionales” cuya actividad es fundamental para
la iniciacién y resolucién de respuestas inflamatorias e
inmunitarias. Ademds contribuyen a la eliminacion de
agentes infecciosos y al mantenimiento de la integridad
y homeostasis tisular. Nuestro grupo centra su investi-
gacion en el esclarecimiento de los mecanismos molecu-
lares que subyacen a todas estas funciones efectoras de
los macréfagos.

Las lineas de investigacién actuales del grupo pretenden contri-
buir a la determinacién de la base molecular de la participacién
de los macréfagos en la resolucién de procesos inflamatorios y
el mantenimiento de la homeostasis celular. Para ello, nuestro
grupo 1) analiza la expresién tejido-especifica, la especificidad
de ligandos y la capacidad senalizadora de receptores de pa-
tégenos de relevancia clinica; y 2) disecciona los mecanismos
transcripcionales que gobiernan los procesos de diferenciacién
y activacién/polarizacién de macréfagos, con objeto de disefiar
herramientas diagndsticas que permitan definir el potencial
pro- y anti-inflamatorio de las células mieloides tisulares en
condiciones homeostéticas y patoldgicas.
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Myeloid Cell Biology

Macrophages are professional antigen presenting cells whose activity is essential for the initiation and resolution of
inflammatory and immune responses. They also contribute to the elimination of infectious agents and the maintenance
of tissue integrity and homeostasis. Our group focuses its activities on the determination of the molecular mechanisms

underlying these effector functions of macrophages.

Our current research lines aim at
determining the molecular basis that
underlie the ability of macrophages to
contribute to the resolution of inflammatory
processes and to the maintenance of tissue
homeostasis in the steady state. To address
these issues, our group 1) analyzes the
regulated expression, ligand specificity and

signaling capability of pathogen receptors,
that capture clinically relevant pathogens;
and 2) dissects the transcriptional
mechanisms that govern macrophage
differentiation and activation/polarization
processes, with the aim of designing
diagnostic genomic tools that will allow
the definition of the inflammatory state of

tissue myeloid cells under homeostatic and
pathological conditions.
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Figure 1
MATFB controls the anti-inflammatory transcriptional signature of M-M@. (A) Experimental design. (B) Microarray results on siMAFB M-M@. (C) Validation of
microarray results. (D) CLEC5A expression in M-M@. (E) GSEA analysis of siMAFB-M-M®@ versus siControl-M-M@, using pro-inflammatory and anti-inflammatory gene
sets. (F) Anti-inflammatory genes with significantly lower expression in siMAFB M-M@. (G, H) CCL2 and IL-10 production from M-M@.



centro de

[32] investigaciones

bioldgicas

Patricia Boya Otros miembros | Other members
Investigadora Cientifica
patricia.boya@csic.es Elena Sierra Filardi

Beatriz Villarejo Zori

Petra Teresak

Natalia Rodriguez Muela
Katharina Bell
Raquel Gémez Sintes

PhD, 2000 ¢ Universidad de Navarra

Marie Curie Fellow, 2001-2004 ¢ CNRS, Paris (Francia) .
Postdoctoral, 2005 ¢ University of Cambridge (UK)

Contrato, 2005-2009 * Ramén y Cajal

Cientifica titular, 2009

Investigadora Cientifica, 2016 ¢ CIB, CSIC

@ https://www.cib.csic.es/research/cellular-and-molecular-biology/roles-autophagy-health-and-disease

Funciones de la Autofagia en la
Fisiopatologia de los Organismos

En nuestro laboratorio utilizamos modelos celulares y animales para comprender el papel de la autofagia en la fisiologia y
la patologia de los organismos. Este es un proceso de degradacion intracelular que permite la eliminacion y el reciclaje de
componentes celulares. Es una importante respuesta frente al ayuno nutricional, participa en la degradacion de organulos
celulares y permite la supervivencia en situaciones de estrés.

Elinterés de nuestro laboratorio se centra en entender por qué
el proceso de la autofagia es esencial para mantener la homeos-
tasis de las células y qué patologias subyacen a alteraciones de
este mecanismo de degradacién intracelular.

La importancia del proceso de autofagia queda patente por la
letalidad embrionaria de animales deficientes en algunos de
los genes Atg. En nuestro grupo estudiamos la relacién de la
autofagia con procesos esenciales para las células como la pro-
liferacién, diferenciacién y la muerte celular. Hemos demostrado
que este proceso es importante para la diferenciacién neuronal
ya que animales deficientes de autofagia no generan neuronas
maduras y poseen defectos en neuritogenesis. Ademas nuestros
datos recientes demuestran que la mitofagia, o degradacién se-
lectiva de las mitocondrias, es esencial para la neurogenesis y
regula un cambio metabdlico asociado a la diferenciacién neu-
ronal (Figura 1).

Por otro lado hemos demostrado que la induccién temprana
de la autofagia durante procesos neurodegenerativos supone
una respuesta citoprotectora. Danio axonal producido in vivo en
animales deficientes de autofagia aumenta los niveles de muerte
celular y por el contrario la induccién farmacolégica de este
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Figure 1

During retinal development, neuroblasts
have many mitochondria and use oxidative
phosphorylation while recently differentiated
neurons rely on glycolysis and have fewer
mitochondria. This metabolic shift is
regulated by a hypoxia-like response, which
results in an increase in NIX-dependent
mitophagy, that decreases mitochondrial
number, increases glycolysis and promotes
RGC differentiation.

proceso retrasa el proceso de neurodegeneracién. Estamos asi
mismo interesados en la relacién de la autofagia con procesos
de envejecimiento del sistema nervioso y hemos demostrado
una disminucién de la actividad de autofagia que podria en
parte estar compensado por otros mecanismos de degradacién
lisosomal como la autofagia mediada por chaperonas.

Nuestra investigacién tiene un importante componente trasla-
cional. Tenemos una estrecha colaboracién con empresas bus-
cando nuevas moléculas que sean capaces de modular la auto-
fagia. Hemos puesto a punto varios métodos de cribado para la
determinacién de nuevos compuestos que induzcan o bloquen
este proceso y que puedan luego ser aplicados a la terapia de
enfermedades humanas.
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Roles of Autophagy in Health and Disease

We use cellular and animal models to understand the role of autophagy under physiological and pathological conditions.
Autophagy is an intracellular degradative process that allows the elimination and recycling of cellular constituents.
This process is induced in many stress situations acting as a cytoprotective response.

We want to understand why autophagy is
essential to maintain cellular homeostasis
and how deregulations in this mechanism
influences disease.

Most of the autophagy deficient animals
die during embryonic/perinatal stages
revealing the importance of this process to
maintain cellular homeostasis. In our group
we study the relationship of autophagy
with essential processes of proliferation,
differentiation and cell death. We have
recently demonstrated that autophagy

is essential for neuronal differentiation
since autophagy-deficient animals
generate reduced numbers of neurons

in vitro and have neuritogenesis defects.
Interestingly, our recent data show that
mitophagy is key for neurogenesis and for
the metabolic reprogramming associated
to neuronal differentiation. Autophagy
and mitophagy-deficient animals display
reduced number of retinal neurons and
metabolic alterations (Figure 1).

We have also shown that autophagy is
an early cytoprotective response during

several neurodegenerative conditions.
Axonal damage in autophagy-deficient
animals increases cell death and, conversely,
pharmacological upregulation of this process
increases neuronal survival. In addtion,

we are interested in the role of autophagy
during the aging process in the nervous
system and have recently found a decrease
in the activity of macroautophagy that
seems to be partially compensated by un

Publicaciones Seleccionadas | Selected Publications

upregulation of other lysosomal pathways
as chaperone mediated autophagy.

Our research has also a translation side.

We collaborate with several companies in
the search of new autophagy regulators. We
have developed several screening methods to
find new autophagy inducers and inhibitors
that could we used as new therapies for the
treatment of human diseases.

Figure 2

Embryonic chick retina labelled with TUNEL
to stain apoptotic nuclei and with 8-III-
tubulin that stain the axons from retinal
ganglion cells.

- Esteban-Martinez L, Sierra-Filardi E,
McGreal RS, Salazar-Roa M, Marifio G, Seco E,
Durand S, Enot D, Graiia O, Malumbres M,
Cvekl A, Cuervo AM, Kroemer G, Boya P [2017]
Programmed mitophagy is essential for the
glycolytic switch during cell differentiation.
EMBO ] 36:1688-1706.

+ Gémez-Sintes R, Villarejo-Zori B, Serrano-
Puebla A, Esteban-Martinez L, Sierra-Filardi E,
Ramirez-Pardo I, Rodriguez-Muela N, Boya P
[2017] Standard assays for the study of
autophagy in the ex vivo retina. Cells 6 (4)
pii: E37.

- Esteban Martinez L, Villarejo-Zori B, Boya P
[2017] Cytofluorometric assessment of
mitophagic flux in mammalian cells and
tissues. Methods Enzymol 588:209-217.

- Fernandez AF, Bircena C, Martinez-Garcia GG,
Tamargo-Gémez I, Suarez MF, Pietrocola F,
Castoldi F, Esteban L, Sierra-Filardi E, Boya P,
Lépez-Otin C, Kroemer G, Marifio G [2017]
Autophagy couteracts weight gain, lipotoxicity
and pancreatic f-cell death upon hypercaloric
pro-diabetic regimens. Cell Death Dis. 8:e2970.

- Blanco R, Martinez-Navarrete G, Valiente-
Soriano FJ, Avilés-Trigueros M, Pérez-Rico C,
Serrano-Puebla A, Boya P, Fernandez E,
Vidal-Sanz M, Villa P [2017] The S1P1 receptor-
selective agonist CYM-5442 protects retinal
ganglion cells in endothelin-1 induced retinal
ganglion cell loss. Exp Eye Res 164:37-45.

- Esteban-Martinez L, Boya P [2018] BNIP3L/
NIX-dependent mitophagy regulates cell
differentiation via metabolic reprogramming.
Autophagy 14:915-917.

- Wang F, Gémez-Sintes R, Boya P [2018]
Lysosomal membrane permeabilization and
cell death. Traffic 19:918-931.

- Ortiz-Rodriguez A, Acaz-Fonseca E, Boya P,
Arévalo MA, Garcia-Segura LM [2018] Lipotoxic
Effects of Palmitic Acid on Astrocytes Are
Associated with Autophagy Impairment.

Mol Neurobiol doi: 10.1007/s12035-018-1183-9.

- Wang F, Salvati A, Boya P [2018] Lysosome-
dependent cell death and deregulated
autophagy induced by amine-modified
polystyrene nanoparticles. Open Biol 8(4) doi.
0rg/10.1098/rsob.170271.

- Boya P, Codogno P, Rodriguez-Muela N [2018]
Autophagy in stem cells: repair, remodelling
and metabolic reprogramming. Development
145(4) pii: dev146506. doi: 10.1242/dev.146506.




centro de

[34] investigaciones

bioldgicas

Rafael Giraldo Suarez
Profesor de Investigacién
rgiraldo@cib.csic.es

PhD, 1991 ¢ Universidad Complutense de Madrid /
CIB-CSIC

Postdoctoral, 1992-1994 ¢ Divisién de Estudios
Estructurales, Laboratorio de Biologia Molecular del
MRC, Cambridge, UK. Investigador Contratado MEC,
1995-1999, CIB-CSIC.

Cientifico Titular, 2000

Investigador Cientifico, 2008

Profesor de Investigacién, 2010, CIB, CSIC
Miembro de la Academia Europea, 2010

Susana Moreno Diaz de la Espina
Investigadora Cientifica
smoreno@cib.csic.es

Juan Francisco Giménez Abian
Cientifico Titular
gimenezjf@cib.csic.es

Otros miembros | Other members

Aida Revilla Garcia

leculares-microbianos-sinteticos

@ http://www.cib.csic.es/es/departamentos/biologia-celular-y-molecular/ensamblajes-;

Ensamblajes
Macromoleculares
Microbianos
Sintéticos

La Biologia Sintética nos ha permitido generar en bacte-
rias un modelo bioseguro de proteinopatia amiloide, con
el objetivo de deconstruir sus mecanismos moleculares
y encontrar rutas de toxicidad en comiin con las amiloi-
dosis neurodegenerativas humanas. Ademas, desarrolla-
mos dispositivos sintéticos susceptibles de ser utilizados,
in vitro e in vivo, para la deteccién de proteinas amiloido-
génicas y la identificacion de inhibidores de amiloidosis.

Entre 1998 y 2008, desvelamos el mecanismo por el cuél la
unién a secuencias especificas de DNA, o a una chaperona
Hsp70 (DnaK), selecciona en la proteina RepA una conforma-
cién que inicia la replicacién del DNA de pldsmidos en bacterias
Gram-negativas. También estudiamos las similitudes entre RepA
y el complejo iniciador en levaduras (ORC).

Con posterioridad (2007-2014), encontramos que el mismo do-
minio que es activado en RepA para iniciar la replicacién (WH1)
puede ensamblarse in vitro en forma de fibras amiloides. Cuando
RepA-WHI se expresa en E. coli fusionada a una proteina mar-
cadora fluorescente, causa una proteinopatia amiloide sintética.
Aunque RepA-WH1 no es un agente infeccioso, por lo que se
considera un “prionoide”, durante su propagacién acoplada a
la divisién bacteriana se transmite epigenéticamente en forma
de dos “estirpes” amiloides alternativas.

Durante el periodo (2015-2016), descubrimos que, en vesiculas
lipidicas modelo, RepA-WH1 se ensambla en forma de poros que
permean la membrana. La interaccién con fosfolipidos acidos
actia promoviendo la transformacién amiloide de RepA-WH1,
aligual que sucede con el DNA en el nucleoide bacteriano donde
se ensamblan los precursores amiloidogénicos. A este respecto,
en la proteina RepA completa, el dominio WH1 nuclea el ensam-
blaje de un oligdmero que inhibe la replicacién del DNA. Este
fue el primer amiloide funcional intracelular encontrado en una
bacteria. Por ultimo, hemos desarrollado diversos sensores de
amiloidosis inspirados en RepA-WH1: un anticuerpo conforma-
cional especifico de la conformacién amiloidogénica de la pro-
teina; un prion hibrido de levadura que incorpora secuencias de
RepA-WH1,;y, en colaboracién con la UCM, nanoparticulas de oro
funcionalizadas que promueven la amiloidogénesis y permiten
monitorizarla mediante espectroscopia Raman (SERS).

Entre 2017 y 2018, hemos acometido el estudio funcional y me-
diante Biologia de Sistemas de las rutas de toxicidad amiloide
de RepA-WH1 en las bacterias, asi como el desarrollo de nuevos
sistemas de cribado: in vivo, basado en la lectura corrida de codo-
nes stop por los ribosomas bacterianos, y un sistema de sintesis
de proteinas in vitro, sensible al ensayo de la amiloidosis y su
antagonismo por chaperonas.
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Synthetic Microbial Macromolecular Assemblies

Through Synthetic Biology, we have generated in bacteria a biosafe model of an amyloid proteinopathy, with

the purpose of deconstructing the molecular mechanisms, and finding the toxicity pathways, common to human
neurodegenerative diseases. In addition, we are developing synthetic devices for their use, either in vitro or in vivo, in
the detection of amyloidogenic proteins and to screen for inhibitors of amyloidosis.

Between 1998 and 2008, we discovered
the mechanism through which binding to
specific DNA sequences, or to an Hsp70
chaperone (DnaK), selects in the RepA
protein a conformation competent to
initiate DNA replication of plasmids in
Gram-negative bacteria. We also studied
the similarities between RepA and the
initiator complex in yeast (ORC).

Later on (2007-2014), we found that the
same domain in RepA that becomes active

to initiate replication (WH1) can assemble
as amyloid fibres in vitro. The expression

of RepA-WHT1, fused to a fluorescent protein
marker, in E. coli causes a synthetic amyloid
proteinopathy. Although RepA-WH1 is not
an infectious agent (i.e., it is a “prionoid”),

it is epigenetically transmitted during its
propagation, while coupled to cell division, as
two alternative and distinct amyloid “strains”.

During the period (2015-2016), we
discovered that, in model lipid vesicles, RepA-
WH1 assembles as pores that permeate

the membrane. The interaction of acidic
phospholipids with RepA-WH1 promotes
amyloidogenesis of RepA-WH1, as much as it
happens with DNA at the bacterial nucleoid
where the amyloidogenic precursors are
assembled. In the whole, functional RepA,
WH1 nucleates the assembly of an amyloid
oligomer that inhibits DNA replication. This
was the first functional intracellular amyloid
ever found in bacteria. Finally, we have
developed several sensors of amyloidosis
inspired in RepA-WH1: a monoclonal
antibody specific of the amyloidogenic
conformation of the protein; a chimeric yeast
prion that includes sequences from RepA-
WH1 and, in collaboration with Complutense
University in Madrid, functionalized gold
nanoparticles that promote and sense,
through Raman spectroscopy (SERS), RepA-
WH1 amyloidogenesis.

Figure 1

Transcriptomics, proteomics and functional

assays reveal the systems response of E. coli to the
expression of the prion-like protein RepA-WH1.
Pore formation at the inner membrane (top)
disrupts transport (affecting iron uptake and ATP
synthesis), triggering oxidative stress (ROS; through
the compensatory overexpression of the NdhII
dehydrogenase). Co-aggregation with RepA-WH1 of

key proteins for ROS detoxification results in massive

geno- and proteotoxicity.

Between 2017 and 2018, we have

studied using functional and Systems
Biology approaches the toxicity routes for
RepA-WH1 amyloids in bacteria. We have
also developed two new systems for the
screening of amyloidogenesis: in vivo,
based on stop codon read-through by
bacterial ribosomes, and in vitro, based on
cytomimetic protein synthesis suitable for
the assay of amyloid aggregation and its
counteraction by chaperones.
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Biomedicina Molecular
Molecular Biomedicine

overview

The main research focus in the Department of Molecular Biomedicine
1s the study of the molecular mechanisms involved in human
physiopathology and the development of novel therapies. Different
groups in the Department are characterizing the molecular bases of
various types of cancer, including epithelial neoplasms (melanoma,
gastrointestinal and breast cancer), stem cells and hematological
malignancies (myeloma, leukemia, lymphoma). Other aspects under
study are vascular and hemostatic disorders, complement-related
pathologies, T-cell regulation, cell differentiation and apoptosis-
targeted therapy. We are also studying the processes involved in
development, degeneration and aging, aiming to understand the
pathological mechanisms of disorders like retinitis pigmentosa, Lafora
or Alzheimer’s diseases. The recent incorporation of two new groups
working on angiogenesis and inflammation in pathophysiology

and on viral immunology, therapies and vaccines, has expanded

the fields of interest. All this research pursuits the identification of
diagnostic markers and target molecules that will help developing
new and efficient therapeutic drugs for a variety of pathologies.

The Department has played a major role in the implementation and
development of high-throughput technologies such as Genomics,
Proteomics or Molecular Pharmacology, now basic tools in Biomedicine
and other Departments in the Centre. We have as priority goal to
attract promising young investigators performing pioneering research
in Biomedicine. The Department also promotes technology transfer
initiatives and translational research. This has already resulted in the
generation of biotechnology spin-offs and holding the rights of Orphan
Drug status for various molecules in rare diseases which represent
added values for the Department, to be further supported in the future.

Flora de Pablo
Department Head
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Laboratorio 3D:
Desarrollo,
Diferenciacion
y Degeneracion

Nuestro objetivo es caracterizar los mecanismos de regu-
lacién de procesos celulares bdsicos, proliferacién, diferen-
ciacion y muerte celular programada, durante el desarrollo
y la degeneracion del sistema nervioso. Estudiamos espe-
cialmente la retina durante el desarrollo y en modelos de
retinosis pigmentaria. Nos interesa también el desarrollo
de microdispositivos nanoestructurados de silicio funciona-
lizados que introducimos en células vivas.

Hemos avanzado en el desarrollo de posibles terapias neuro-
protectoras para distrofias de retina demostrando que la inyec-
cién intravitrea de microesferas biodegradables y biocompati-
bles cargadas con proinsulina, la inyeccién intravitrea de otras
moléculas inhibidoras de p75(NTR) y el tratamiento sistémico
con inhibidores de GSK-3 retrasan la muerte de los fotorrecep-
tores y la pérdida de visién en modelos murinos de retinosis
pigmentaria. La proinsulina protege también de la pérdida
cognitiva relacionada con la edad, atenuando marcadores in-
flamatorios en el cerebro. Estamos estudiando la implicacién
de varios de estos factores en el mantenimiento de las sinapsis
de los fotorreceptores con otras células de la retina (Figura 1) y
el papel de algunos receptores, TLR2 y TLR4, mediadores de la
inmunidad innata en degeneraciones retinianas. Por otra parte,
tras demostrar que la DNA polimerasa pol j1, un componente
esencial del sistema de reparacién del DNA por “non homologous
end-joining (NHEJ)”, es necesaria para el desarrollo de la retina,
estamos analizando el papel de RAG-2, endonucleasa que con-
tribuye a la generacién de roturas de doble hebra en el DNA.
En ausencia de RAG-2, la disminucién de roturas se acompafa

de muerte celular de las neuronas ganglionares y alteraciones
del crecimiento y navegacién de los axones.

Hemos desarrollado, en colaboraciéon con el Centro Nacional
de Microelectrénica de Barcelona (CNMB), una nueva tecnolo-
gia de miniaturizacién de microobjetos basados en silicio que
permiten el anélisis de parametros intracelulares multiples
en células vivas, incluido el pH (Figura 2). Asi mismo, hemos
estudiado el papel del enzima Tirosina Hidroxilasa en la fun-
cién del tejido adiposo marrén, la termogénesis y la neuroin-
munomodulacién.

Figure 1

Photoreceptors synapse with bipolar and horizontal cells, forming a
synaptic triad in mouse retina. Photoreceptors have a “synaptic ribbon” that
allows the rapid release of the neurotransmitter glutamate (in cyan, ribbon
protein Ctbp2). Bipolar cells have glutamate receptors (mGluR6, in red) and
horizontal cells are shown in green (stained for calbindin). DAPI (in blue)
depicts nuclei of photoreceptor and interneuron layers.
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Differentiation & Degeneration

Our goal is to characterize the mechanisms of regulation of basic cellular processes, proliferation, differentiation
and programmed cell death during development and in nervous system degeneration. We specially focus in retinal
development and in models of retinitis pigmentosa. We are also interested in developing nanostructured silicon

microdevices that we introduce functionalized in living cells.

We have advanced in the development of possible neuroprotective
therapies for retinal distrophies showing that the intravitreal
injection of biodegradable microspheres loaded with proinsulin, as
well as the intravitreal injection of other molecules inhibitors of
p75(NTR) and the systemic treatment with GSK-3 inhibitors delay
photoreceptor cell death and the loss of vision in murine models of
retinitis pigmentosa. Proinsulin also protects from the cognitive loss
associated with age, decreasing inflammatory markers in the brain.
We are studying the implication of several of these factors in the
maintenance of the synapses of photoreceptors with other cells in the
retina (Figure 1) and the role of receptors TLR2 and TLR4, mediators
of innate immunity, in retinal degenerations. In another project, we
are analyzing the role of the endonuclease RAG-2 which contributes
to the generation of double strand DNA brakes, after we showed
that the DNA polymerase pol y, an essential component of the DNA
reparation system by “non homologous end-joining (NHE])”

is essential for retinal development. In the absence of RAG-2 the
decrease in DNA brakes is concomitant with ganglion neurons death
and alterations in axonal growth and navigation.

Figure 2

Living HeLa cell showing an intracellular pH silicon microsensor.

We have developed, in collaboration with the National
Microelectronics Center in Barcelona (CNMB) a new technology
to miniaturize silicon microdevices which allow the measurement
of multiple intracellular parameters in living cells, including pH
(Figure 2). Additionally, we have studied the role of the enzyme
Tyrosine Hydroxylase in the function of brown adipose tissue,
thermogenesis and neuroimmunomodulation.
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Genética del Cancer
de las Células
Madre del Cancer

El grupo estd interesado en la biologia de las células madre
adultas, analizando la relacion entre estas, que son las
responsables del mantenimiento de la homeostasis celu-
lar, y las células madre del cdancer, o células capaces de
desarrollar un tumor. Ademads, estamos analizando posi-
bilidades terapéuticas de anticuerpos monoclonales frente
a tumores cerebrales y frente a leucemias.

CELULAS MADRE DE MAMA. Tras demostrar que el nimero de
células madre en la mama (MaSC) aumenta durante la pubertad
debido a sefiales hormonales, hipotetizamos que dicha expan-
sién puede ser responsable del aumento en la frecuencia de
tumores de mama (124 veces) en mujeres adultas, en compa-
racién con hombres adultos y mujeres pre-piberes. Estamos
analizando el papel de esta expansién y su relacién con la me-
nor frecuencia de tumores de mama en hombres, y el papel del
estroma en el desarrollo de tumores de mama.

CELULAS MADRE NEURALES (en colaboracién con A. Ayuso
(FHM) y Atrys Health). El anticuerpo monoclonal Nilo1 identifi-
ca las células de la glia radial en embriones y las células madre
neurales (NSC) adultas en ratén, y reconoce los antigenos co-
rrespondientes en gliomas humanos. Estos datos, junto con la
demostracién de que las NSC migran de forma ordenada y rapida
haciala regién del cerebro donde se produce un dafio, posibilitan
su uso in vivo para diagnéstico clinico. Como Nilo1 identifica las
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NSC y una subpoblacién de células en glioblastomas humanos,
estamos analizando la posibilidad de que Nilo1 identifique las
células madre del cdncer en estos tumores.

ANTICUERPOS TERAPEUTICOS ANTI-hCCR9 (en colaboracién
con L. Kremer, CNB-CSIC y SunRock Biopharma). Hemos gene-
rado dos mAbs anti CCR9 humano capaces de inhibir el creci-
miento del tumor humano MOLT-4 en xenotrasplantes (80-85%
de inhibicién). Estamos analizando su potencial terapéutico en
tumores CCR9* en distintos modelos de xenotrasplantes, inten-
tando averiguar el mecanismo de accién de estos anticuerpos.
Ademis, uno de estos anticuerpos ha sido humanizado y esta-
mos analizando su efectividad para inhibir el crecimiento de
tumores humanos CCR9* en xenotrasplantes.

Figure 1

A mammary gland was reconstituted on a NSG female using MaSC from
GFP and dsRed donnor mice. The mammary tree was visualized with a
fluorescent stereomicroscope.
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Cancer Genetics and Cancer Stem Cells

The interest of the group resides in analyzing the relationship between adult stem cells, responsible for tissue
maintenance and homeostasis, and cancer stem cells, the cells within a tumor able to generate metastasis and
regenerate a tumor in xenografts. Furthermore, we analyze the therapeutic possibilities of monoclonal antibodies
against brain tumors or against leukemia.

MAMMARY STEM CELLS. We demonstrated that the number of
mammary stem cells (MaSC) increases 20-fold through puberty
due to hormonal effects and hypothesized that this expansion could
be linked to the increased mammary tumor frequency (124-fold)
detected on adult females as compared to adult males and pre-
pubertal females. We are currently investigating the hormones
responsible for the MaSC expansion and to ascertain whether this
hypothesis is correct. In addition we are analyzing the role of the
mammary stroma on the generation of mammary tumors.

in vivo use for diagnostic purposes. Since Nilo1 identifies the NSC
and a subpopulation of cells within human glioblastomas, we are
currently analyzing whether Nilo1 identifies the cancer stem cells
on these tumors and thus, could be used in human glioblastomas
as a therapeutic antibody, directly targeting the cancer stem cell
population.

ANTI-hCCR9 THERAPEUTIC ANTIBODIES (In collaboration with L.
Kremer, CNB-CSIC and SunRoc Biopharma). We have generated two
anti-human CCR9 mAbs able to inhibit growth of human MOLT-4
cells in xenografts (80-85% inhibition). We analyze their potential
as therapeutic tools against CCR9* tumors in different xenograft
models, trying to understand the mechanism of action of these
antibodies. In addition one of the mAbs has been humanized and we
are analyzing their effectiveness inhibiting the growth of the human
CCR9* tumors on xenograft models.

NEURAL STEM CELLS. (in collaboration with A. Ayuso (FHM)
and Atrys Health). Nilol monoclonal antibody (mAb) identifies
mouse embryonic radial glia and adult neural stem cells (NSC),
and the corresponding antigens in human glioma cells. These
data, together with our demonstration that NSC migrate fast and
orderly towards brain damage sites open-up the possibility of its
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Bases Celulares y Moleculares
de la Enfermedad de Alzheimer y otras

Demencias

El interés de nuestro laboratorio es el estudio de los mecanismos que causan la muerte neuronal en enfermedades neu-
rodegenerativas tales como la enfermedad de Alzheimer, la demencia frontotemporal y la esclerosis lateral amiotréfica.
Estudiamos fundamentalmente alteraciones en el control del ciclo celular, apoptosis, funcion mitocondrial, estrés oxidati-
vo y proteostasis en modelos celulares de neurodegeneracion que incluyen células extraneurales de pacientes.

Bases celulares y moleculares de la enfermedad
de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma mdas comun de
demencia, sin que hasta el momento se disponga de terapias
efectivas para paliar o retrasar su aparicién. Estamos trabajando
en un proyecto que tiene como objetivo el disefio, sintesis y eva-
luacién pre-clinica de nuevos agonistas del receptor de Cannabi-
noides de tipo 2 (CB2), con propiedades colinérgicas e inhibidoras
del enzima B-secretasa (BACE-1). Se analizan los efectos de estos
compuestos multidiana en linfoblastos de pacientes, en modelos
neuronales de la enfermedad y en ratones transgénicos.

TDP-43 Proteinopatias: Degeneracién Lobar Frontotemporal
y Esclerosis Lateral Amiotréfica

La degeneracién del 16bulo frontotemporal (DLFT-TDP) designa
a un grupo heterogéneo de procesos neurodegenerativos que
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comportan deterioro cognitivo asociado a sintomatologia mo-
tora o de lenguaje y trastornos de personalidad. La mayor parte
de los casos con historia familiar de DLFT-TDP se asocia con
haploinsuficiencia de progranulina. Por otra parte, la esclerosis
lateral amiotréfica (ELA) es una enfermedad mortal, que afecta a
las neuronas motoras de la médula espinal y de la corteza cere-
bral que facilitan la comunicacién entre el SN y la musculatura.
A pesar de las diferencias clinicas, estas enfermedades presen-
tan caracteristicas neuropatolégicas similares, destacando la
presencia de agregados de la proteina TDP-43 en el citoplasma de
las neuronas afectadas. Estamos utilizando lineas linfoblasticas
de pacientes de DLFT-TDP y de casos esporadicos de ELA, asi
como células de neuroblastoma humano SH-S5Y5 para estudiar
la influencia patogénica del déficit en progranulina y elucidar
los mecanismos moleculares implicados en la homeostasis de
TDP-43. Este modelo experimental nos permite evaluar nuevas
estrategias terapéuticas dirigidas a prevenir la excesiva fosfori-
lacién de TDP-43 y/o corregir los defectos en la degradacién de
la proteina (via autofagia y proteasoma).
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Cellular and Molecular Basis of Alzheimer’s
Disease and other Dementias

Our laboratory is interested in mechanisms that cause cell death in disorders such as Alzheimer’s disease,
frontotemporal dementia and amyotrophic lateral sclerosis. The work focuses on cell cycle dysfunction, apoptosis,
mitochondrial impairment, oxidative damage and proteostasis, using in vivo models of neurodegeneration and in vitro
culture of cells, including peripheral cells from patients.

Cellular and molecular basis of
Alzheimer’s disease

The most common cause of dementia in
mid-to late-life is Alzheimer disease (AD),
for which there are no disease modifying
drugs currently available. We are working

in a research project aimed at designing and
evaluating the therapeutic potential of new
compounds with a multitarget profile as

CB2 cannabinoid agonists and p-secretase
(BACE-1) and/or Butyrylcholinesterase
(BuChk) inhibitors. To this end, we are
carrying studies regarding the effects of these
molecules on the mechanisms controlling cell
survival/dead in lymphoblastic cell lines from
AD patient as well as in neuronal cell models
and transgenic mice.

TDP-43 proteinopathies: Frontotemporal
Lobar Degeneration and Amyotrophic
Lateral Sclerosis

Frontotemporal lobar degeneration (FTLD-
TDP) is a neurodegenerative disorder
associated with changes in personality

and behavior, and language difficulties.
Progranulin haploinsufficiency is considered
a major pathogenic mechanism. In the other
hand, Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is
a neurodegenerative disease characterized
by the progressive loss of motoneurons,
weakness of innervated muscles, and death
by respiratory failure. Both, FTLD-TDP and

inclusions within the CNS is consistently
found in both disorders. We are investigating
the pathogenic influence of progranulin
deficit and the molecular mechanisms
controlling TDP-43 homeostasis, using
immortalized lymphocytes from FTLD-TDP
and sporadic ALS patients and human
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neuroblastoma cells as experimental
models. The use of lymphoblastoid cell lines
from patients allows us to evaluate novel
therapeutic strategies aimed at preventing
the enhanced TDP-43 phosphorylation, and/
or to correct impaired degradation of the
protein (via proteasome or autophagy).
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Figure 1

ALS are considered as extreme points of a
disease spectrum on the basis of common
genetic and neuropathological features.
Among them, the presence of TDP-43

Effects of targeting CB2 receptors on the proliferative activity of Alzheimer’s disease (AD) lymphoblasts.
Lymphoblasts from AD patients show an overactivation of PI3K/Akt compared with control cells.
Treatment of AD cells with the CB2 agonist PGN33 prevented the Ca2+/calmodulin-dependent activation
of PI3K/Akt, normalized the cellular content of p27, and restored pRb phosphorylation and cell-cycle
activation. ER endoplasmic reticulum, PTX pertussis toxin.
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Migracion Celular en
Procesos Fisiolégicos
y Patologias

Una parte importante de nuestros estudios estd enfo-
cada a la caracterizacion de mecanismos moleculares
implicados en la regulacién de la migracién de linfocitos
y de células tumorales. Por otra parte, estamos identifi-
cando mecanismos de resistencia a quimioterapia de cé-
lulas de melanoma y de mieloma miiltiple, y estudiando
el papel de microRNAs en dicha resistencia.

La estimulacién por quimiocinas de la adhesién linfocitaria
mediada por la integrina VLA-4 es un paso crucial durante el
trafico de linfocitos a sitios de inflamacién. Tras la unién qui-
miocinas/receptor se genera una sefializacién inside-out que
incide en los dominios citopldsmicos de las integrinas. Estamos
caracterizando las moléculas inside-out necesarias para la regu-
lacién de la adhesién linfocitaria dependiente de VLA-4, lo que

mejorara nuestro conocimiento de mecanismos implicados en
el trdfico de estas células. Las células de melanoma son alta-
mente invasivas y muestran un notable potencial metastésico.
Mutaciones prevalentes en melanoma incluyen B-Raf V60OE y
N-Ras Q61K, lo que conduce a hiperactivaciéon de la MAP quinasa
Erk1/2. Nuevas terapias dirigidas a la via Ras-Raf-MEK-Erk1/2,
como vemurafenib, trametinib e inhibidores de Erk1/2 han me-
jorado la supervivencia en melanoma, aunque respuestas de
resistencia son comunes. Estamos identificando mecanismos
moleculares implicados en resistencia de células de melanomas
a inhibidores de Erk1/2, y sus relaciones con el microambiente
inmune tumoral. Asimismo, hemos iniciado un estudio sobre las
relaciones espaciales y funcionales entre linfocitos T y macréfa-
gos que infiltran el melanoma, para determinar su implicacién
en terapias inmunes frente a este tumor. El mieloma multiple
(MM) es una neoplasia de células B caracterizada por el trafico
y la acumulacién de células malignas en la médula 6sea (MO).
Las células de MM utilizan VLA-4 para alojarse en la MO, lo que
contribuye a la progresién de la enfermedad. La expresién y
funcién de miRNAs en MM especificamente alteradas por la
adhesién celular mediada por VLA-4 podria proporcionar pistas
importantes sobre la progresién del MM. Finalmente, estamos
caracterizando relaciones funcionales entre resistencia de célu-
las de MM al inhibidor del proteasoma bortezomib y expresién
y funcién de VLA-4.

Publicaciones Seleccionadas | Selected Publications

- Bartolomé RA, Torres S, Isern de Val S, Escudero-Paniagua B, Calvifio E,
Teixidé J, Casal JI [2017] VE-cadherin RGD motifs promote metastasis and
constitute a potential therapeutic target in melanoma and breast cancers.
Oncotarget 8:215-227.

- Diaz-Martinez M, Benito-Jardén L, Alonso L, Koetz-Ploch L, Hernando E,
Teixid6 J [2018] MiR-204-5p and miR-211-5p contribute to BRAF inhibitor
resistance of melanoma. Cancer Res 78:1017-1030.

- Teixidé ], Martinez-Moreno M, Diaz-Martinez M, Sevilla-Movilla S [2018]
The good and bad faces of the CXCR4 chemokine receptor. Int ] Biochem Cell
Biol 95:121-131.

- Diaz-Martinez M, Benito-Jardén L, Teixidé ] [2018] New insights in
melanoma resistance to BRAF inhibitors: a role for microRNAs. Oncotarget
9:35374-35375.

Financiacién | Funding

- SAF2014-53059-R

- Spanish Network of Cooperative Research in Cancer, Ministry of Health
RD12/0036/0061 (2012-2017) - Institute of Health Carlos III (ISCIII) cofunded
by the Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER)

+ SAF2017- 85146-R

_— - F

=

2


https://www.cib.csic.es/es/departamentos/medicina-celular-y-molecular/quimioquinas-y-migracion-celular
https://www.cib.csic.es/es/departamentos/medicina-celular-y-molecular/quimioquinas-y-migracion-celular

Biomedicina Molecular

. . 45
Molecular Biomedicine [45]
Watbeloiwe o n_j_ﬁl_min_ﬁ".‘,ﬁ I Cell adhesion-rediated -I,Irqlu FrsEad e
rekationships in mneloma | (LAM-DE} in mycloma
| I
Fibromactin i I [] \/
O e T e T
1’ ]I .-’-:-'icur.-ﬂ'ﬂf.-‘:fi / =1
miRMA - 50 | O
I adfi] -dependent stimalation
I of MM cell grewth, survivael
ol drug resistance
. Bons merrom
miltNA. characterization : T e
* Role in MM progression | [Bﬂ e Figure 1
e
& The c4p1 integri i
i o grin, miRNAs
| [ :E m Hﬁm | and resistance to bortezomib.
j ~rasistant mysloma (Left) We are characterizing
* miRNAs in MM cells specifically
I induced by 04p1-dependent
| Alterations in the sapression Generate OTZ-resigtant cell adhesion. (Right) We are
I and function of «4fl sa M cells also addressing the molecular
BTZ-regiztont MM cellg?77 connections between MM
I cell resistance to proteasome
inhibitors (bortezomib, BTZ)
| and a4p1.

Cell Migration in Physiology and Disease

An important part of our studies is focused on the characterization of molecular mechanisms involved in the
regulation of lymphocyte and tumor cell migration. On the other hand, we are identifying mechanisms of resistance to
chemotherapy of melanoma and multiple myeloma cells, and studying the role of microRNAs in such resistance.

Chemokine stimulation of lymphocyte necessary for the regulation of lymphocyte MAP kinase Erk1/2. New therapies
adhesion mediated by the integrin adhesion dependent on VLA-4, which will targeting the Ras-Raf-MEK-Erk1/2

VLA-4 (a4f1) is a crucial step during improve our knowledge of mechanisms pathway, such as vemurafenib, trametinib
the trafficking of lymphocytes to sites of involved in the trafficking of these cells. and Erk1/2 inhibitors, have improved
inflammation. After chemokine/receptor Melanoma cells are highly invasive and survival in melanoma, although

binding, an inside-out signaling is show a remarkable metastatic potential. resistance responses are common. We
generated that impinges the cytoplasmic Predominant mutations in melanoma are identifying molecular mechanisms
domains of the integrins. We are include B-Raf V60OE and N-Ras Q61K, involved in the resistance of melanoma
characterizing the inside-out molecules which lead to hyperactivation of the cells to Erk1/2 inhibitors, and their

relationships with the tumor immune
microenvironment. We have also begun

a study on the spatial and functional
relationships between T lymphocytes and
macrophages that infiltrate melanoma, to
determine their involvement in immune
therapies against this tumor. Multiple
myeloma (MM) is a B-cell neoplasm
characterized by trafficking and the
accumulation of malignant cells in

the bone marrow (BM). MM cells use
VLA-4 to lodge in BM, which contributes
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Figure 2

Resistance to MAPK to the p.rogresswn of Fhe dlse(?se. Th?
inhibitors in melanoma expression and function of miRNAs in
cells. Hyperactivation MM specifically altered by cell adhesion
of the MAPK pathway . .

due to the BRAF V60OE mediated by VLA-4 could provide
mutation leads to important clues about the progression
uncontrolled melanoma : -

cell proliferation. We are of MM Finally, }Ue ar'e characterizing
elucidating molecular functional relationships between
mechanisms involved resistance of MM cells to the proteasome

in the resistance of © g . .
melanoma cells to BRAF, inhibitor bortezomib and expression and

MEK and ERK inhibitors. function of VLA-4.
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Nuestro grupo estudia los mecanismos moleculares implicados en la metdstasis del cdncer colorrectal y otros tumores
para el diseiio de nuevas terapias, incluyendo anticuerpos terapéuticos, la transicién epitelio-mesénquima en tumores y
la identificacién de biomarcadores diagnésticos y pronésticos de valor clinico. El laboratorio participa en miiltiples activi-
dades de transferencia tecnolégica, incluida la plataforma Proteored (ISCIII).

Nuestro grupo estudia diversos aspectos de la biologia del cancer,
con especial énfasis en la diseminacién metastatica y el papel del
estroma en progresién, diagnéstico y prondstico.

¢ Mecanismos moleculares implicados en la metéstasis de cancer
colorrectal y otros tumores. Hemos identificado varias molécu-
las, entre otras IL13Ra2, CDH17 y VE-cadherina, que juegan un
papel clave en adhesién, migracién y supervivencia celular en
metastasis. En IL13Ra2 hemos demostrado tanto su capacidad
para sefializacién por IL-13 como identificado las moléculas
mediadoras (FAM120A). Recientemente, hemos disefiado un
péptido de IL13Ro2 capaz de inhibir la actividad pro-metasta-
tica de IL13. La CDH17 juega un papel clave en la colonizacién
hepdtica y participa en la activacién de integrinas utilizando
un motivo RGD, presente también en otras cadherinas, como la
VE-cadherina. El bloqueo de la unién cadherina RGD-integrina
p1 presenta una clara utilidad terapéutica no solo en cancer
colorrectal, sino en mama, melanoma y otros tumores. Un panel
de anticuerpos terapéuticos anti-RGD cadherina ha sido prepa-
radoy se ha caracterizado su capacidad para inhibir metastasis
en diferentes tumores. Los resultados han sido patentados y
licenciados a empresas interesadas.

El proceso de invasién tumoral va acompanado por cambios
en la morfologia y fenotipo celular conocidos como transicién
epitelio-mesénquima (EMT). Estamos estudiando factores de
transcripcion claves en la regulacién de la EMT como SNAIL,
TWIST o LOXL2, tanto en células tumorales como estromales.

Hemos demostrado la capacidad de TWIST para inducir ac-
tividad pro-metastatica en fibroblastos del estroma tumoral.
Por otro lado, la caracterizacién del estroma tumoral nos ha
permitido descubrir diversos marcadores estromales de valor
pronéstico y predictivos de supervivencia como LOXL2. LOXL2
puede ser utilizado para la estratificacién de pacientes de cancer
colorrectal y el disefio de terapias més agresivas.

Figure 1

VE-cadherin promotes metastatic colonization. VE-cadherin RGD motifs
might interact with ¢:2f1 integrin either inter- or intracellularly, thereby
increasing its affinity for ligands in the extracellular matrix and leading

to an increase of cell adhesion and signaling activation proteins. Integrin
activation increases the ability of cancer cells to invade and proliferate, and
consequently their metastatic capacity.
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Our group studies the molecular mechanisms involved in metastasis of colorectal cancer and other tumors for the

design of new therapies, including therapeutic antibodies, the epithelial-mesenchymal transition in tumors and

the identification of diagnostic and prognostic biomarkers of clinical value. The laboratory participates in multiple

technology transfer activities, including the Proteored platform (ISCIII).

Our group studies various aspects of cancer
biology, with special emphasis on metastatic
dissemination and the role of the stroma in
progression, diagnosis and prognosis.

molecules, among others IL13Ra2,
CDH17 and VE-cadherin, which play a
key role in adhesion, migration and cell
survival in metastasis. In IL13Ro2 we
have demonstrated both its capacity

for signaling by IL-13 and identified
signaling mediator molecules (FAM120A).
We have recently designed an IL13Ra2

e Molecular mechanisms involved in the
metastasis of colorectal cancer and
other tumors. We have identified several
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Figure 2

Anti-RGD mAbs increase mouse survival to liver and lung metastasis. (A) Anti-RGD 6.6.1 mAb
specifically inhibited the homing in lung and liver, for melanoma, breast and colorectal cancer.

(B) Starting at 48 h after inoculation, the indicated antibodies (50 mg/Kg, 7 doses) were administered
intravenously for two weeks. Survival was significantly enhanced by the indicated mAb.

(C) Representative pictures of livers and lungs from the inoculated mice after necropsy.

peptide capable of inhibiting the pro-
metastatic activity of IL13. CDH17 plays
a key role in hepatic colonization and
participates in the activation of integrins
using an RGD motif, also present in
other cadherins, such as VE-cadherin.
Blocking of cadherin RGD-integrin f1
binding presents a clear therapeutic
utility not only in colorectal cancer, but
also in breast, melanoma and other
tumors. A panel of therapeutic anti-RGD
cadherin antibodies has been prepared
and its ability to inhibit metastasis in
different tumors has been characterized.
The results have been patented and
licensed to interested companies.

The process of tumor invasion is
accompanied by changes in cell
morphology and phenotype known

as epithelial-mesenchymal transition
(EMT). We are studying key transcription
factors in the regulation of EMT such

as SNAIL, TWIST or LOXL2, in both
tumor and stromal cells. We have
demonstrated the ability of TWIST to
induce pro-metastatic activity in tumor
stromal fibroblasts. On the other hand,
the characterization of the tumor stroma
has allowed us to discover various
prognostic and survival predictive
markers, such as LOXL2. LOXL2 can be
used for the stratification of colorectal
cancer patients and the design of more
aggressive therapies in patients at risk.



centro de

[48] investigaciones

biolégicas

Faustino Mollinedo Garcia
Profesor de Investigacién
fmollin@cib.csic.es

PhD, 1982 ¢ Universidad Complutense de Madrid
Postdoctoral, 1982-1983 ¢ Dartmouth Medical School
(Hanover, NH, USA)

Postdoctoral, 1984-1985 ¢ New York University Medical
Centre (New York, NY, USA)

Jefe de Grupo, 1986-1994 « CIB (Madrid)

Jefe de Grupo en el Instituto de Biologia y Genética
Molecular, 1994-2000 ¢ IBGM (Valladolid)

Jefe de Grupo en el Instituto de Biologia Molecular y
Celular del Cancer, 2000-2015 ¢ IBMCC (Salamanca)

Jefe de Grupo en el CIB de Madrid (2015-actual)
Cientifico Titular, 1986 * CSIC

Investigador Cientifico, 1989 ¢ CSIC

Profesor de Investigacién, 2002 ¢ CSIC

Otros miembros | Other members

Consuelo Gajate Fraile
Julia Mayor Pillado

Alba Vicente Blazquez

@ http://cib.csic.es/es/departamentos/biomedicina-molecular/laboratorio-
de-muerte-celular-y-terapia-del-cancer

Laboratorio de
Muerte Celular
y Terapia del Cancer

Nuestros estudios se centran en: a) descubrimiento de
nuevas dianas y compuestos inductores de muerte celular
selectiva en tumores; b) terapia combinatoria, potencian-
do la muerte de la célula tumoral y evitando resistencia a
farmacos; c) lipid rafts como nueva diana y su papel en
la regulacion de muerte celular; d) biologia del neutréfi-
lo y cancer; e) mecanismo de accién de los denominados
andlogos alquilfosfolipidos frente a cdncer, leishmaniosis
y enfermedades autoinmunes.

Los anélogos alquil-fosfolipidos (APLs) son una familia de agentes
antitumorales sintéticos, que actian sobre las membranas celulares
y poseen varias aplicaciones biomédicas. Entre los APLs se incluyen:
miltefosina, primer farmaco oral frente a leishmaniosis y utilizada
para tratamiento tépico de metdstasis cutanea en cancer de mama;
y perifosina, actualmente en ensayos clinicos de cancer. El éter lipi-
do edelfosina es el prototipo de APLs e induce apoptosis en células
tumorales, mediante un mecanismo selectivo y Ginico. La actividad
antitumoral de edelfosina en malignidades hematolégicas implica
elreclutamiento de receptores de muerte y subsiguientes moléculas
de sefializacién en plataformas de lipid rafts. Esto ha conducido a
identificar los dominios lipid rafts como una nueva diana terapéu-

tica, abriéndose una nueva via en la terapia del cancer. Ademas, la
actividad antitumoral de edelfosina sobre tumores sélidos estd me-
diada por una respuesta de estrés de reticulo endoplasmico. Estas
sefiales mediadas por rafts y reticulo endopldsmico convergen en
las mitocondrias, que juegan un papel critico en el destino final de
la célula diana. Edelfosina también posee una potente actividad lei-
shmanicida, superior a la mostrada por miltefosina, y sus acciones
frente a Leishmania y células tumorales comparten algunos procesos
de senalizacién, identificindose asi nuevas dianas terapéuticas para
laleishmaniosis. Uno de nuestros principales objetivos a largo plazo
es descubrir los mecanismos moleculares que regulan el destino
celular (muerte/supervivencia) en distintos tipos de células y sis-
temas bioldgicos (célula cancerosa, cancer stem cell, neutréfilo, Lei-
shmania, levadura), identificando asi nuevas dianas y transfiriendo
este conocimiento a nuevas terapias dirigidas a muerte celular. Para
potenciar la actividad de los APLs, estamos utilizando: a) terapia
combinatoria con agentes anti-tubulina y otros agentes que afectan
sefalizacién; b) aproximaciones nanotecnolégicas.
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Laboratory of Cell Death and Cancer Therapy

Our research focuses on: a) the discovery of novel targets and drugs triggering selective tumor cell death; b) combination
therapy, potentiating cancer cell death and avoiding drug resistance; c) lipid rafts as a novel therapeutic target and
their role in cell death; d) neutrophil biology and cancer; e) elucidation of the mechanism of action of membrane-targeting
alkylphospholipid analogs acting on cancer, leishmaniasis and autoimmune diseases.

The so-called alkylphospholipid analogs
(APLs) are a family of synthetic antitumor
compounds that target cell membranes

and have several biomedical applications.
APL family members include miltefosine,
the first oral antileishmanial drug and
used for topical treatment of breast cancer
cutaneous metastases, and perifosine,
currently in cancer clinical trials. The ether
lipid edelfosine has been considered the
prototype of APLs and induces apoptosis

in tumor cells by a rather selective and
unique mechanism. We have found that the
antitumor activity of edelfosine involves
the recruitment of death receptors and
downstream signaling molecules in lipid
raft platforms in hematologic malignancies.
This has led to identify lipid rafts as a

Figure 1

Proteins and signaling pathways affecting Fas/
CD95-mediated apoptosis and recruitment

of Fas/CD95 into lipid rafts. Fas/CD95, FADD
and procaspase-8, forming the death-inducing
signaling complex (DISC), are recruited and
brought together in close proximity in large
lipid raft platforms or raft clusters to launch an
apoptotic signal.

Control

novel therapeutic target, and to open a new
avenue in cancer therapy. In addition, the
antitumor activity of edelfosine on solid
tumors is mainly mediated through an
endoplasmic reticulum stress response.
The lipid raft- and endoplasmic reticulum-
mediated signals set off by edelfosine
converge on the mitochondria, which play

a critical role in the final fate of the target
cell. On the other hand, we have found that
edelfosine shows a potent antileishmanial
activity, higher than that of miltefosine, and
its antileishmanial and anticancer actions
share some common signaling processes,
thus identifying novel druggable targets
for the treatment of leishmaniasis. One of
our major long-term goals lies in unveiling
the molecular mechanisms regulating

Fas L Dk

Mon-ralts
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cell fate (death/survival) in different cell
types and biological systems (including
cancer cell, cancer stem cell, neutrophil,
Leishmania, yeast), thus identifying novel
targets, and transferring this insight

into novel cell death-targeted therapies.
In order to potentiate the antitumor

and antileishmanial activity of APLs,

we are using: a) combination therapy
with anti-microtubule agents as well as
agents affecting different signaling routes;
b) different nanotechnology approaches.
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Figure 2

Edelfosine induces breakage of kinetoplast DNA
prior to nuclear DNA breakdown in Leishmania
parasites. Promastigotes were untreated
(Control) or treated with 10 uM edelfosine (EDLF)
for 6 and 9 h, and then analyzed by confocal
microscopy for propidium iodide (PI) staining
and TUNEL assay. N, nucleus. K, kinetoplast.
Merge panels (PI + TUNEL) show the DNA-
containing organelles with DNA cleavage in
yellow. DIC, differential interference contrast
images. Bar, 20 um.
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Metaloproteinasas de Matriz
en Angiogénesis e Inflamacién

Las respuestas vascular e inmune a dario contribuyen a la reparacion tisular. Hemos descubierto que las metaloproteinasas
de matriz de membrana regulan el remodelado de redes vasculares y el rastreo intravascular de los monocitos patrulleros.
Estos hallazgos podrian ayudar a mejorar la perfusion capilar en enfermedad inflamatoria intestinal o infarto de miocardio y

la actividad inmune endégena para combatir infecciones y metastasis tumorales.

La vasculatura se encarga de la distribucién 6ptima de nutrientes
y oxigeno a todo el organismo y para ello debe adaptarse conti-
nuamente a las necesidades cambiantes de los tejidos. Tras un
dano o tras isquemia, la vasculatura responde formando nuevos
capilares desde vasos pre-existentes (angiogénesis) y mediante la
angioadaptacién dependiente de flujo sanguineo para promover
la revascularizacién. El flujo sanguineo también regula las células
del sistema inmune favoreciendo su libre circulacién y su contac-
to, rastreo, adhesién firme o transmigracién endotelial en diferen-
tes contextos. Nuestro grupo lleva anos dedicado a dilucidar las
bases celulares y mecanismos moleculares que gobiernan las res-
puestas vascular e inmune durante la inflamacién y cémo pueden
contribuir a la reparacién tisular. Para ello, nos hemos centrado
en las acciones de las metaloproteinasas de matriz extracelular
ancladas a membrana (MT-MMPs), una subfamilia de proteasas

Figure 1

Blood flow dynamically regulates
vascular networks. A. 3D-rendered
confocal microscopy image of
CD31-stained (green) mouse
intestine. Increased blood flow
upon DSS treatment induces
capillary splitting (asterisks).

B. Maximal intensity confocal
microscopy projection of neonate
(P6) mouse retina stained for IB4
(green) and COL IV (red). ‘Empty
sleeves’ (IB4-/COL IV+, asterisks)
indicate regression of poorly
perfused capillaries.

que pueden modificar dindmicamente la matriz extracelular y la
actividad de proteinas de membrana o solubles, y en particular
en su impacto sobre el comportamiento de células endoteliales
y de musculo liso vascular asi como de monocitos/macréfagos.
Recientemente hemos descubierto que las MT-MMPs participan
en el remodelado de las redes vasculares, la funcién mecénica de
la pared vascular, y en el rastreo intravascular de los monocitos
patrulleros, una subpoblacién encargada de vigilar la integridad
del endotelio y de combatir agentes extranos. Nuestras lineas de
investigacién actuales mejoraran nuestra comprension de estos
procesos regulados por el flujo sanguineo y permitiran identificar
dianas para: i) mejorar la perfusién capilar y la reparacién tisular
en patologias como la enfermedad inflamatoria intestinal y la
isquemia cardiaca/periférica; y ii) aumentar la actividad inmune
endbgena para combatir infecciones y metdstasis tumorales.

Figure 2

Patrolling monocytes monitor
inflamed endothelial cells. The
image shows patrolling monocytes
(red) adhered to the inflamed
endothelium (green) of the lesser
curvature of the aortic arch during
incipient atherosclerosis in mice.
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Matrix Metalloproteinases in Angiogenesis
and Inflammation

Vascular and immune responses to damage contribute to tissue repair. We have recently recognized that membrane-
type matrix metalloproteinases regulate blood flow-induced vascular network reshaping and intravascular crawling
of patrolling monocytes. These findings may help improve capillary perfusion in inflammatory bowel disease or
myocardial infarction and boost immune endogenous activities to combat infections and tumor metastasis.

The vasculature is in charge of optimally
delivering nutrients and oxygen throughout
the body and, for that, it must constantly
adapt to varying tissue needs. Upon
damage or ischemia, the vasculature
responds by forming new capillaries from
pre-existing ones (angiogenesis) and by
flow-driven angioadaptation to promote
revascularization. Vascular blood flow

also regulates immune cells favoring their
free circulation, tethering, crawling, firm
adhesion or transmigration in different
contexts. Our group has long dedicated

to elucidate the cellular principles and
molecular mechanisms that govern
vascular and immune responses during
inflammation and how these can contribute
to tissue repair. For this, we have focused
on the actions of membrane-type matrix

metalloproteinases (MT-MMPs), a
subfamily of proteases that can modify
dynamically the extracellular matrix and
the activity of soluble and membrane
proteins, and particularly in their impact
on the behavior of endothelial and

smooth muscle cells, and of monocytes/
macrophages. We have recently recognized
that MT-MMPs participate in vascular
network reshaping, vessel wall mechanics,
and intravascular crawling of patrolling
monocytes, a subset in charge of surveying
endothelial integrity and combating
foreign agents. Our current research

lines will deepen our understanding on
these blood-flow regulated processes and
allow identifying targets to: i) improve
capillary perfusion and tissue repair in
pathologies such as inflammatory bowel
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disease and peripheral/cardiac ischemia;
and ii) boost immune endogenous
activities to combat infectious and tumor
metastatic disease.
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Patologia Molecular /
Genética del
Complemento

El objetivo del grupo es descifrar las bases moleculares
de enfermedades humanas. Nuestra actividad incluye
identificar los genes que las causan y caracterizar funcio-
nalmente sus variantes patogénicas mediante el andlisis
bioquimico, celular y estructural de las proteinas que codi-
fican. Ademas, generamos modelos animales de estas en-
fermedades con el fin de entender los mecanismos patogé-
nicos y desarrollar estrategias diagnésticas y terapeuticas.

Nuestro trabajo actual se centra en el estudio del papel del sis-
tema del complemento en enfermedad. El complemento es
esencial en la inmunidad innata con papeles fundamentales
en infeccién, eliminacién de restos celulares e inmunocomplejos
y la modulacién de la inmunidad adquirida. Sin embargo, es
una espada de doble filo ya que su activacién descontrolada se
asocia con muchas enfermedades.

Nuestro objetivo es entender como se produce la desregulacién
del complemento en cada una de estas patologias y, asi, profun-
dizar en la comprensién de sus mecanismos patogénicos. Nuestra
actividad experimental es multidisciplinar y se centra fundamen-
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Figure 1

Generation, structural and functional characterization of anti-C3 monoclonal
antibodies with potential diagnostic and therapeutic application.

talmente en el estudio del sindrome hemolitico urémico atipico
y la glomerulopatia C3, interesdndonos también la degeneracién
macular asociada a la edad, la hemoglobulinuria paroxistica
nocturna o la nefropatia IgA. La identificacién y caracterizacién
funcional y estructural de variantes patogénicas de proteinas del
complemento asociadas a enfermedad nos esté permitiendo tam-
bién avanzar en aspectos basicos del sistema del complemento,
aportando conocimiento mecanistico de sus actividades funcio-
nales o describiendo funciones previamente desconocidas, como
es el caso de la actividad de-reguladora de las proteinas FHRs.

Los resultados de nuestra actividad investigadora tienen una
traslacion casiinmediata a la practica clinica. Lideramos el Gru-
po de Trabajo para el Estudio del Complemento en Patologias
Renales, que coordina la actividad investigadora de diversos
grupos de investigacién y que se ha convertido en un referente
internacional en la identificacién del factor etiolégico respon-
sable del desarrollo de estas patologias, lo que estd permitiendo
implementar en este drea una medicina individualizada.

A través de la creacién de dos compaiiias start-up del CIB (SECU-
GEN SL, www.secugen.es; Abvance Biotech srl, www.Abvance.com)
estamos desarrollando y comercializando aplicaciones de la se-
cuenciacién del ADN en el &mbito del diagnéstico molecular y desa-
rrollando nuevas moléculas recombinantes con interés terapéutico.
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Molecular Pathology / Complement Genetics

We perform research with a specific interest in the molecular bases of human disease. Our activities involve gene
identification, mutation detection and biochemical, cellular and structural analysis of the proteins encoded by the
disease-associated genes. A major objective is generating animal models to increase our understanding of pathogenic
mechanisms, to improve diagnostics and to develop preventive and therapeutic strategies.

Our current work focused on the study of
disorders caused by the dysregulation of the
complement system. Complement is central
to innate immunity with roles in bacterial
killing, apoptotic cell clearance, immune
complex handling and modulating adaptive
immunity. Complement is a double-edged
sword, with uncontrolled activation
contributing to pathology in many diseases.

Our current goal is to understand how
deregulation of the complement occurs in
each one of these pathologies and, thus, to
deepen the understanding of its pathogenic
mechanisms. Our experimental activity is
multidisciplinary and it is mainly focused
on the study of atypical hemolytic uremic

syndrome and C3 glomerulopathy, but we
are also interested in age-related macular
degeneration, paroxysmal nocturnal
hemoglobulinuria or IgA nephropathy.

The identification and functional and
structural characterization of pathogenic
variants of complement proteins associated
to disease is also allowing us to advance
in basic aspects of the complement
system, providing mechanistic knowledge
of its functional activities or describing
previously unknown functions, such as the
deregulatory activity of the FHRs proteins.

The results of our research activity are
almost immediately translated into clinical
practice. We lead the Working Group for the
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Study of Complement in Renal Pathologies,
which coordinates the research activity of
various research groups and has become an
international reference in the identification
of the etiological factor responsible for

the development of these pathologies,
which is allowing the implemention of an
individualized medicine in this area.

Through the creation of two CIB start-up
companies (SECUGEN SL, www.secugen.es,
Abvance Biotech srl, www.Abvance.com)
we are developing and commercializing
applications of DNA sequencing in the field
of molecular diagnostics and developing
new recombinant molecules with
therapeutic interest.
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Figure 2

Identification and functional
characterization of new genetic variants
of factor H associated with pathology.
In green are identified those that do not
have functional consequences.
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La represion de ciertos genes implicados en la respuesta al
estrés oxidativo estd asociada con la Fragilidad, mientras
que la mejora en el estado nutricional del viejo se asocia
positivamente con la expresion del gen SIRT1.

El reposicionamiento de farmacos permitio la trasferencia
al desarrollo clinico de la auranofina para infecciones t6-
picas resistentes, y la nueva proteccion de medicamentos
genéricos en fibrosis -ya en desarrollo clinico- y glioblas-
toma.

La seleccién de una cohorte de 350 participantes del Estudio
de Toledo de Envejecimiento Saludable permitié determinar
que la expresién reducida de varios genes implicados en la
respuesta celular al estrés oxidativo o a la hipoxia, se asocia
significativamente con la presencia de la Fragilidad. Un mejor

estado nutricional entre los participantes se asoci6 significati-
vamente con una mayor expresién del gen SIRT1, siendo inde-
pendiente del estado de Fragilidad y del nivel de cumplimiento
de la dieta mediterranea. Estos hallazgos pueden contribuir a
proporcionar biomarcadores que orienten la intervencién cli-
nica, promoviendo la salud y la independencia de las personas
mayores.

La epidermoélisis bullosa distréfica recesiva (RDEB) es un
trastorno fibrético poco frecuente de la piel, causado por mu-
taciones en el gen COL7A1 que codifica el colageno tipo VII.
Los elevados rangos de TGF-$ contribuyen en gran medida al
progreso de la enfermedad rara RDEB. Nuestro estudio con 23
pacientes de RDEB identificé a la Endoglina como una diana
potencial para interferir con la sefializacién del TGF-f, redu-
ciendo los marcadores de fibrosis (Figura 1). Se ha patentado el
Raloxifeno y la N-acetilcisteina como terapias de reposiciona-
miento que restauran la sefializacién no aberrante del TGF-f
en fibroblastos de pacientes con RDEB. El desarrollo clinico
de estas terapias para RDEB, fue iniciado en 2018 con pacien-
tes voluntarios conocidos como “nifios mariposa”. Un nuevo
magnetosensor para la Endoglina esta ya disponible para su
validacién en el diagnéstico y el seguimiento terapéutico de
RDEB (Figura 2).

Los gliomas son el cédncer cerebral més frecuente y una de las
neoplasias de peor pronéstico. Llevamos el conocimiento clinico
de perfiles de microARNSs en glioblastoma al area preclinica y se
ha identificado y protegido el ICI-118,551, un antagonista espe-
cifico de los receptores adrenérgicos f,, que revierte los niveles
fisiopatolégicos de miR-21 y miR-205, inhibe la subpoblacién
de las células madre tumorales y retrasa significativamente el
crecimiento de los tumores in vivo. La elevada tasa de traslacio-
nalidad de esta estrategia de “miR-biosensing” se revela como una
herramienta eficaz en el descubrimiento de farmacos, incluidas
las estrategias de reposicionamiento.
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In older individuals, a reduced expression of certain genes involved in response to oxidative stress is associated to Frailty,

whereas improvement in nutritional status is positively associated with SIRT1.

Repurposing activities allowed the transfer to the clinical development of the auranofin, aimed in resistant topical infections,

and the new protection of generic drugs in fibrosis - one already transferred to clinical setting — and glioblastoma.

A nested case-control study of 350
participants was selected from the Toledo
Study for Healthy Aging. The reduced
expression of certain genes implicated in
cellular response to oxidative stress or
hypoxia are significantly associated with
the presence of Frailty. A better nutrition
status among community-dwelling
TSHA participants was significantly
associated with a higher SIRT1 gene
expression, independently of Frailty
status or the Mediterranean diet. Overall,
these findings may contribute to provide
potential biomarkers and targets for
clinical intervention, to promote health and
independence in the elderly.

Recessive dystrophic epidermolysis
bullosa (RDEB) is a rare skin blistering
fibrotic disorder caused by mutations in
COL7A1, coding for type VII collagen, in
which changes in TGF- activity greatly
contribute to disease progression. Our
research study with 23 RDEB patients,
identified Endoglin as a potential target
to directly interfere with TGF-f signaling
and, concomitantly, reducing markers
of fibrosis (Figure 1). We patented
Raloxifene and N-acetyl-cysteine as
repurposed therapies that ameliorate

Figure 1

Raloxifene and NAC effectively inhibited RDEB
fibroblast contractility.

TGF-B signaling in fibroblasts from
patients of RDEB. The clinical development
of these therapies for RDEB, initiated in
2018, would improve the quality of life

of patients known as “butterfly children”.
A novel magnetosensor for Endoglin is
now available for diagnosis and therapy
assessment of RDEB (Figure 2).

Gliomas are by far the most common
brain cancer found in adults with poor
prognosis. The role of microRNAs (miRs)
is now well documented in glioblastoma.
We used this accumulating knowledge

NACT Ml

RAL poaifemnin 5ubd

from clinic in the preclinical arena and
we have identified and protected the
oncogenic capacity of ICI-118,551, a
specific antagonist of the p2-adrenergic
receptors, that restores non-tumorigenic
levels of miR-21 and miR-205, inhibits
the subpopulation of cancer stem cells
and decrease significantly the growth of
glioblastoma tumors in vivo. The enhanced
“chain of translatability” of this strategy
is highlighting the potential of miR
biosensing as an efficient tool in modern
drug discovery, including repurposing
strategies.

Livkartan 10ub

Collagen gel contraction assay with fibroblasts of DREB patients
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Fl Calibration plot (left)
and amperograms
+ B recorded for the
determination of
— ™ CD105 standards at the
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Error bars estimated as
triple of the standard
¥ deviation (n = 3).
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Mecanismos Patologicos en Neoplasias
Hematolégicas Humanas

Nuestro principal interés es la caracterizacion de los mecanismos moleculares implicados en la progresion de la leucemia
linfocitica crénica, una neoplasia de linfocitos B muy comiin. Nos hemos centrado en el estudio de moléculas implicadas
en adhesion, migracion, supervivencia celular, y angiogénesis, como la integrina a481 y la metaloproteinasa de matriz-9.

Estudiamos también el papel del estroma en la patologia de esta neoplasia.

La leucemia linfocitica crénica (LLC) es
la leucemia més comun en paises occi-
dentales y es todavia incurable. La pro-
gresién de la LLC conlleva la migracién
y localizacién de las células tumorales
en tejidos linfoides, donde reciben se-
nales de supervivencia y proliferacién.
Entre las muchas moléculas que regulan
la migracién de células LLC (Figura 1),
estamos estudiando el papel de la inte-
grina 041 y de la metaloproteinasa de
matriz-9 (MMP-9). Utilizando una linea
celular transfectada establemente con
MMP-9 o con el mutante cataliticamen-
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te inactivo MMP-9MutE, hemos encon-
trado que niveles elevados de MMP-9 in-
hiben la migracién celular, favoreciendo
la retencién de las células tumorales en
los nichos de LLC y por tanto, la pro-
gresion de la enfermedad. Resultados
similares se obtuvieron con células
LLC primarias, incubadas con MMP-9 o
MMP-9MutE. El efecto de la MMP-9 es
debido parcialmente a la modulacién
de rutas de sefializacién relacionadas
con migracién, e implica funciones ca-
taliticas y no cataliticas de la MMP-9,
ya que MMP-9MutE tiene un efecto par-
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cial (Figura 2). Estamos estudiando otros
posibles mecanismos implicados en la
regulacién de la migracién/parada ce-
lular por MMP-9, incluyendo la posible
regulacién de genes relevantes.

Otra caracteristica del avance de la LLC
es el aumento de angiogénesis en la
médula ésea. Dado que las integrinas
regulan la angiogénesis en células endo-
teliales, estamos estudiando la posible
conexidén entre la integrina a4pl y el
sistema VEGF/VEGFR2. También estamos
analizando si MMP-9 regula genes re-
lacionados con angiogénesis e identifi-
cando los mecanismos implicados. Por
altimo, nuestro grupo estudia también
las consecuencias de la interaccién de
células LLC con macréfagos, componen-
te abundante de los tejidos linfoides,
sobre la patologia de la LLC. Estamos
caracterizando las senales que afectan
a la funcién de ambos tipos celulares,
células LLC y macréfagos, y que contri-
buyen a la progresiéon de la LLC.

Figure 1

CLL cells extravasate and infiltrate lymphoid
organs. This process involves several molecules,
including integrins, chemokines and chemokine
receptors. Inhibitors of some of these molecules
(ibrutinib, idelalisib, NOX-A12, perixafor) are
being tested in the clinic. These molecules also
mediate the interaction of CLL cells with the
microenvironment, which contribute to disease
progression.
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Pathological Mechanisms in Human
Hematological Neoplasias

Our major interest is the characterization of the molecular mechanisms accounting for the progression of chronic
lymphocytic leukemia, a common B-lymphocyte neoplasia. We focus on molecules involved in cell adhesion, migration,
survival and angiogenesis, including c481 integrin and matrix metalloproteinase-9. We are also studying the role of the
stroma in the pathology of this malignancy.
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- Redondo-Muiloz J, Garcia-Pardo A* Teixidé J*
[2019] Molecular players in hematologic
Figure 2 tumor cell trafficking. Frontiers Immunol,
en prensa. *Corresponding authors.

Effect of MMP-9 and MMP-9MutE on the in vivo migration of CLL cells to lymphoid organs. A) Fluorescent .
https://doi.org/10.3389/fimmu.2019.00156.

cells were injected into NSG mice (6 mice) and the migration to bone marrow and spleen analyzed by
flow cytometry after 3 h. B) Western blotting analyses of the expression of the indicated proteins in cells - Aguilera-Montilla N, Bailén E, Uceda-Castro R,
transfected with MMP-9 or MMP-9MutE. Ugarte-Berzal E, Santos A, Gutiérrez-
Gonzilez A, Pérez-Sanchez C, Van den Steen PE,
Opdenakker G, Garcia-Marco JA, Garcia-

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is regulatory pathways and involves Pardo A [2019] MMP-9 affects gene expression
the most common leukemia in Western MMP-9 catalytic and not catalytic in chronic lymphocytic leukemia revealing

. . L R CD99 as an MMP-9 target and a novel partner
countries and remains incurable. activities, since MMP-9MutE has a in malignant cell migration/arrest. Oncogene.
Progression of CLL involves the partial effect (Figure 2). We are studying https://doi.org/10.1038/541388-019-0744-3.
migration and localization of malignant other possible mechanisms involved
cells in lymphoid tissues, where they in the regulation of cell migration/ Financiacién | Funding
receive survival and proliferative arrest by MMP-9, including the possible - RTICC D12/0036/0061, 2013-2017 (FIS)
signals. Among the many molecules that modulation of relevant genes. + SAF2015-69180R (MINECO), 1/2016-8/2019

regulate CLL cell migration (Figure 1),
we are studying the roles of a4f1
integrin and matrix metalloproteinase-9
(MMP-9). Using a CLL cell line stably
transfected with MMP-9 or with the
catalytically inactive mutant MMP-
9MutE, we have found that elevated
levels of MMP-9 inhibit cell migration,
favouring retention in CLL niches and,
thus, disease progression. Similar
results were obtained with primary

CLL cells incubated with MMP-9 or
MMP-9MutE. The MMP-9 effect is partly
due to the modulation of migration
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Activacion de Linfocitos T

Analizamos el papel de CD28, su molécula homéloga ICOS (CD278), su ligando (ICOS-L, B7h, CD275), y las seiiales de PI3K
en la regulacion de la activacion de linfocitos T y células NK in vivo e in vitro empleando aproximaciones farmacoldgicas

y genéticas.

Ademads, se ha estudiado la utilidad y el impacto de nanomateriales en la modificacion de mecanismos innatos y adap-

tativos de inmunidad.

Las moléculas de la familia de CD28 y sus vias de sefalizacién
son dianas esenciales en inmunoterapia. El interés de nuestro
grupo se centra en los mecanismos que subyacen al control
de la activacién de linfocitos por moléculas como CD28 e ICOS
y su aplicacién a la modulacién de respuestas inmunes. Las
Fosfatidil-Inositol-3 quinasas (PI3K) de clase IA se unen a CD28
e ICOS y participan en la activacién de linfocitos T. Nuestros
datos previos indican que las subunidades p110a de PI3K se
expresan por y modulan las sefiales de linfocitos T. Pese a la
importancia de PI3K p110a en distintos tipos de células, in-
cluyendo las tumorales, su papel en las respuestas inmunes
ha sido oscurecido por p1103, una subunidad expresada por
leucocitos de importancia bien establecida en la ontogenia y
funcién de linfocitos.

La activacién de MAP quinasas y Akt estd incrementada en
ratones con linfocitos T deficientes en p110a (p110a”-AT). Tam-
bién aumentan los niveles de T-bet, IFN-y, y otras citocinas y
moléculas efectoras esenciales para respuestas de anticuer-
pos, anti-virus, y anti-tumorales, mientras que disminuye la
expansiéon de células Treg. Asi, p110a modula la funcién de
células Ty su pérdida favorece la respuesta frente a melanoma
(Fig. 1). La reduccién de linfocitos T CD4* observada en ratones
p11007AT viejos produce el efecto contrario en enfermedades
autoinmunes.

Estudios paralelos sobre la disminucién de linfocitos NK en
ratones deficientes en ICOS (ICOS-KO) confirmaron la expresién
de ICOS por estas células y su importancia en maduracién y
homeostasis de NK, en las que participan factores intrinse-
cos y extrinsecos. Las células NK ICOS-KO producen menores
cantidades de IFN-y y tienen menor capacidad citotéxica, asi
como menor funcién efectora en la respuesta frente a poly(I:C)
o infeccién por virus vaccinia in vivo. Ademas, las células NK ex-
presan a la vez ICOS e ICOS-L funcionales en la coestimulacién
de senales activadoras. Estos datos confirman las posibilidades
de inmunomodulacién por moléculas de la familia CD28 en las
células del sistema inmune innato.

Publicaciones Seleccionadas | Selected Publications

- Feito M]J, Diez-Orejas R, Cicuéndez M, Casarrubios L, Rojo JM, Portolés MT
[2018] Characterization of M1 and M2 polarization phenotypes in peritoneal
macrophages after treatment with graphene oxide nanosheets. Colloids Surf
B Biointerfaces. doi: 10.1016/j.colsurfb.2018.12.063.

- Feito M]J, Diez-Orejas R, Cicuéndez M, Casarrubios L, Rojo JM, Portolés MT
[2018] Graphene oxide nanosheets increase Candida albicans killing by
pro-inflammatory and reparative peritoneal macrophages. Colloids Surf B
Biointerfaces 171: 250-259.

- Aragoneses-Fenoll L, Ojeda G, Montes-Casado M, Acosta YY, Dianzani U,
Portolés P, Rojo JM [2018] T-cell specific loss of the PI-3 kinase p110a
catalytic subunit results in enhanced cytokine production and anti tumor
response. Front Immunol 9:332.

- Diez-Orejas R, Feito MJ, Cicuéndez M, Rojo JM, Portolés MT [2018]
Differential effects of graphene oxide nanosheets on Candida albicans
phagocytosis by murine peritoneal macrophages. J Colloid Interface Sci 512:
665-673.
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The roles of CD28, the CD28 homolog molecule ICOS (CD278), the ICOS ligand (ICOS-L, B7h, CD275)and PI3K signals in
T lymphocyte and NK activation in vitro or in vivo are analyzed using pharmacologic and genetic approaches.
We are also interested in the use and impact of nanomaterials as modulators of innate and adaptive immunity.

CD28 family molecules and their signaling
pathways have become important

targets in immunotherapy. Our group

is interested in the basic mechanisms
underlying the control of lymphocyte
activation by costimulatory molecules

like CD28 and ICOS and its application

to modulation of immune responses.

Class IA phosphoinositide-3 kinases (PI3K)
bind to CD28 and ICOS and participate

in activation of T lymphocytes. We have
previously shown that PI3K p110a
subunits are expressed by and regulate
costimulatory signals in T lymphocytes.
Despite the relevance of PI3K p110a in
many cell types, including tumor cells,

its role in immune reactions has been
shadowed by p1108, an isoform expressed
by leukocytes and very important to
lymphocyte function and ontogeny.

Early activation of Akt, Erk, or P38

was increased in mice with p110a
deleted in CD4* and CD8* T lymphocytes
(p1100”-AT mice). Levels of T-bet, IFN-y,
and other cytokines and effector molecules
involved in antibody, anti-virus and anti-
tumor responses were enhanced, whereas
expansion of Treg cells was diminished.
Thus, p110a subunits modulate T cell
function, and its loss favoured immune
responses against the B16.F10 melanoma
(Fig. 1). Reduced numbers of CD4* T

cells in older mice were observed with

an impact in experimental autoimmune
diseases.

In parallel, the observation that ICOS-
deficient (ICOS-KO) mice present low
NK cells led us to analyze its role in NK
cell development and function. Indeed,

we observed that NKs express ICOS,

and ICOS-KO mice show deficient NK

cell maturation and homeostasis, due

to both NK-intrinsic and -extrinsic
factors. ICOS-KO NK cells show impaired
production of IFN-y and cytotoxicity, as
well as NK cell-mediated effector function
during the response to poly(I:C) or vaccinia
virus infection in vivo. Interestingly,

NK cells can simultaneously express ICOS
and ICOS-L, and both are functional in
costimulation of NK activation signals.
These data confirm the immunomodulary
potential of CD28 family molecules in
innate immune cells.

Deletion of PI3K p110a catalytic subunits in T lymphocytes
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Figure 1

Removal of p110a is lethal
to the embryo, so mice
with p110a-deficient T
lymphocytes (p110a’-AT)
were obtained by crossing
CD4-Cre mice with mice
with a “floxed” pik3ca gene
(p110afoxox), The p110a-
AT mice show enhanced
activation of CD4* and
CD8* T cells in vitro,
including early signaling,
and production of IFN-y
and other cytokines

and effector molecules
involved in anti-tumor
responses, as shown in a

model of melanoma.
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Receptores de
TGF-beta en Células
Endoteliales

Endoglina y ALK1 son miembros del complejo receptor de
TGF-beta en células endoteliales con implicaciones en la fi-
siopatologia vascular. Mutaciones en los genes de endogli-
na o ALK1 (ACVRL1) son responsables de la Telangiectasia
Hemorrdgica Hereditaria (HHT), una enfermedad vascular
autosémica dominante. Endoglina y ALK1 regulan la an-
giogénesis y homeostasis vascular, y una forma soluble de
endoglina tiene un papel patogénico en preeclampsia.

asociadas con frecuentes epistaxis, hemorragias gastrointestina-
les, telangiectasias cutdneas, y malformaciones arteriovenosas en
pulmén, higado y cerebro. Entre los objetivos cientificos del grupo
se incluyen: i) Diagndstico molecular en la poblacién de pacientes
HHT; ii) Identificar nuevos biomarcadores en HHT; iii) Analizar los
mecanismos patogenicos de las mutaciones en genes HHT; iv) Ob-
tener cultivos primarios de células endoteliales y monocitos acti-
vados a partir de sangre periférica de pacientes HHT para estudios
funcionales; v) Analisis proteédmico y funcional de endoglina hu-
mana y proteinas asociadas; y vi) Buscar medicamentos huérfanos
con posible aplicacién en HHT y estudiar su mecanismo de accién.

Recientemente, nuestro grupo ha empezado a estudiar la en-
fermedad de von Hippel Lindau (VHL), causada por mutaciones
en el gen VHL. Dado que esta enfermedad cursa con carcinoma
renal y hemangioblastomas altamente vascularizados a lo largo
del sistema nervioso central, estamos buscando medicamentos
con base anti-angiogénica para tratarla.

Publicaciones Seleccionadas | Selected Publications

+ Gallardo-Vara E, Tual-Chalot S, Botella LM, Arthur HM, Bernabeu C [2018]
Soluble endoglin regulates expression of angiogenesis-related proteins and
induction of arteriovenous malformations in a mouse model of hereditary
hemorrhagic telangiectasia. Dis Model Mech 11(9). doi: 10.1242/dmm.034397

« Rossi E, Pericacho M, Bachelot-Loza C, Pidard D, Gaussem P, Poirault-
Chassac S, Blanco FJ, Langa C, Gonzalez-Manchén C, Novoa JML,

Smadja DM, Bernabeu C [2018] Human endoglin as a potential new partner
involved in platelet-endothelium interactions. Cell Mol Life Sci 75:1269-1284.

- Nufiez-Gémez E, Pericacho M, Ollauri-Ibafiez C, Bernabéu C, Lépez-

Novoa JM [2017] The role of endoglin in post-ischemic revascularization.
Angiogenesis 20:1-24.

+ Albifiana V, Escribano RM]J, Soler I, Padial LR, Recio-Poveda L, Villar Gémez
De Las Heras K, Botella LM [2017] Repurposing propranolol as a drug for
the treatment of retinal haemangioblastomas in von Hippel-Lindau disease.
Orphanet ] Rare Dis 12:122.

- Ruiz-Llorente L, Gallardo-Vara E, Rossi E, Smadja DM, Botella LM,
Bernabeu C [2017] Endoglin and alk1 as therapeutic targets for hereditary
hemorrhagic telangiectasia. Expert Opin Ther Targets 21:933-947.
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of Endoglin as the origin of hereditary hemorrhagic telangiectasia type 1.
BMC Med Genet 18:20.
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emerging pharmacotherapies for hereditary hemorrhagic telangiectasia.
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+ Rossi E, Smadja D, Goyard C, Cras A, Dizier B, Bacha N, Lokajczyk A,
Guerin CL, Gendron N, Planquette B, Mignon V, Bernabéu C, Sanchez O,
Smadja DM [2017] Co-injection of mesenchymal stem cells with endothelial
progenitor cells accelerates muscle recovery in hind limb ischemia through
an endoglin-dependent mechanism. Thromb Haemost 117:1908-1918.
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Nuestro laboratorio estudia la expresién génic a, estructura y fun- Medicamentos huérfanos designados por EMA (Agencia Europea Medicamento)
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designation: EMA/OD/135/18. COMP 18-10-2018. Indication: Topical
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TGF-beta. Mutaciones en los genes de endoglina, ALK1 0 BMP9 dan

lugar a HHT1, HHT2 o HHTS5, respectivamente, las cuales estan de Investigaciones Cientificas (CSIC)
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TGF-beta Receptors in Endothelial Cells

Endoglin and ALK1 are components of the TGF-beta receptor complex in endothelial cells that are involved in vascular
physiopathology. Mutations in endoglin or ALK1 (ACVRL1) genes give rise to the Hereditary Hemorrhagic Telangiectasia
(HHT), a dominant autosomic vascular dysplasia. Endoglin and ALK1 regulate angiogenesis and vascular homeostasis,
and a soluble form of endoglin has a pathogenic role in preeclampsia.

Our laboratory studies the gene lung, liver and brain. The scientific Recently, our group has started studying
expression, structure and function objectives of the group include: von Hippel Lindau disease (VHL), caused
of the TGF-beta receptors endoglin i) Molecular diagnosis in the population by mutations in the VHL gene. Given
and ALK1, in normal physiology and of HHT patients; ii) Identify new that this disease occurs with renal
in the context of human pathology, biomarkers in HHT; iii) Analyze the carcinoma, as well as highly vascularized
with special emphasis in HHT. Both pathogenic mechanisms of mutations hemangioblastomas throughout the central
receptors are able to bind specifically in HHT genes; iv) Obtain primary nervous system, we are looking for anti-
the ligand BMP9, a member of the cultures of activated endothelial cells angiogenic drugs to treat it.
TGF-beta superfamily. Mutations and monocytes from peripheral blood
in endoglin, ALK1 or BMP9 genes of HHT patients for functional studies; Financiacién | Funding
give raise to HHT1, HHT2 or HHTS, v) Proteomic and functional analysis . SAF2013-43421-R (MINECO)
respectively, which are associated with of human endoglin and associated - SAF2014-52374-R (MINECO)
frequent epistaxis, gastrointestinal proteins; and vi) Search for orphan + SAF2017-83351R (MINECO)

. . . . N - CB06/07/0038 (CIBERER-ISCIII)
hemorrhages, cutaneous telangiectasis drugs with possible application in HHT

i o i . . . + 201420E039 (CSIC)
and arteriovenous malformations in and study their mechanism of action. - 201820E073 (CSIC)
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Figure 1 Figure 2
Hypothetical model of endoglin in integrin-mediated cell adhesions. Hypothetical model of soluble endoglin (sEng) action on the vasculature.
The chemokine CXCL12 activates integrins on leukocytes, VSMCs and Membrane endoglin associates with type I (RI; ALK1) and type II (RII;
platelets, promoting their binding to endothelial endoglin. Endoglin BMPR2/ActRII) TGF-p receptors in a complex that can be activated by BMP9.
haploinsufficiency (HHT1) leads to an impaired VSMCs recruitment, In endoglin-silenced endothelial cells (Eng-iKOe), BMP9 cannot bind to
leukocyte extravasation, and endothelial-dependent hemostasis. membrane endoglin, but interacts with sEng and the resulting BMP9/sEng
BM, Basal Membrane; E, Endothelium; EC, Endothelial Cell; ECM, complex interacts with the ALK1 receptor, enhancing the proangiogenic ALK1
Extracellular Matrix; VMCs, Vascular Mural Cells. Adapted from Ruiz- signalling and decreasing the incidence of arteriovenous malformations

Llorente et al. 2017. (AVMs). Adapted from Gallardo-Vara et al. 2018.
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Inmunologia Viral:
Terapias y Vacunas

El principal objetivo del grupo es profundizar en la relacién
inmunoldgica de las infecciones virales con el hospedador
natural para diseiiar nuevos tratamientos o vacunas. Se
usard el cerdo como modelo para terapias celulares.

Aparte de la importancia como agente zoonético, el virus de la
gripe porcina (VGP) es una enfermedad respiratoria relevante,
cuya importacia muchas veces se ha infravalorado debido al
impacto de otras patologias respiratorias. El virus de la peste
porcina africana (VPPA) causa una enfermedad muy grave en
cerdos domésticos que puede resultar en hasta un 100% de mor-
talidad. Actualmente, no existe vacuna frente al VPPA.

Se necesitan otras estrategias vacunales, que solo se pueden
desarrollar mediante un profundo conocimiento de la respuesta
inmune durante la interaccién virus-hospedador (Fig. 1). El tra-
bajo en el grupo esta dirigido a comprender la respuesta inmune
requerida para conseguir una proteccién eficaz, que se aplicard
en disefno racional de vacunas frente el VGP o el VPPA.

En colaboracién con otros grupos internacionales, hemos aplica-
do la vacunologia reversa para indentificar epitopos T presenta-
dos por el MHC de clase I (SLA-I en cerdos) e identificado varios
peptidos antigénicos del VGP.

También hemos desarrollado métodos para rastrear células
in vivo usando resonancia magnética que serviran para mejorar

las terapias celulares.

Publicaciones Seleccionadas | Selected Publications

Viral Immunology:
Therapies and
Vaccines

The main aim of the group is to provide new insights into
immunological host-pathogen interactions by studying
the immune system of the pigs in the context of natural
relevant viral infections. Pigs will be used as model for
cellular therapies.

Besides its importance as a zoonotic agent, Swine Influenza Virus
(SwlV) is a relevant porcine respiratory disease, whose importance
has been often underestimated due to the impact of other respiratory
pathologies. African swine fever virus (ASFV) causes severe disease
in domestic pigs that can result in up to 100% mortality. Nowadays,
there is no vaccine against ASFV.

Other vaccination approaches are required, which can only be
informed by a deeper knowledge of immune responses during host-
pathogen interactions (Fig. 1). The work in the group is directed
into a better understanding of the immune responses required for
protection in order to provide the information for rationally design a
vaccine against ASFV or SwiV.

Our team and in collaboration with other international groups have
applied reverse vaccinology to identify SLA-I T-cell epitopes. We have
identified several antigenic peptides from SwIV.

Also, we have set up a model for cell tracking in vivo using magnetic
resonance imaging that will be used in improving cellular therapies.

Figure 1
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- Almansa R, Martinez-Orellana P, Rico L,
Iglesias V, Ortega A, Vidana B, Martinez J,
Exp6sito A, Montoya M, Bermejo-Martin JF [2017]
Pulmonary transcriptomic responses indicate
a dual role of inflammation in pneumonia
development and viral clearance during 2009
pandemic influenza infection. Peer] 5:€3915.

- Baratelli M, Pedersen LE, Trebbien R, Larsen LE,
Jungersen G, Blanco E, Nielsen ], Montoya M
[2017] Identification of cross-reacting T-cell
epitopes in structural and non-structural
proteins of swine and pandemic HIN1
influenza A virus strains in pigs. ] Gen Virol 98
(5):895-899.

- Montoya M, Foni E, Solorzano A, Razzuoli E,
Baratelli M, Bilato D, Cérdoba L, Del Burgo MAM,
Martinez J, Martinez-Orellana P, Chiapponi C,
Perlin DS, Del Real G, Amadori M [2017]
Expression Dynamics of Innate Immunity in
Influenza Virus-Infected Swine. Front Vet Sci 4:48.

Immunol 30 (1):58-69.

Antiviral Res 138:1-8.

+ Post J, Weesendorp E, Montoya M, Loeffen WL
[2017] Influence of Age and Dose of African
Swine Fever Virus Infections on Clinical
Outcome and Blood Parameters in Pigs. Viral

- Sanchez-Cordon PJ, Chapman D, Jabbar T,
Reis AL, Goatley L, Netherton CL, Taylor G,
Montoya M, Dixon L [2017] Different routes
and doses influence protection in pigs
immunised with the naturally attenuated
African swine fever virus isolate OURT88/3.

- Soria I, Quattrocchi V, Langellotti C,
Gammella M, Digiacomo S, Garcia de la Torre B,
Andreu D, Montoya M, Sobrino F, Blanco E,
Zamorano P [2017] Dendrimeric peptides can
confer protection against foot-and-mouth
disease virus in cattle. PLoS One 12 (9):e0185184.

+ Guzman E, Montoya M [2018] Contributions of
Farm Animals to Immunology. Front Vet Sci 5:307.

- Montaner-Tarbes S, Novell E, Tarancén V,
Borras FE, Montoya M, Fraile L, Del Portillo HA
[2018] Targeted-pig trial on safety and
immunogenicity of serum-derived extracellular
vesicles enriched fractions obtained from
Porcine Respiratory and Reproductive virus
infections. Sci Rep 8 (1):17487.

- Sanchez-Cordén PJ, Montoya M, Reis AL,
Dixon LK [2018] African swine fever: A re-
emerging viral disease threatening the global
pig industry. Vet ] 233:41-48.

- Tungatt K, Dolton G, Morgan SB, Attaf M,

Fuller A, Whalley T, Hemmink JD, Porter E,
Szomolay B, Montoya M, Hammond JA, Miles Jj,
Cole DK, Townsend A, Bailey M, Rizkallah PJ,
Charleston B, Tchilian E, Sewell AK [2018]
Induction of influenza-specific local CD8 T-cells
in the respiratory tract after aerosol delivery of
vaccine antigen or virus in the Babraham inbred
pig. PLoS Pathog 14 (5):¢1007017.
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Biologia Estructural y Quimica
Structural and Chemical Biology

overview

The Structural and Chemical Biology Department (SCB) integrates
people with expertise in structural, chemical and computational
biology. Research at SCB aims to understand specific biological
problems at different levels of complexity, from the single molecule
level to sub-cellular macromolecular assemblies, in an effort to
develop new compounds of pharmacological interest. In order to
meet these challenges, the SCB gathers a powerful combination
of experimental and theoretical strengths in structural biology,
mechanistic biochemistry, chemical biology, molecular biophysics,
synthetic and computational biology, and medicinal chemistry.
Our research targets include carbohydrate recognition, pathogenic
microorganisms, microtubules, transcription, DNA replication and
repair, and immune response, with additional emphasis on cancer
and neurological diseases. The resulting knowledge is expected

to provide insight into essential biological functions, eventually
leading to drug design and other biomedical applications.

Antonio Romero
Department Head
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Biosensores y
Quimica Biologica

Nuestra investigacion se centra en el uso de nanoparticu-
las y otras herramientas quimicas para comprender pro-
cesos bioldgicos de condiciones patoldgicas y la biisqueda
de farmacos para las mismas. Utilizamos Quantum Dots
de Cd/Se como nanoparticulas luminiscentes sensores de
macromoléculas y de procesos biolégicos dindmicos.

El grupo de Biosensores y Quimica Bioldgica se centra en el estu-
dio molecular de enfermedades y la bisqueda de tratamientos
farmacolégicos innovadores.

Nuestro grupo trabaja principalmente con nanoparticulas lumi-
niscentes de tipo Quantum Dot (QD) conjugadas con anticuerpos
monoclonales (mAb) o con péptidos substratos de enzimas de in-
terés. Con los conjugados de QD-mADb, estamos trabajando para
poner a punto una plataforma multicolor para medir de forma
simultdnea hasta 5 moléculas de interés a nivel de célula Unica.

Por otro lado, trabajamos en el desarrollo de péptidos penetradores
de membrana selectivos de tipos celulares concretos, y en su con-
jugacién con: a) fluoréforos que permitan el estudio de su compor-
tamiento celular y b) farmacos que puedan ser dirigidos especifica-
mente a la poblacién celular donde ejercer su accién terapéutica.

Premios | Awards

- Nozal V, Garcia-Rubia A, Pérez C, Martinez A, Palomo V. Improved linkage
design for the discovery of multitarget ligands as powerful drugs for
Alzheimer’s disease. Premio de la Real Academia Nacional de Farmacia.
Concurso Cientifico 2018.

Financiacién | Funding

- LCF/BQ/PR18/11640007 (La Caixa, 2018-2021)
- B2017/BMD-3813 (CM, 2018-2021)
- JCI-2014-20767 (MINECO, 2016-2018)
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Biosensors and
Chemical Biology

Our research is focused in the use of nanoparticles and
other chemical tools to understand biological processes
of pathological conditions and search for drugs able

to tackle them. We use Quantum Dots of Cd/Se as
luminescent nanoparticle sensors of macromolecules
and dynamic biological processes.

The group of Biosensors and Chemical Biology works on the
molecular study of diseases and the search for innovative
pharmacological treatments.

We work with Quantum Dot (QD) luminescent nanoparticles
conjugated with monoclonal antibodies (mAb) or peptidic substrates
of target enzymes. With QD-mADb conjugates we are working on
establishing a multicolor platform to measure simultaneously up to
5 molecular targets at the single cell level.

We also work in the development of specific cell penetrating peptides,
conjugating them with: a) fluorophores to allow the study of their
biological behavior and b) therapeutic drugs, to direct them to a
specific cellular type to pursue their action.
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Figure 1

Confocal microscope images of QD conjugates staining nuclear proteins.
Multicolor molecular profile with QDs for the discovery of therapeutic drugs.

- Palomo V, Cistrone PA, Zhan N, Palui G, Mattoussi H, Dawson PE [2018]
Efficient assembly of quantum dots with homogenous glycans derived from
natural n-linked glycoproteins. Bioconjug Chem 29:3144-3153.

- Sanchez-Cruz A, Villarejo-Zori B, Marchena M, Zaldivar-Diez J, Palomo V, Gil C,
Lizasoain I, de la Villa P, Martinez A, de la Rosa EJ, Herndndez-Sanchez C
[2018] Modulation of GSK-3 provides cellular and functional neuroprotection
in the rd10 mouse model of retinitis pigmentosa. Mol Neurodegener 13:19.

- Marchena M, Villarejo-Zori B, Zaldivar-Diez ], Palomo V, Gil C, Hernandez-
Sanchez C, Martinez A, de la Rosa E [2017] Small molecules targeting
glycogen synthase kinase 3 as potential drug candidates for the treatment of
retinitis pigmentosa. ] Enzyme Inhib Med Chem 32:522-526.

- Palomo V, Pérez DI, Roca C, Anderson C, Rodriguez-Muela N, Pérez C, Morales-
Garcia JA, Reyes JA, Campillo NE, Pérez-Castillo AM, Rubin LL, Timchenko L,
Gil C, Martinez A [2017] Subtly modulating glycogen synthase kinase 3 p:
allosteric inhibitor development and their potential for the treatment of
chronic diseases. ] Med Chem 60:4983-5001.

- Palomo V, Martinez A [2017] Glycogen synthase kinase 3 (GSK-3) inhibitors: a
patent update (2014-2015). Expert Opin Ther Pat 27:657-666.

- Polonskaya Z, Deng S, Sarkar A, Kain L, Comellas-Aragonés M, McKay CS,

Kaczanowska K, Holt M, McBride R, Palomo V, Self KM, Taylor S, Irimia A,
Mehta SR, Dan M, Brigger M, Crotty S, Schoenberger SP, Paulson JC,
Wilson IA, Savage PB, Finn MG, Teyton L [2017] T cells control the
generation of nanomolar-affinity anti-glycan antibodies. ] Clin Invest
127:1491-1504.

- Pérez-Domper P, Palomo V, Gradari S, Gil C, de Ceballos ML, Martinez A,

Trejo JL [2017] The GSK-3-inhibitor VP2.51 produces antidepressant effects
associated with adult hippocampal neurogenesis. Neuropharmacology
116:174-187.

- Medina-Rodriguez EM, Bribidn A, Boyd A, Palomo V, Pastor ], Lagares A,

Gil C, Martinez A, Williams A, de Castro F [2017] Promoting in vivo
remyelination with small molecules: a neuroreparative pharmacological
treatment for Multiple Sclerosis. Sci Rep 7:43545.

- Susumu K, Field LD, Oh E, Hunt M, Delehanty ], Palomo V, Huston AL,

Dawson PE, Medintz IL [2017] Purple-, blue-, and green-emitting multishell
alloyed quantum dots: synthesis, characterization, and application for
ratiometric extracellular pH sensing. Chem Mater 29:7330-7344.
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Senalizacion
Adhesion Celular

Estudiamos la estructura, funcién y sefializacion de las
adhesiones focales, complejos clave en la migracion celu-
lar. Estas sefiales estdn sobreactivadas e inician la me-
tastasis en el cancer. Queremos utilizar nuestros conoci-
mientos para desarrollar compuestos antimetastdsicos.

Estudiamos la arquitectura y los mecanismos de accién de
un complejo de proteinas involucrado en la migracién celular
conocido como adhesién focal. Las sefiales de este complejo
son clave para la migracién celular coordinada y en cancer son
sobreactivadas en los procesos de invasién y la metdastasis. Mi
grupo ha originado esta linea de investigacién en el Centro
Nacional de Investigaciones Oncolégicas y recientemente la
ha incorporado al CIB. Nuestro principal objetivo en el CIB es
reconstituir la disposicién en capas del complejo de adhe-
sioén focal en la membrana plasmatica para realizar estudios
estructurales y dilucidar cémo los reordenamientos de los
distintos componentes activan las sefiales de adhesién focal.
Utilizamos un enfoque de biologia estructural integrado que
combina cristalografia de rayos X y microscopia crioelectrénica
(cryo-EM) con estudios bioquimicos y funcionales para com-
prender estos mecanismos a nivel atémico y poder racionalizar
cémo los eventos oncogénicos producen una perturbacién en
estos mecanismos. Utilizamos esta informacién para el dise-
no basado en la estructura de posibles compuestos antime-
tastasicos que compiten con los eventos de activacién en las
adhesiones focales.

Biologia Estructural y Quimica

Structural and Chemical Biology [67]
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- Bauer MS, Baumann F, Daday C, Redondo P, Durner E, Jobst MA, Milles LF,
Mercadante F, Pippig DA, Gaub HE, Griter F, Lietha D [2019] Structural and
mechanistic insights into mechanoactivation of Focal Adhesion Kinase.
PNAS. DOI: 10.1073/pnas.1820567116.

- Yen-Pon E, Li B, Acebrén M, Tomkiewicz-Raulet C, Dawson J, Lietha D,
Frame MC, Coumoul X, Garbay C, Etheve-Quelquejeu M, Chen H [2018]
Structure-based design of a potent and irreversible inhibitor of focal
adhesion kinase. ACS Chem Biol 13:2067-2073.

- Toledo RA, Garralda E, Mitsi M, Pons T, Monsech J, Vega E, Otero A,
Albarran MI, Bafios N, Duran Y, Bonilla V, Sarno F, Camacho-Artacho M,
Sanchez-Pérez T, Perea S, Alvarez R, De Martino A, Lietha D, Blanco-
Aparicio C, Cubillo A, Dominguez O, Martinez-Torrecuadrada JL, Hidalgo M
[2018] Whole-exome sequencing of plasma DNA identifies KDR/VEGFR2
somatic mutations as colorectal cancer drivers and modulators of anti-
angiogenic therapies. Clin Cancer Res 24:3550-3559.

- Le Coq J, Camacho-Artacho M, Veldzquez JV, Santiveri CM, Heredia L, Campos-
Olivas R, Dolker N, Lietha D [2017] Structural basis for allosteric interdomain
signaling in SHIP2 required for high phosphatase activity. ELife 6:626640.

- Dao P, Lietha D, Etheve-Quelquejeu M, Garbay C, Chen H [2017] Synthesis
of novel 1,2,4-triazine scaffold as FAK inhibitors with antitumor activity.
Bioorg Med Chem Lett 27:1727-1730.

Cell Signalling and
Adhesion

We study the structure, function and signalling in focal
adhesions, a key protein complex in cell migration.

In invasive cancers these signals are upregulated

to initiate metastasis. We aim to use our insights to
develop anti-metastatic compounds.

We perform structural and mechanistic studies on a macromolecular
protein complex involved in mesenchymal cell migration, known as
focal adhesion complex. Signals generated in this complex are key
for coordinated cell migration and in cancer they are upregulated to
trigger tumour invasion and metastasis. The group has started this
research line in the Spanish National Cancer Research Centre (CNIO,
Madrid) and has only recently been incorporated into the CIB. At

the CIB, we aim to reconstitute the layered arrangement of the focal
adhesion complex on the plasma membrane for structural studies
and elucidate how rearrangements trigger focal adhesion signals.
We use an integrated structural biology approach, combining

X-ray crystallography and cryo-electron microscopy (cryo-EM) with
biochemical and functional studies to understand these mechanisms
at atomic detail and to rationalise how oncogenic events result in their
deregulation. Further we utilise this information
for a structure based design of potential
anti-metastatic compounds that compete with
activating events in focal adhesions.

Financiacién | Funding

+ BFU2016-77665-R (MINECO)
+ 15-1177 (WCR, formerly AICR)

Figure 1

Bottom-up strategy for analysing the layered

focal adhesion structure. (a-b) We reconstitute

the focal adhesion complex layer by layer on

a lipid membrane for an integrated structural
biology analysis. (b-c) Using cryo-EM we have
already obtained an atomic model of the first layer
containing oligomerised FAK on the membrane
revealing large rearrangements of its FERM and
kinase domains that trigger focal adhesion signals.
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Figure 1
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Computacional

involucrados en la funcionalidad de los TLRs y en el reco-
nocimiento de PAMPs, como lipopolisacaridos, lipopéptidos

Nuestro interés como investigadores se sitiia en la inter- y glicopéptidos. También empleamos técnicas de “docking”
fase entre la Quimica y la Biologia. Aplicamos Modelado ligando-proteina y cribado virtual como fuente de nuevos
Molecular y Quimica Computacional al estudio de inte- compuestos capaces de modular el comportamiento de los
racciones ligando-receptor y procesos de reconocimiento TLRs con posibles aplicaciones terapéuticas en infeccién,

inflamacién, cancer y enfermedades neurodegenerativas, o

molecular con relevancia para el disefio de farmacos y . I
bien como sondas bioldgicas.

sondas biolégicas. Combinamos esta investigacién con
estudios estructurales y biolégicos dentro de una apro-

. .. v e a. . 2) Las galectinas son lectinas de unién de beta-galactésidos
ximacion multidisciplinar e integradora.

que juegan un papel importante en infeccién, enfermedades
inflamatorias y progresiéon tumoral. Nuestro trabajo se centra

Nuestro trabajo esta centrado fundamentalmente en el mode- en la dilucidacién del mecanismo que gobierna el reconoci-
lado molecular y estudio computacional de procesos de recono- miento de oligosacaridos, naturales y sintéticos, por parte
cimiento molecular en los que estan implicados receptores de de las diferentes galectinas. Combinamos “docking”, simu-
reconocimiento de patrones moleculares (PRRs): los receptores laciones de dindmica molecular y técnicas de cribado virtual
Toll-like y las galectinas. para entender cémo se transfiere la informacién biolégica
contenida en la estructura quimica de los glicanos a procesos
1) Los receptores Toll-like (TLRs) son los actores principales en biolégico/patolégicos a través de estas lectinas.
lainmunidad innata y reconocen patrones moleculares aso-
ciados a patdégenos (PAMPs). Empleamos metodologias com- Combinamos nuestro trabajo computacional con estudios bio-
putacionales, como simulaciones de dindmica molecular y légicos y estructurales, asi como con la sintesis de nuevos com-
“coarse-grained”, "docking” proteina-proteina y simulaciones puestos y mutagénesis dirigida, en colaboracién muy préxima
de membrana, para estudiar los mecanismos moleculares con grupos experimentales.

Figure 2

The relevance of the
subtle differences in
galectin binding may
determine different
glycan recognition and
biological outcomes.
Representation of
human galectins 1, 3,
and 7 in complex with
lactose.
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Computational Chemical Biology

Our research interests lie at the interface between Chemistry and Biology. We apply Molecular Modeling and

Computational Chemistry to the understanding of ligand-receptor interactions and molecular recognition processes
relevant for the design of drugs and biological probes. We combine these investigations with structural and biological
studies, within a multidisciplinary and integrative approach.

Our work is focused in the molecular
modeling and computational study of
molecular recognition processes involving
Pattern Recognition Receptors (PRRs): Toll-
like receptors, and Galectins.

1) Toll-like receptors (TLRs) are the

main actors in innate immunity and
are specialized in the recognition of
pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs). We apply computational
methodologies, such as MD and CG
simulations, protein-protein docking
and membrane simulations, to the
study of the molecular mechanisms
involved in the TLRs functionality,

2)

and in the recognition by PAMPs,

such as natural lipopolisaccharides,
lipopeptides and glycopeptides. We also
make use of ligand-protein docking and
virtual screening as a source of new
compounds able to modulate the TLRs
behaviour with possible therapeutic
applications in infection, inflammation,
cancer, and neurodegenerative diseases,
and also as biological probes.

Galectins are beta-galactoside-binding
lectins that play an important role in
infection, inflammatory diseases and
tumor progression. Our work is focused
on the elucidation of the mechanisms

that govern natural and synthetic
oligosaccharides recognition by different
galectins. Combination of docking,
molecular dynamics simulations

and virtual screening techniques

are exploited to understand how the
bioinformation contained in the glycans
chemical structure is transferred to
biological/pathological processes via
lectins.

We combine our work with biological
and structural studies, site-directed
mutagenesis, and synthesis of novel
compounds, in close collaboration with
experimental groups.
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Metabolismo Energético y
Desarrollo de Farmacos

El metabolismo energético es clave para el mantenimiento de las funciones celulares y, por tanto, diana farmacolégica
para el tratamiento de distintas patologias. Investigamos nuevos péptidos membrano-activos e inhibidores mitocon-
driales o de rutas de seiializacion para, por ejemplo, luchar frente a las infecciones causadas por el protozoo pardsito
Leishmania o para sensibilizar las células tumorales frente a agentes quimioterapetiticos.

El metabolismo energético juega un papel central en todos
los organismos vivos por lo que sus alteraciones en diversas
patologias se han convertido en una atractiva diana para el
desarrollo de nuevos enfoques terapéuticos. Aunque nuestra
experiencia en bioenergética celular nos ha permitido abor-
dar diferentes problemas biolégicos, con fructiferas colabo-
raciones con otros grupos de investigacién, nuestro principal
objetivo es el desarrollo de nuevas estrategias para tratar la
leishmaniasis.

La leishmaniasis es una enfermedad tropical desatendida cuya
incidencia global es de 10 a 12 millones de personas infectadas
en todo el mundo. Actualmente, los tratamientos se limitan a
la quimioterapia y los pocos medicamentos disponibles estan
amenazados por el aumento de las resistencias y sus graves
efectos secundarios.

El ciclo de vida de Leishmania incluye dos etapas principales, el
promastigote que habita dentro de su vector invertebrado y el
amastigote, un parasito intracelular obligatorio del macréfago.
Ambas formas muestran profundas diferencias en su metabo-
lismo debido a su adaptacién a los diferentes entornos. Nuestra

estrategia se centra en el desarrollo de terapias combinadas
dirigidas tanto al parédsito como al metabolismo energético
del macréfago.

Las familias de compuestos que se investigan se pueden dividir
en tres categorias:

1) Compuestos conocidos que alteran el metabolismo energé-
tico de los macréfagos o vias de sefializacién implicadas en
la respuesta a la infeccién.

2) Bibliotecas de compuestos de bajo peso molecular que inhi-
ban el metabolismo energético de Leishmania.

3) Nuevos péptidos membrano-activos que eliminen al parési-
to por permeabilizacién de la membrana plasmaética, o que
puedan utilizarse para vehicular drogas.

El objetivo final es desarrollar nuevos farmacos leishmanici-
das que, en combinacién con drogas dirigidas al metabolismo
energético en la interaccién Leishmania-macréfago, permitan un
nuevo enfoque terapéutico efectivo para la leishmaniasis.
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Figure 1

Leishmanicidal activity of the
enterocin AS-48 on RAW 264.7
macrophages infected with
Leishmania pifanoi amastigotes.
A) Untreated infected
macrophages. B) Infected
macrophages treated with 7 uM
AS-48 for 24 h. White arrows
identify alive amastigotes
within the parasitophorous
vacuoles, while red arrows
point at residual dead
amastigotes. Magnification

bar = 10 um. (Abengézar et al.
(2017) Antimicrob Agents
Chemother 61: pii: €02288-16.
Copyright ASM)

Energy Metabolism and Drug Development

Energy metabolism is essential for the maintenance of cellular functions, thus, a drug target to treat a variety of
pathologies. We investigate new mitochondrial inhibitors, membrane active peptides and disruptors of the signal
transduction pathways involved in the regulation of the energy metabolism to fight, for example, against infection by
the human protozoan parasite Leishmania or to sensitize cancer cells to chemotherapeutic agents.

The pivotal role of the energy

2) Phenotypic screening of libraries of

metabolism in all living organisms
and its modification under a variety of
pathologies has become an appealing
target for the development of new
therapeutic approaches. Although

our expertise in cellular bioenergetics
has allowed us to address different
biological and pathological systems,
with fruitful collaborations with other
research groups, our main goal is the
development of new strategies to treat
leishmaniasis.

Leishmaniasis is a neglected tropical
disease whose global incidence is of

10-12 million people infected worldwide.

Treatments are currently limited to
chemotherapy and the few available

drugs are threatened by rising resistance

and severe side effects. Consequently,
new therapeutic approaches are needed.

The life cycle of Leishmania includes
two major stages, the promastigote that
dwells inside its invertebrate vector

and the amastigote, an obligatory
intracellular parasite of the macrophage
in vertebrates. Both forms display
profound differences in their metabolism
due to their adaptation to their different
environments. Our strategy focuses on
combination therapies targeting both the
parasite and the energy metabolism of
the macrophage.

The families of compounds that are
under investigation can be divided into
three major categories:

1) Compounds known to alter
the energy metabolism of the
macrophage or key signalling
pathways involved in its response
to infection.

Publicaciones Seleccionadas | Selected Publications

low molecular weight compounds as
inhibitors of the energy metabolism
of Leishmania.

3) New membrane-active peptides that
either kill the parasite by disruption of
the plasma membrane, or that could
be used to vehicle inside Leishmania a
variety of cargo molecules.

The final aim is the discovery of new
leishmanicidal drugs that, in combination
with drugs aimed at energy metabolism in
the Leishmania-macrophage interaction,
allow a new effective therapeutic approach
to leishmaniasis.

Financiacién | Funding

+ SAF2015-65740-R (MINECO)
- RETICS RD16/0027/0010 (MINECO - ISCIII)
- CTQ2015-7278-EXP

- Lima ML, Abengézar, MA, Nacher-Vazquez M, Martinez-Alcidzar MP,
Barbas C, Tempone AG, Lépez-Gonzilvez A, Rivas L [2018] Drug repurposing
for leishmania. Molecular basis of the leishmanicidal activity of the
antidepressant sertraline. Antimicrob Agents Chemother 62: pii: €01928-18.

- Rivas L, Nacher-Vazquez M, Andreu D [2018] The physical matrix of the
plasma membrane as a target: The charm of drugs with low specificity. In:
Drug Discovery for Leishmaniasis (Rivas L, Gil C eds.) RSC Drug Discovery
Series, pp. 248-281.

- Larriba E, Rial E, Del Mazo ] [2018] The landscape of mitochondrial small
non-coding RNAs in the PGCs of male mice, spermatogonia, gametes and in
zygotes. BMC Genomics 19:634.

- Marin-Royo G, Gallardo I, Martinez-Martinez E, Gutiérrez B, Jurado-Lépez
R, Lopez-Andrés N, Gutiérrez-Tenorio ], Rial E, Bartolomé MAV, Nieto ML,
Cachofeiro V [2018] Inhibition of galectin-3 ameliorates the consequences
of cardiac lipotoxicity in a rat model of diet-induced obesity. Dis Model Mech
11: pii: dmm032086.

- Martin-Sanchez F, Martinez-Garcia JJ, Muiioz-Garcia M, Martinez-

Villanueva M, Noguera-Velasco JA, Andreu D, Rivas L, Pelegrin P [2017]
Lytic cell death induced by melittin bypasses pyroptosis but induces NLRP3
inflammasome activation and IL-1p release. Cell Death Dis 8:e2984.

- Defaus S, Gallo M, Abengézar MA, Rivas L, Andreu D [2017] A synthetic

strategy for conjugation of paromomycin to cell-penetrating Tat(48-60) for
delivery and visualization into leishmania parasites. Int J Pept 2017:4213037.

+ Abengézar MA, Cebridn R, Saugar JM, Garate T, Valdivia E, Martinez-

Bueno M, Maqueda M., Rivas L [2017] Enterocin AS-48 as evidence for
the use of bacteriocins as new leishmanicidal agents. Antimicrob Agents
Chemother 61: pii: e€02288-16.

- Contreras L, Rial E, Cerdan S, Satrustegui ] [2017] Uncoupling Protein 2

(UCP2) Function in the Brain as Revealed by the Cerebral Metabolism of
(1-13C)-Glucose. Neurochem Res 42:108-114.

- Rodriguez-Sanchez L, Rial E [2017] The distinct bioenergetic properties of

the human UCP1. Biochimie 134:51-55.



centro de

[72] investigaciones

bioldgicas

José Fernando Diaz Pereira
Investigador Cientifico
fer@cib.csic.es

PhD, 1993 ¢ Universidad Complutense de Madrid
Becario Postdoctoral, 1994 ¢ Universidad Catdlica de
Lovaina, Bélgica

Investigador Asociado, 1996 ¢ Universidad Catélica de
Lovaina, Bélgica

Investigador Contratado, 1998

Cientifico Titular, 2001

Investigador Cientifico, Jefe de Grupo 2008 ¢ CIB, CSIC

@ https://www.cib.csic.es/research/structural-and-chemical-biology/
microtubule-stabilizing-agents

Agentes
Estabilizantes
de Microtubulos

El desarrollo de nuevos y mejores antitumorales es un
campo de la mayor importancia en la investigacién bio-
médica. Nuestro grupo trabaja en la caracterizacion de
la modulacién farmacolégica de tubulina y actina, dos
proteinas diana de compuestos con actividad antitumo-
ral, estudiando a nivel bioquimico, celular y estructural
la interaccion de compuestos con su proteina diana y
sus efectos biol6gicos.

Los agentes moduladores de tubulina y actina son un grupo de
compuestos quimicamente muy diversos capaces de inhibir o
promover el ensamblaje de estas proteinas en microtibulos y
microfilamentos. La regulacién en el ensamblaje de estas protei-
nas esta muy finamente regulada a nivel celular y resulta crucial
en distintas funciones esenciales (correcto posicionamiento y
segregacién de los cromosomas durante la mitosis, trafico de
vesiculas y orgdnulos, migracién y mantenimiento de la forma
celular, entre otras). Dado que estas funciones son imprescindi-
bles en distintos procesos tumorales tales como la proliferacién
celular,la metéstasis y la angiogénesis, estos filamentos son una
diana 6ptima para agentes antitumorales. Mas auin, debido a que

-
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Figure 1

Schematic of an MT and the binding sites for three MSAs. Taxol and
zampanolide bind to the same luminal binding pocket, whereas
peloruside binds to a pocket located on the MT exterior. Kellogg et al [2017]
J. Mol. Biol. 429:633-646.
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son funciones esenciales, los tumores no pueden desarrollar re-
sistencia contra los compuestos que las inhiben utilizando rutas
de sefializacién alternativas, tal y como ocurre en el caso de las
resistencias que aparecen contra los inhibidores de quinasas.

Durante el bienio 2017-2018 la actividad del grupo se ha centrado
en la determinacién estructural de los complejos entre agentes
moduladores de tubulina y la proteina, en la caracterizacién de
nuevos sitios farmacolédgicos en la molécula y en el estudio de
la relacién estructura funcién de distintas familias de farmacos.

Como hitos mas relevantes cabe resaltar:

e El desarrollo de un test de cribaje de alto rendimiento para el
sitio de maitansina. Menchon G. et al. [2018] Nature Commu-
nications 9:2016.

¢ La descripcién de un nuevo sitio interfacial en tubulina que
al que, contrariamente a los otros sitios interfaciales descritos
(Vinblastina, Eribulina y Maitansina), la unién de ligandos pro-
mueve el ensamblaje de tubulina. Sdez-Calvo G. et al. [2017] Cell
Chemical Biology 24:737-750.

¢ Elhallazgo de la primera evidencia de comunicacién estructural
entre los sitios de nucleétido y taxanos en tubulina. Field J.J. et al.
[2018] J. Nat. Prod. 81:494-505.
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Figure 2

Spongistatin-1 and disorazole Z are maytansine-site ligands. Molecular
structures of spongistatin-1 and disorazole Z. Close-up views of the interaction
mode between spongistatin-1 and tubulin and between disorazole Z and
tubulin. Menchon G. et al [2018] Nature Communications 9:2016.
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The development of new and better antitumourals is a field of outmost importance in the biomedical research. Our
group works in the characterization of the pharmacological modulation of tubulin and actin, two proteins target of
compounds with antitumoural activity, studying the interaction of the compounds with their target and their biological

effects at biochemical, cellular and molecular level.

Actin- and tubulin-binding agents are a wide group of chemical
compounds able to promote or inhibit the assembly of these proteins
into microfilaments and microtubules, respectively. The correct
regulation of the assembly of these filaments is fine-tuned and is
crucial for different essential cellular functions (correct chromosome
positioning and segregation during mitosis, cell trafficking of vesicles e Development of a High-Throughput Screening system for ligands
and/or organelles, cell migration and appropriate cell shape, among of the Maytansine binding site. Menchon G. et al [2018] Nature
others). These functions are critical in different tumoral processes Communications 9:2016.

such as cell proliferation, metastasis and angiogenesis which make

these filaments an optimal target for cancer chemotherapy. Moreover, e Description of a new interfacial binding site for ligands in the

due to their crucial role in essential tumor processes it is not possible tubulin that, in contrast to the other interfacial sites previously

to generate mechanisms of resistance bypassing cells’ signaling described (Vinblastine, Eribulin and Maytansine), promotes
pathways, in contrast to what happens with chemotherapy based on tubulin assembly into microtubules. Sdez-Calvo G et al [2017] Cell
kinase inhibitors. Chemical Biology 24:737-750.

sites within the protein and in the study of structure-function
relationships for different families of drugs.

Several milestones have to be emphasized:

During this biannual period 2017-2018, the activity of this group e Discovery of the first evidence for structural communication
has focused in the structural determination of ligand-tubulin
complexes, the characterization of new pharmacological binding

between the nucleotide- and taxane-binding sites within tubulin.
Field ]J. et al. [2018] J. Nat. Prod. 81:494-505.
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RMN y
Reconocimiento
Molecular

El grupo de resonancia magnética nuclear y reconocimien-
to molecular estd interesado, en general, en el andlisis de
procesos de reconocimiento molecular en sistemas biol6-
gicos con especial énfasis en el estudio de interacciones
carbohidrato-receptor aplicando y desarrollando metodo-
logias basadas en la RMN con el objetivo de caracterizar
la estructura y dindmica de proteinas, carbohidratos y
sus complejos, asi como otras biomoléculas en disolucion.

El grupo de RMN y reconocimiento molecular se centra en el
estudio de los procesos de reconocimiento molecular de carbo-
hidratos aplicando y desarrollando metodologias de resonancia
magnética nuclear con una estrategia colaborativa con otros
grupos, tanto dentro del CIB como nacionales e internacionales,
que permite un abordaje multidisciplinar incluyendo sintesis
orgéanica, biologia molecular y quimica computacional. Se han
desarrollado estudios en sistemas modelo (dcido nucleico-
carbohidrato) o biolégicos de diversos origenes: virico (adeno-

Figure 1

3-D structure of sialylated
branched N-glycan recognized
by hemagglutinin from
human strains of influenza
virus. The paramagnetic
lanthanide tag differentiates
the pseudosymmetric branches,
otherwise indistinguishable.
This allowed to obtain
experimental heteronuclear
H -N correlation NMR

data and model its structure
(Fernandez de Toro B, et al.
[2018] Angew Chem Inter Ed
57:15051).

Figure 2

Model of the molecular recognition of the lipopolysaccharide of Haemophilus
influenzae through its branches terminated in galactose by viscumin, selective
lectin towards galactose residues obtained from Viscum album (mistletoe).
(Kalograiaki I, et al. [2018] Scientific Reports 8:16292).

virus, gripe, fagos), vegetal (lectinas), bacteriano (Haemophilus,
Listeria), fingico (enzimas glicosidasas) y animal (receptores y
lectinas del sistema inmunolégico). En este contexto, una cola-
boracién reciente del grupo con otros del CIB dentro de la red
sobre el sistema del complemento de la Comunidad de Madrid,
se enfoca en el estudio del reconocimiento de carbohidratos
por el factor H. Por otro lado, se mantiene una colaboracién con
la empresa Inmunotek con el objetivo de caracterizar carbo-
hidratos derivados de células tumorales y desarrollar vacunas
antineoplésicas o antialérgicas que incorporen carbohidratos. En
todos estos estudios se han aplicado estrategias de RMN basadas
tanto en la observacién del ligando (transferencia de saturacién,
relajacién, efectos paramagnéticos) como en la observacién del
receptor (perturbacién de desplazamiento quimico y difusién
translacional). Al mismo tiempo, en el grupo se siguen desarro-
llando nuevas estrategias de RMN usando flior o mediante la in-
troduccién de efectos paramagnéticos por el etiquetado quimico
con lanténidos. Estas metodologias de RMN se han extendido al
estudio de otros sistemas en colaboracién con otros grupos del
CIB (vimentina, proteina de unién de DNA, enzimas peroxidasas,
colinesterasas y sensor de calcio neuronal). El grupo mantie-
ne una estrecha colaboracién con el Prof. Jiménez Barbero, del
CICbioGUNE (Bilbao), que lider6 el grupo en el CIB hasta 2014.
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The group of nuclear magnetic resonance and molecular recognition is interested, from a general point of view, in the
analysis of molecular recognition processes in biological systems with special emphasis on the study of carbohydrate-
receptor interactions applying and developing methodologies based on NMR in order to characterize the structure and
dynamics of proteins, carbohydrates and their complexes as well as other biomolecules in solution.

The NMR and molecular recognition

group focuses on the study of molecular
recognition of carbohydrates by applying
and developing nuclear magnetic resonance
methodologies with a collaborative
strategy with other groups, within the

CIB and national and international, which
allows a multidisciplinary approach
including organic synthesis, molecular
biology and computational chemistry.
Studies have been carried out in model
systems (nucleic acid-carbohydrate) or
biological systems of various origins:

viral (adenovirus, influenza, phages),
vegetal (lectins), bacterial (Haemophilus,
Listeria), fungal (glycosidase enzymes)

and animal (receptors and lectins of the
immune system). In this context, a recent
collaboration of the group with others at
CIB within the network on the complement
system of the Community of Madrid, is
focused on the study of the recognition

of carbohydrates by the factor H. On the
other hand, the group also maintains a
collaboration with the company Inmunotek
with the objective of characterizing
carbohydrates derived from tumor cells
and develop antineoplastic or antiallergic
vaccines that incorporate carbohydrates.
In all these studies, NMR strategies have
been applied based on ligand observation
(saturation transfer, relaxation disturbance,

paramagnetic effects) and receptor
observation (translational diffusion and
chemical shift perturbations). At the same
time, the group continues developing

new NMR strategies using fluorine or

by introducing paramagnetic effects by
chemical labeling with lanthanides. These
NMR methodologies have been extended to
the study of other systems in collaboration
with other groups of the CIB (eg. vimentin,
protein of DNA binding, peroxidase
enzymes, cholinesterase and neuronal
calcium sensor). The group maintains

a close collaboration with Prof. Jiménez
Barbero, from CICbioGUNE (Bilbao), who
led the group at CIB until 2014.
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Modificacion
Postraduccional
de Proteinas

La modificacion postraduccional de proteinas es un meca-
nismo esencial para la regulacion de su actividad por me-
diadores enddgenos, especies reactivas y farmacos. Nues-
tro grupo aborda la caracterizacion estructural y funcional
de diversos tipos de modificacion postraduccional, la iden-
tificacion de las proteinas y los residuos modificados, sus
repercusiones fisiopatoldgicas y su papel en el mecanismo
de accion y de los efectos adversos de los farmacos.

La modificacién postraduccional de proteinas es un proceso
esencial para la generacién de formas proteicas estructural y
funcionalmente diversas (proteoformas). Las modificaciones no
enzimdticas, como las oxidaciones o la adicién de compuestos
electroéfilos, suponen importantes mecanismos de regulacién de
la actividad de las proteinas. Los residuos de cisteina son dianas
clave de estas modificaciones. Las proteinas de filamentos inter-
medios, vimentina y proteina acida fibrilar de la glia (GFAP) po-
seen una Unica cisteina que es necesaria para la organizacién de
estos componentes del citoesqueleto y para su remodelacién en
respuesta a estrés. Modificaciones de esta cisteina, por ejemplo
por adicién de lipidos electréfilos (lipoxidacién), inducen cambios
morfolégicos de los filamentos que dependen de la estructura
resultante. El estudio de las modificaciones de proteinas puede
contribuir a desvelar mecanismos fisiopatolégicos, mejorar el
disefio de farmacos y caracterizar procesos celulares esenciales.
Recientemente, hemos observado que los filamentos de vimen-
tina se encuentran en estrecha asociacién con la corteza celular
en mitosis y la alteracién de esta interaccién produce anomalias
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Figure 1

Vimentin filaments in a dividing cell.
https://www.biorxiv.org/content/early/2018/09/30/356642

mitéticas. La modificacién de proteinas también puede provocar
su agregacién y aumentar su inmunogenicidad. La formacién
de aductos de farmacos con proteinas se considera un proceso
clave en el desarrollo de alergia a medicamentos. Hemos obser-
vado que la amoxicilina modifica proteinas celulares que pueden
ser secretadas en exosomas, estructuras que podrian contribuir
a la respuesta alérgica. Estos hallazgos proporcionan nuevas
perspectivas para la comprensién y el diagnéstico de la alergia
a farmacos. Actualmente estamos profundizando en los meca-
nismos de estas modificaciones de proteinas, sus repercusiones
en la homeostasis celular y sus implicaciones fisiopatolégicas.
Con ello pretendemos avanzar en el conocimiento de procesos
moleculares bésicos con posibles aplicaciones biomédicas.
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Figure 2

The single cysteine residue of the intermediate
filament protein GFAP is important for

optimal network formation and its remodeling
in response to electrophilic agents, such as
reactive lipids, i.e.: 15-deoxy-PGJ,.
https://www.sciencedirect.com/science/article/
pii/S0891584918301722?via%3Dihub

Transbecton of ghal
fibrillary ackdic protein
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Posttranslational Modification of Proteins

Protein posttranslational modification is an essential mechanism for the regulation of protein activity by endogenous
mediators, reactive species and therapeutic agents. Our work aims at the structural and functional characterization
of novel types of posttranslational modifications, the identification of the targeted proteins and residues, their
pathophysiological consequences and their role in the beneficial and adverse effects of drugs.

The posttranslational modification of
proteins is a key process for the generation
of structurally and functionally diverse
protein species (proteoforms). Among
posttranslational modifications, non-
enzymatic oxidations and/or addition

of electrophilic species are arising as
widespread mechanisms for modulation
of protein function. Cysteine residues are
critical targets of these modifications. In
particular, we have observed that the
single cysteine residue of the intermediate
filament proteins glial fibrillary acidic
protein (GFAP) and vimentin is required
for network organization and response

to stress. Moreover, we have found

that modifications of these residues, for

instance by oxidation or electrophilic
lipid addition (lipoxidation), can bring
about structure-dependent changes in
filament morphology. Exploring protein
modifications can provide insight into
pathophysiological mechanisms, pave the
way for drug discovery and unveil novel
protein functions in essential cellular
processes. Recently, we have unveiled the
intimate association of vimentin filaments
with the cellular cortex during mitosis,
an interaction that, if impaired, results in
mitotic abnormalities.

Protein modifications may also elicit
protein aggregation and increase
immunogenicity. In particular, drug-

protein adduct formation is considered

a key process for development of drug
allergy. We have recently identified cellular
proteins that can be covalently modified

by amoxicillin. These proteins are secreted
in exosomes, thus providing structures
which could contribute to the activation of
the immune system. These findings offer
novel views for the understanding of drug
allergy. We are currently studying the
mechanisms of these various modifications,
their consequences for cellular homeostasis
and their pathophysiological implications.
Thus, we aim to obtain a deeper
knowledge of basic molecular and cellular
processes ultimately leading to novel
biomedical applications.
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Biologia Estructural de las Interacciones

Huésped-Patégeno

Nuestro grupo estudia las interacciones que median la comunicacion del huésped con bacterias comensales/patégenas y
su papel en la biologia de las infecciones, incluyendo los mecanismos de inmunoevasion del sistema inmune innato y del
complemento. La combinacion de métodos de produccion de proteinas, bioquimicos, biofisicos y de difraccion de rayos-X
nos permite caracterizar la estructura de complejos proteicos y sus interacciones. Adicionalmente, son objeto de estudio

enzimas de interés biotecnolégico y biomédico.

Interacciones Huésped-Patégeno y el Sistema Inmune

El sistema del complemento de la inmunidad innata es una de
las primeras barreras de defensa frente a los patégenos, mar-
candolos para su eliminacién. Los patégenos han evolucionado
sofisticados mecanismos de inmunoevasién para escapar a la vi-
gilancia del complemento. En este contexto, la biologia estructu-
ral juega un papel central en el avance de nuestra comprensién
de la comunicacién molecular entre el huésped y las bacterias,
la estructura-funcién de los factores de inmunoevasién, y su
aplicacién en la busqueda de nuevos agentes antimicrobianos

Publicaciones Seleccionadas | Selected Publications

y anticuerpos terapéuticos. El desarrollo y la produccién de
agentes terapéuticos han originado la fundacién de la spin-off
del CSIC, Abvance, cuyo objetivo es el desarrollo de medicinas
innovadoras basadas en anticuerpos para el tratamiento de en-
fermedades inmunes, inflamatorias y neurodegenerativas. Adi-
cionalmente, son también objeto de estudio enzimas de interés
biotecnolégico y biomédico relacionadas con el metabolismo
bacteriano de carbohidratos, nucledsidos y aminoacidos. El ané-
lisis estructural de estas enzimas proporciona modelos precisos
e informacién mecanistica para el disefio racional de nuevas
enzimas, inhibidores potentes y su explotacién industrial.

Hidalgo V, Alberti S, Juanhuix J, Rodriguez

de Cérdoba S, Regueiro JR, Vega MC [2017]
Crystal structure of glyceraldehyde-3-

- Regueiro JR, Fernandez FJ, Vega MC [2019]
Complement in leucocyte development and
function. Seminars Cell Dev Biol 85: 84-85.
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Pathogens’ toolbox to manipulate human
complement. Seminars Cell Dev Biol 85: 98-109.
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determines substrate-binding mechanism in
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1862:2869-2878.
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sulfur acceptor CsdE. PLoS ONE 12:e0186286.
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function. J Vis Exp 124:e55638.
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phosphate dehydrogenase from the Gram-
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human C5a anaphylatoxin. Front Microbiol 8:541.
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Figure 1

Inhibition of the
C5a-C5aR1 axis by
means of therapeutic
antibodies («C5a MAD)
or immunoevasion
factors (GAPDH from
bacterial pathogens).

Structural Biology of Host-Pathogen
Interactions

Our group studies the interactions that mediate host communication with commensal / pathogenic bacteria and their
role in the biology of infections, including the immunoevasion mechanisms from the innate and complement immune
system. The combination of protein production, biochemical, biophysical and X-ray diffraction methods allows us to
characterize the structure of protein complexes and their interactions. Additionally, we are also studying enzymes of
interest in biotechnology and biomedicine.

Host-pathogen interactions and the of immunoevasion factors, and in the and amino acids. The structural analysis of
immune system search for new antimicrobials and related enzymes provides accurate models
therapeutic antibodies. The development and mechanical information for the rational
The complement system of innate immunity and production of biologics that inhibit and design of new enzymes, potent inhibitors
is one of the first defense barriers against interfere with the complement system has and their industrial exploitation.
pathogens, marking them for elimination. led to the foundation of the CSIC spin-off
Pathogens have evolved sophisticated company, Abvance, to develop innovative Financiacién | Funding
mechanisms to escape complement medicines based on antibodies for the
. . . . . . + $2017/BMD-3673 (Comunidad de Madrid),
surveillance, or immunoevasion. In this treatment of immune, inflammatory and 20182021
context, structural biology plays a central neurodegenerative diseases. We also study - SAF2016-81876-REDT (MINECO) 2017-2019
role in advancing our understanding of enzymes of relevance in biotechnology + SAF2014-59993-JIN (MINECO) 2016-2018
- . S . . - SAF2015-72961-EXP (MINECO) 2017-2018
the molecular communication between and biomedicine involved in the bacterial - CTQ2015-66206-C2-2-R (MINECO) 2016-2018
host and bacteria, the structure-function metabolism of carbohydrates, nucleosides, + 20160E064-PIE (CSIC) 2016-2019
Activation of pro-miflarmmalory respons I o vasion
CSam
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Figure 2
Model of C5a-

C5aR1 inhibition by
pathogenic bacterial
GAPDH (A. vaginae)
by sequestering C5a
and interfering with
the proinflammatory
nbarsction signaling cascade.
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de Proteinas

Las dos lineas de investigacion del grupo se centran en:
(i) comprender las bases moleculares de las infecciones
causadas por Acinetobacter baumannii, un patégeno
multirresistente, y (ii) el mecanismo de reconocimiento
de carbohidratos por lectinas, que se encuentran involu-
cradas en algunas patologias como en cdncer. Para ello
empleamos la cristalografia de rayos X junto con otras
técnicas biofisicas y bioquimicas para lograr nuestros
objetivos.

Una de nuestras lineas de investigacién estd relacionada con
laresistencia antibiética y la patogénesis bacteriana. La apari-
cién y proliferacién de cepas multirresistentes (MDR o super-
bacterias) en el entorno hospitalario se considera un desafio en
alza para la salud en este siglo. Sin embargo, el descubrimiento
de nuevos antibiéticos se ha reducido considerablemente en
los ultimos afios. Esto hace que se estén desarrollando nuevas
vias a tratamientos innovadores. Una de éstas es inhibir los
factores de virulencia bacteriana. Sin embargo, a pesar de los
avances mas recientes para caracterizar los componentes del
sistema de secrecién VI (T6SS), muchas preguntas siguen ain
sin respuesta: ;cémo son reclutados los efectores y como se
activa toda la maquinaria del sistema? La respuesta a esta

pregunta podria ser determinante para luchar contra las en-
fermedades infecciosas. Debido a las dificultades inherentes
del sistema, hemos disefiado una estrategia para poder ca-
racterizar los componentes individuales y, posteriormente,
abordar mediante crio microscopia electrénica el estudio de
los diferentes complejos. En relacién a este proyecto, hemos
podido resolver las estructuras 3D de dos componentes de la
aguja contractil Hcp (TssD) de A. baumannii y de VgrG1 de
P. aeruginosa.

La segunda linea de investigacién esta relacionada con galec-
tinas y cancer. Las galectinas se sobreexpresan con frecuencia
en varios tipos de tumores, particularmente en tipos celulares
que normalmente no expresan galectinas, con una relacién
directa entre los niveles de expresién y la agresividad de di-
chos tumores. Aunque los efectos biolégicos de las galectinas
relacionadas con cadncer se han investigado durante mucho
tiempo, atin no se ha podido establecer una relacién directa
entre estructura y funcién. Este campo ha sido de gran interés
para el grupo desde sus inicios, con resultados muy recientes
en el disefio por ingenieria genética de galectinas modulares
(Angew Chem, 2017) y en obtener la primera fotografia de la
estructura de un dominio flexible de la regién N-terminal de
la galectina 3 (Sci Rep, 2018).
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Structural Biology of Proteins

Our research interests focus on two major research lines: (i) the molecular basis of Acinetobacter baumannii infection,
a life-threatening pathogen, and (ii) the mechanism of carbohydrate recognition by lectins, which have been shown to
be involved in cancer development. For this, we use X-ray crystallography in conjunction with other biophysical and
biochemical techniques to accomplish our goal.

One of our research areas is associated
to antibiotic resistance and bacterial
pathogenesis. The appearance and
proliferation of multidrug resistant bacteria
(MDR or superbugs) in the hospital
environment, especially by opportunistic
nosocomial pathogens, is considered

a major health security challenge for
this century. Unfortunately, the rate of
discovery of new and effective antibiotic
compounds has declined during the last
years. Consequently, new research lines
about innovative treatments have begun
to be considered. One of the alternative
options is to inhibit bacterial virulence

C
factors. However, despite recent advances
in the characterization of components of "
the type VI secretion system (T6SS), many 1

questions remain to be answered: how
effectors are recruited and how the T6SS
is activated to trigger bacterial invasion? .
A response to this growing threat will b

r

be an essential tool in the battle against T =
infectious diseases. Due to the difficulties -

inherent to this system, we have designed Gal-3 Cal-ANTSMVIX] Gal-3NTEI-E]

a strategy to address first each individual

component and subsequent carry out cryo Figure 1

(a) Serine phosphorylation sites at the Gal-3 [NTS/VII-IX] structure. Ser6 and Ser12 are easily accessible
in the pocket. (b) Docking of casein kinase I (CK1) onto the structure of Gal-3[NTS/VII-IX]. (c) SAXS ab
initio models for Gal-3 and two truncated variants. A comparison between the calculated model and the
crystallographic structure of Gal-3[NTS/VII-IX] is given on the right side of panel c (Sci Rep, 2018).

electron microscopic studies of different
complexes. In regard to the current project,
we were able to solve the structures

of two components of the contractile
needle-like cell-puncturing, Hcp (TssD)

from A. baumannii and VgrG1 from a "an W E*i FHE 856 E I
P. aeruginosa. - |- i |
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Our second goal is related with galectins » ; 5, 2 1 b
and cancer. Galectins are frequently e ‘ "
overexpressed in cancerous cells and . L %, 4 "““ [ JE—
cancer-associated stromal cells, particularly % L . o
in those cell types that do not normally s s b e
express the specific galectins. The biological E % g £

: : = = = =
effects of galectins linked to tumours have cwers B s Lo e

been investigated for a long time but no
structural relationships have been inferred
up to now. This has been a major interest
in the group since the beginning, with
recent landmark results on engineered
modular galectins (Angew Chem, 2017)

Figure 2
(a) Two modes of

and on the first crystallographic picture of
the N-terminal flexible domain of galectin-3
(Sci Rep, 2018).
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shows a superposition

of all the conformers
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Estructura de
Ensamblados
Macromoleculares

Nuestro objetivo es comprender la relacién entre la es-
tructura de las macromoléculas y el desarrollo de enfer-
medades. Para ello empleamos la criomicroscopia electré-
nica (cryo-EM) y la cristalografia de rayos X, combinadas
con otras técnicas biofisicas y bioquimicas. Los estudios
estructurales permiten comprender como funcionan las
proteinas y sus complejos, y sirven de base para desarro-
llar aplicaciones farmacolégicas.

La transferencia de la informacién genética codificada en el ADN
es el principal determinante de la expresién génica. Las altera-
ciones en este proceso tienen un fuerte impacto en la célula y se
relacionan con diversas enfermedades. Las ARN polimerasas (Pol)
transcriben la informacién genética del ADN al ARN, catalizando

Figure 1

On the left, overall cryo-EM
structure of the 14-subunit
Pol I enzyme stalled at a
cyclobutane pyrimidine
dimer (CPD), a frequent DNA
lesion induced by UV light,

as shown in the top inset. On
the right, lateral view where
the enzyme has been omitted
(with the exception of the
‘Bridge helix’ and ‘Trigger
loop’) and the cryo-EM map
around the CPD-containing
nucleic acid scaffold is shown.

la adicién de nucleétidos complementarios a la cadena molde
del ADN. Los eucariotas requieren tres Pol diferentes, cada una
de las cuales transcribe un conjunto concreto de genes. Nuestro
grupo ha contribuido a la caracterizacién estructural y bioquimica
de estas enzimas y sus factores reguladores. Durante 2017-2018,
hemos avanzado en dos lineas de investigacién principales.

Regulacién de la transcripcién de Pol I. Fuimos pioneros en la
obtencién de la estructura de rayos X de la Pol I, una enzima de
14 subunidades implicada en la sintesis del ARN ribosémico
[Nature, 2013]. Ahora hemos complementado este estudio con
las estructuras de cryo-EM de la Pol I en su estado monomérico y
en complejo con el factor activador Rrn3 [eLife, 2017; Transcription
2018]. Las estructuras revelan los cambios conformacionales e
interacciones que son necesarias para la activacién de la enzi-
ma, también caracterizadas in vivo. Adicionalmente, estudiamos
un mecanismo Unico por el que la Pol I reconoce lesiones en el
ADN inducidas por la luz ultravioleta (Figura 1), lo que dispara
la reparacién del ADN por enzimas correctoras [PNAS, 2018].

Regulacién de la transcripcién de Pol II. Diversos factores de
transcripcién regulan la sintesis de ARN mensajero que realiza la
Pol II. Empleamos métodos bioquimicos y resonancia magnética
nuclear para identificar segmentos con propensién a formar
a-hélices en la regién desordenada de CHOP (Figura 2), un factor
implicado en la respuesta al estrés de reticulo endoplasmico
[PLoS One, 2017]. Ademas, también participamos en la caracte-
rizacién funcional de Sub1 [Nucleic Acids Res, 2017], un regulador
esencial de la Pol II.
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Figure 2
On top, diagram of domains
in transcription factor
CHOP, with level of disorder
according to bioinformatic
analysis. At the bottom,
nuclear magnetic resonance
study showing three segments
with o-helical propensity, as
indicated with red dashed
squares and helices.

Structure of Macromolecular Assemblies

Our research group aims to unveil the structural basis of human diseases, covering from basic research on protein
function to drug development. For this we use electron cryomicroscopy (cryo-EM) and X-ray crystallography, combined
with other biophysical and biochemical techniques. The structural characterization of proteins and their complexes
allows understanding how they work and also assist the development of pharmacological applications.

The transfer of genetic information encoded
in the DNA is the main determinant

of gene expression. Alterations in this
process have significant impact on cell
homeostasis and are directly related to
disease. RNA polymerases (Pol) transcribe
the genetic information from DNA to RNA,
by catalyzing the addition of nucleotides
that are complementary to the DNA
template strand. Eukaryotes require

three different Pols, each transcribing a
specific set of genes. Our group has made
relevant contributions in the structural
and biochemical characterization of these
essential enzymes and their regulatory
factors. During 2017-2018, we have made
progress in two major research lines.

Premios | Awards

Regulation of Pol I transcription.

We pioneered the X-ray structural
determination of Pol I, a 14-subunit
complex involved in ribosomal RNA
synthesis [Nature, 2013]. We now

have complemented this study with the
cryo-EM structures of Pol I in the free
monomeric state and in complex with

the activating factor Rrn3 [eLife, 2017;
Transcription 2018]. The structures reveal
the conformational changes and specific
interactions that are necessary for enzyme
activation, which we also characterized

in vivo. Additionally, we studied a unique
mechanism for the recognition of UV light-
induced DNA lesions by Pol I (Figure 1),

Financiacién | Funding

which triggers damage correction by DNA
repair enzymes [PNAS, 2018].

Regulation of Pol I transcription.
Several transcription factors regulate
the synthesis of messenger RNA by Pol
11. We use biochemical methods and
nuclear magnetic resonance to identify
segments with propensity to form
a-helices in the intrinsically disordered
region of CHOP (Figure 2), a factor
involved in the response to endoplasmic
reticulum stress [PLoS One, 2017]. In
addition, we participated in the functional
characterization of Subl [Nucleic Acids
Res, 2017], an essential Pol II regulator.
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Bioquimica de
Sistemas de la
Division Bacteriana

Nuestro programa de investigacién integra bioquimica,
biofisica y biologia sintética para reconstruir maquinarias
de division bacteriana a partir de sus bloques moleculares
en entornos citomiméticos controlados. Este esfuerzo, que
se enmarca en la aventura de construir células sintéticas
desde sus elementos bdsicos, contribuird a entender cémo
se dividen las células, y abrird nuevos horizontes para
aplicaciones biotecnolégicas y biomédicas.

Nuestro objetivo es comprender los mecanismos moleculares
responsables de la organizacién bioquimica de la maquinaria
de divisién bacteriana (el divisoma). El propédsito es lograr una
descripcién cuantitativa de cémo FtsZ (el elemento central del
divisoma en la mayoria de las bacterias) y las proteinas que
modulan la estabilidad del anillo de divisién trabajan como un
sistema integrado de multiples interacciones para ensamblar
el motor molecular funcional que impulsa la citoquinesis. Esta
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informacién bioquimica contribuira a definir condiciones mas
precisas para reconstruir diferentes combinaciones de subcon-
juntos del divisoma y para probar su organizacién funcional en
sistemas minimos de membranas y contenedores citomimé-
ticos, como vesiculas y microgotas producidas mediante mi-
crofluidica. Los sistemas sintéticos pueden ser disefiados para
reproducir elementos de la complejidad intracelular (como los
efectos de exclusién de volumen debido a la aglomeracién mo-
lecular fisioldgica, las interacciones de superficie, y la conden-
sacién macromolecular mediada por procesos de separacién de
fase) en medios de composicién conocida y controlada (Fig. 1).
Este enfoque integrador nos ha permitido demostrar que FtsZ,
en presencia de la proteina SImA que inhibe su ensamblaje,
se organiza en condensados mediados por separacién de fases
en condiciones de aglomeracién molecular (Fig. 2). Nuestros
hallazgos sugieren que la condensacién biomolecular también
puede contribuir a la organizacién del espacio intracelular en
las bacterias.
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of Bacterial Division

Our research program integrates biochemistry, biophysics, and bottom-up synthetic biology to reconstruct minimal
bacterial division machineries from its molecular building blocks in controlled cell-like environments. This effort, which
is framed on the quest of building synthetic cells from scratch, will contribute to our understanding of how cells divide
and will provide new horizons for biotechnological and biomedical applications.

We aim at understanding the molecular
mechanisms responsible for the biochemical
organization of the bacterial division
machinery (the divisome). The purpose is to
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achieve a quantitative description of how
FtsZ (the central element of the divisome
in most bacteria) and the proteins
modulating division ring stability work

Figure 1

Diagram illustrating
crowding studies of
macromolecular reactions
- folding and binary
hetero-association - in
vitro, in vivo and in a
synthetic medium of
intermediate complexity
designed to emulate a
particular intracellular
microenvironment (Rivas
& Minton, 2018).
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together as an integrated system of
multiple interactions to assemble the
functional molecular engine that drives
cytokinesis. This biochemical information
will contribute to defining more precise
conditions to reconstruct different
combinations of divisome subsets and
to test their functional organization in
minimal membrane systems and cell-
like containers, as vesicles and droplets
produced by microfluidics. Synthetic
systems can be devised to mimic
elements of the intracellular complexity
(as excluded volume effects due to
natural crowding, surface interactions,
and macromolecular condensation
resulting from biologically regulated
liquid-liquid phase separation) in media
of known and controllable composition
(Fig. 1). This integrative approach has
allowed us to demonstrate that FtsZ,
together with its nucleoid-associated
inhibitor SImA, assembles into dynamic
condensates driven by phase separation
in crowded cell-like conditions (Fig. 2).
Our findings suggest that phase-
separated biomolecular condensation
may also help to organize intracellular
space in bacteria.

Figure 2

FtsZ forms dynamic condensates by phase
separation mediated by molecular crowding

in the presence of nucleoprotein complexes
organized by SImA protein, an FtsZ spatial
regulator. These condensates may constitute

a novel organizer of bacterial intracellular
biochemistry (Monterroso & Zorrilla et al., 2018).
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Quimica Médica y Bioldgica Traslacional

El grupo de Quimica médica y biolégica traslacional centra su esfuerzo en el desarrollo de farmacos efectivos en diferentes
enfermedades tanto neurodegenerativas como parasitarias. En este proceso de desarrollo de farmacos empleamos dife-
rentes técnicas y herramientas habituales en quimica médica tales como quimioinformatica, sintesis orgdnica, quimica

combinatoria dindmica o cribado biol6gico entre otras.

El grupo de Quimica Médica y Bioldgica Traslacional esta cen-
trado en el desarrollo de nuevos farmacos con aplicaciones en
diferentes campos terapéuticos.

Nuestro grupo tiene una gran experiencia en el disefio y desa-
rrollo de farmacos que incluyen metodologias tales como bioin-
formatica y quimioinformatica, sintesis organica, cribado biol6-
gico, optimizacién de propiedades ADMETox, e incluso la gestién
empresarial. Los proyectos de investigacién del grupo se disefian
para identificar tanto dianas farmacolégicas innovadoras en en-
fermedades neurodegenerativas y parasitarias, asi como nuevas
moléculas multidiana candidatas a fairmacos. Trabajamos con
moléculas pequefias heterociclicas en las que optimizamos sus
propiedades tipo farmaco. Contamos con una quimioteca propia
con mas de 2000 compuestos para utilizar en diferentes progra-
mas de genética quimica. Hacemos investigacién aplicada con un
alto contenido traslacional. Nuestros programas de investigacién
cubren desde las fases tempranas del descubrimiento de nuevos
farmacos hasta la prueba de eficacia en modelos animales repre-
sentativos. Las colaboraciones cientificas asi como la transferen-
cia de tecnologia hacia empresas del sector farmacéutico son
clave en la consecucién de nuestros objetivos.

En el bienio 2017-18 nuestros resultados mas importantes han sido:

¢ Identificacién de moléculas pequenas inhibidoras de interaccio-
nes proteina-proteina con actividad sinaptogénica.

* Prueba de eficacia de inhibidores de fosfodiesterasa en modelos
de infeccién por Leishmania, Schistosoma mansoni y Trypanosoma
cruzi.

¢ Desarrollo de moduladores alostéricos de protein quinasas y
colinesterasas.

¢ Regulacién de la proteinopatia de TDP-43 en linfoblastos de

pacientes de esclerosis lateral amiotréfica por diferentes inhi-
bidores de protein quinasas.

Premios | Awards

- NozalV, Garcia-Rubia A, Pérez C, Martinez A, Palomo V. Improved linkage
design for the discovery of multitarget ligands as powerful drugs for
Alzheimer’s disease. Premio de la Real Academia Nacional de Farmacia.
Concurso Cientifico 2018.
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Translational Medicinal and Biological Chemistry

The translational medicinal and biological chemistry group focuses its efforts on developing effective drugs in different

neurodegenerative and parasitic diseases. During the drug development process we employ different medicinal chemistry
techniques and tools such as chemoinformatics, organic synthesis, dynamic combinatorial chemistry, biological screening
or ADME properties determination among others.

The Translational Medicinal and Biological
Chemistry group works on the design,
synthesis, biological evaluation, study
and further optimization of structurally
diverse chemical entities for drug
discovery. The efforts of our group are
focused on the pharmacological validation
of new targets for both neurodegenerative
and parasitic diseases that allow the
discovery of innovative drugs with novel
mechanism of action as disease-modifying
agents for unmet severe pathologies.

In order to do this, we apply classical
medicinal chemistry methodologies and
techniques.

For the design of our drugs, mainly small
heterocyclic molecules, different strategies
are used. These include computer-aided
drug design, multifunctional compounds
bearing different pharmacophore moieties
in the same molecule to interact with
different targets, and improving ADME
properties of the candidates, among others.
Our own chemical library contains more
than 2000 compounds with privileged
scaffolds that are used in directed biological
screening programs.

It is an applied research with high
translational content. The group research
programs are designed from the early
stages of drug discovery to proof

of efficacy in representative animal
models. Scientific collaborations and
technology transfer to companies in the
pharmaceutical sector are our key drivers
in achieving our goals.

Main achievements during 2017-18:

e Discovery of small-molecules able to
inhibit protein-protein interaction with
sinaptogenic activity.

 Proof of concept of phosphodiesterase
inhibitors for the treatment of
Leishmania, Schistosoma mansoni
and Trypanosoma cruzi infection.

e Development of allosteric modulators of
protein kinases and cholinesterases.

e Prevention of TDP-43 proteinopathy in
lymphoblasts of amyotrophic lateral
sclerosis patients by our protein kinase
inhibitors.

y =

S Type | Trpe

r =

Figure 1

Chamaleon
molecules:
changing
conformation
to bind
properly the
target.

Ay *

L

Publicaciones Seleccionadas |
Selected Publications

- Roca C, Martinez-Gonzélez L, Daniel-

Mozo M, Sastre ], Infantes L, Mansilla A,
Chaves-Sanjuan A, Gonzalez-Rubio JM, Gil C,
Caflada FJ, Martinez A, Sanchez-Barrena MJ,
Campillo NE [2018] Deciphering the inhibition
of the neuronal calcium sensor 1 and the
guanine exchange factor Ric8a with a small
phenothiazine molecule for the rational
generation of therapeutic synapse function
regulation. ] Med Chem 61:5910-5921.

- Gandini A, Bartolini M, Tedesco D, Martinez-
Gonzalez L, Roca C, Campillo NE, Zaldivar-
Diez J, Pérez C, Zuccheri G, Miti A, Petralla S,
Monti B, Rossi M, Moda F, Legname G,
Martinez A, Bolognesi ML [2018] Tau-centric
multi-target approach for Alzheimer’s disease:
development of first-in-class dual glycogen
synthase kinase 3f and tau-aggregation
inhibitors. ] Med Chem 61:7640-7656.

- Sebastidn-Pérez V, Hendrickx S, Munday JC,
Kalejaiye T, Martinez A, Campillo NE, de
Koning H, Caljon G, Maes L, Gil C [2018] Cyclic
nucleotide specific phosphodiesterases as
potential drug targets for anti-Leishmania therapy.
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- Del Cerro P, Alquézar C, Bartolome F, Gonzilez-
Naranjo P, Pérez C, Carro E, Pdez JA, Campillo NE,
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Subtly modulating Glycogen Synthase Kinase 3
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their potential for the treatment of chronic
diseases.] Med Chem 60:4983-5001.
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Tubulinas y FtsZ

FtsZ es una GTPasa homdloga de tubulina, que guia la
division bacteriana, una diana de factores reguladores y
para descubrir nuevos antibiéticos. Los monémeros de
FtsZ cambian de conformacion inactiva a activa para en-
samblar cabeza con cola, formando filamentos sencillos
que hidrolizan GTP, crecen por un extremo y decrecen por
el otro. Los filamentos de FtsZ se organizan en grupos que
se mueven alrededor del anillo para la formacién del septo.

Filamentos ordenados y colas intrinsecamente desordenadas

Después de la demostracién del funcionamiento en solucién
del interruptor de ensamblaje de FtsZ, utilizando sondas fluo-
rescentes que se unen en la hendidura entre sus dominios, se
han determinado por fin las estructuras cristalograficas de una
misma FtsZ de Staphylococcus aureus en la forma monomérica ce-
rrada y en la forma abierta formando filamentos, en colaboracién
con el MRC LMB (Cambridge), y también por un grupo en Japén.
Este interruptor estructural explica el ensamblaje cooperativo
de filamentos sencillos de FtsZ y la dindmica de cinta deslizante
por hidrélisis de GTP. La propia unién de GTP es necesaria para
el plegamiento de FtsZ de S. aureus, cuyo nicleo estructural tam-
bién se puede estabilizar utilizando osmolitos.

Los filamentos de FtsZ se asocian lateralmente entre ellos, y unen
proteinas asociadas, a través de las colas C-terminales desor-
denadas que no se observan en las estructuras cristalograficas.
Hemos estudiado las propiedades auto-organizativas de los fila-
mentos de FtsZ en solucién. Resultados de SAXS indican un espa-
ciado caracteristico de 7 nm centro a centro entre protofilamen-
tos, que se puede explicar mediante modelos computacionales
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solo con un hueco de 2 nm entre los nicleos estructurales de los
mondmeros de FtsZ de filamentos vecinos curvados. Propusimos
que el conector C-terminal intrinsecamente desordenado de FtsZ
puentea el hueco. Mediante crio-microscopia electrénica, en el
Servicio de Microscopia Electrénica del CIB, hemos analizado
imégenes de ensamblados formados por construcciones de FtsZ
con diversos extremos C-terminales, que apoyan el modelo. Las
interacciones débiles entre los filamentos de FtsZ mediadas por
las colas C-terminales podrian facilitar la dindmica de desliza-
miento coherente de manojos de filamentos de FtsZ asociados a
membrana en sistemas reconstituidos, asi como los movimientos
circulares de FtsZ que guian la sintesis correcta de la pared septal
y la divisién celular bacteriana.
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disordered C-terminal tail. Biophysical ] 113:1831-1844 & cover.
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Diaz JF [2018] Zampanolide binding to tubulin indicates crosstalk of taxane
site with colchicine and nucleotide sites.] Nat Prod 81: 494-505.

- Aradjo-Bazan L, Huecas S, Valle ], Andreu D, Andreu JM [2019] Synthetic
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inhibits bacterial division. Mol Microbiol, accepted article.
DOI:10.1111/mmi.14198.

Figure 1

Superposition of closed (monomer)

and open (forming filaments by crystal
contacts) structures of FtsZ from S. aureus.
Nucleotides are shown as sticks, non-
carbon atoms coloured by element.
Sidechains of mutated residues F138 and
T66 of wildtype structure are shown as
spheres. The axis of interdomain rotation
is indicated. From Wagstaff et al mBio
8:e00254-17.
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Tubulins & FtsZ

FtsZ is a tubulin-like self-assembling GTPase that guides the bacterial division machinery, a target of regulating
factors and for discovering new antibiotics. FtsZ monomers switch from inactive to active conformation and associate
head-to-tail, forming single-stranded filaments that treadmill with GTP hydrolysis, in a partially understood process.

How FtsZ filaments organize into clusters moving around the division ring is still a challenging problem.

A tale of ordered filaments
and intrinsically disordered tails

Following the demonstration of the

FtsZ assembly switch in solution with
fluorescent probes binding into the
interdomain cleft of FtsZ, the crystal
structures of closed-cleft monomers and
open-cleft filaments of FtsZ structural
cores from Staphylococcus aureus were
finally determined in collaboration with
the MRC LMB (Cambridge), and also by

a group in Japan. This structural switch
explains cooperative assembly of FtsZ
single filaments and efficient treadmilling
upon GTP hydrolysis. GTP binding is
required for folding FtsZ monomers,
whose structure can also be stabilized
with osmolytes.

However, rather than forming a
well-defined structure, FtsZ filaments
laterally associate among them in

a relatively disordered fashion, and
bind partner proteins, through the
FtsZ C-terminal disordered tail that is
missing from the crystal structures.
We have studied the nanoscale self-
organization properties of FtsZ in
solution. Small-angle X-ray solution
scattering (SAXS) results indicated a
characteristic 7 nm center to center
lateral spacing between FtsZ filaments.
Comprehensive model building and
scattering calculations showed that

Financiacién | Funding
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multiple associated filaments of variable
curvature and length, leaving a 2 nm
gap between core filament structures,
were required to reproduce the X-ray
scattering features. We hypothesized
that the gap would be bridged by the
FtsZ intrinsically disordered C-terminal
linker region. Cryo-electron microscopy,
at the CIB Electron Microscopy Facility,
provided views of unstained individual
assemblies in vitrified solutions.

Figure 2

Architecture of bacterial cell
division protein FtsZ polymers.
Combining SAXS, cryo-EM and
molecular modeling approaches
has provided insight into the self-
organizing properties of FtsZ that
we think underlie the assembly
of the bacterial division ring.
Cover image, Biophysical Journal
113 (8) 2017.

Analyzing polymers assembled

from FtsZ constructs with diverse
C-termini supported the model. Weak
interactions between curved polar FtsZ
protofilaments through their C-tails

may facilitate the coherent treadmilling
dynamics of membrane-associated FtsZ
bundles in reconstituted systems, as well
as the circular movement of FtsZ clusters
that guides correct septal cell wall
synthesis and bacterial cell division.
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Crio-ME de Maquinas
Macromoleculares

Nuestro grupo estd interesado en entender cémo las ma-
quinas macromoleculares controlan el flujo de la infor-
macion genética. Para ello empleamos crio-microscopia
electronica, cristalografia de rayos X, junto con técnicas
bioquimicas y funcionales.

En nuestro grupo utilizamos una combinacién de técnicas es-
tructurales, biofisicas y funcionales para desarrollar modelos a
nivel atémico que ayuden a entender cémo se copia y transfiere
la informacién genética.

La replicaciéon del DNA es un proceso central para todos los orga-
nismos. Uno de los pasos clave en el inicio de la replicacién es la
carga de la helicasa replicativa, un motor hexamérico encargado
de desenrollar la doble hélice para que pueda ser copiada. La
carga de la helicasa depende de ATPasas de la familia AAA+, sin
embargo, se desconoce cémo este proceso sucede a nivel mole-
cular. Estamos analizando la estructura y funcién del complejo
helicasa:cargador para ayudar a comprender cémo la proteina
motora se deposita en el origen de replicacién, cémo la unién
al DNA regula la actividad de estos factores, y cudl es la funcién
del nucleétido en el proceso.

Curiosamente, varios miembros de la familia AAA+ también
juegan un papel determinante en la transposicién del DNA. En
el grupo estamos estudiando IS21, un transposén ampliamente
distribuido, con el fin de entender cémo estos factores altamente
conservados son capaces de reorganizar regiones enteras de
genoma o de diseminar genes de resistencia a antibiéticos.
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- Arias-Palomo E, Berger JM [2015] An atypical AAA+ ATPase assembly
controls efficient transposition through DNA remodeling and transposase
recruitment. Cell 162(4):860-71.

- Strycharska MS, Arias-Palomo E, Lyubimov AY, Erzberger JP, O’Shea VL,
Bustamante CJ, Berger JM [2013] Nucleotide and partner-protein control of
bacterial replicative helicase structure and function. Mol Cell 52(6):844-54.

- Arias-Palomo E, O’Shea VL, Hood IV, Berger JM [2013] The bacterial DnaC
helicase loader is a DnaB ring breaker. Cell 153(2):438-48.

- Arias-Palomo E*, Puri N, O’Shea Murray VL, Yan Q, Berger J]M* [2019]
Physical basis for the loading of a bacterial replicative helicase onto DNA.
Mol Cell. DOIL: 10.1016/j.molcel.2019.01.023. *Corresponding authors.

Cryo-EM of
Macromolecular
Machines

Our group is interested in understanding how
macromolecular machines control the flow of genetic
information. We rely on a blend of cryo-electron
microscopy, X-ray crystallography, with biochemical
and functional assays to analyze this process.

In our group we use a combination of structural, biophysical and
biochemical techniques to develop atomic-level models that explain
how macromolecular complexes control DNA replication and other
essential nucleic acid transactions.

DNA replication is central to the proliferation of all living organisms.
In cells, a key step at the onset of DNA replication is the loading

of a ring-shaped, hexameric replicative helicase onto origin DNA
that promotes the unwinding of parental template DNA strands.
Helicase loading is catalyzed by dedicated AAA+ ATPases, however,
how this process occurs at the molecular level is not known. We are
analyzing the architecture and function of the bacterial replicative
helicase:loader complex to help understand how the motor protein is
deposited at the origin of replication, how DNA binding modulates
the function of these factors, and what is the role of nucleotide
turnover in the process.

Interestingly, members of the AAA+ family also play a pivotal role in
DNA transposition. We are studying I1S21, a particularly streamlined
transposon, to help understand how these highly conserved ATPases

reshuffle complete genomic regions and promote the dissemination of
antibiotic resistance genes.
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Biotecnologia Microbiana

y de Plantas
Microbial and Plant Biotechnology

overview

The Department of Microbial and Plant Biotechnology is dedicated
to understanding how plants, animals and microorganisms
interact and respond to their environment. Multidisciplinary
research at all organizational levels, from molecules and

cells to whole organisms, is ensured by 12 groups that

provide excellence in both, fundamental and applied science.
Main research interests include interaction between plants and
their abiotic and biotic environment, management of insect pest
populations, contaminant bioremediation, and production of
chemicals from biomass or industrial wastes in biorefineries.

The significance of the research developed in our Department is
reflected in highly-cited publications in leading journals, as well
as in collaborations with other scientists from institutions all
over the world. In this scenario, the Department of Microbial and
Plant Biotechnology constitutes a unique entourage for graduate
students to perform their Ph.D. thesis. Our commitment to the
future is to further develop national and international leadership
in integrated environmental studies of plants and microorganisms,
and to maintain a stimulating, competitive ambiance for talented
young scientists.

Julio Salinas
Department Head
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Biotecnologia
para la Biomasa
Lignocelulésica

Nuestros objetivos cientificos estdn relacionados con el uso
de microorganismos (principalmente hongos filamentosos)
y sus enzimas en procesos industriales para la obtencion de
combustibles, materiales y productos quimicos (Biotecnolo-
gia Blanca) a partir de recursos vegetales. El propésito final
es contribuir al desarrollo sostenible de nuestra sociedad
(economia circular) a través de un uso mas amplio de las
materias primas renovables basado en la biotecnologia.

El grupo pretende profundizar en el conocimiento de aspectos
clave del sistema enzimdtico implicado en la biodegradacién de
la lignocelulosa por los hongos para el desarrollo de aplicaciones
que permitan el aprovechamiento integral de la biomasa vegetal,
de acuerdo con el concepto de Biorrefineria, incluyendo:

 Proyectos maés bésicos, sobre estudios bioquimicos y de relacio-
nes estructura-funcién de algunas de las enzimas clave en los
procesos de biodegradacién (para mejorar sus propiedades cata-
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liticas y/o operacionales) incluyendo: i) hemoperoxidasas (como
la peroxidasa versatil, VP) y hemoperoxigenasas; ii) Flavooxidasas
que generan peréxido, como la aril-alcohol oxidasa (AAO); iii) Oxi-
dasas multicobre, como las lacasas (y sus mediadores redox);
iv) Esterasas/lipasas con diferentes especificidades de sustrato;
y v) Otras hidrolasas de interés, como celulasas y xilanasas.

 Proyectos mas aplicados, relacionados con el uso de los hon-
gos y sus enzimas —enzimas nuevas aisladas de cultivos o
identificadas a partir de genomas, o mejoradas mediante
diseno racional o evolucién dirigida—- en aplicaciones indus-
triales o medioambientales tales como las relacionadas con
las biorrefinerias de la lignocelulosa para: i) La obtencién de
bioetanol de segunda generacién; y ii) La produccién de pro-
ductos quimicos y materiales mediante el uso de biocatali-
zadores enzimaticos (considerando también la valorizacién
de la fraccién lipidica de residuos industriales).

Dentro de estas lineas, A Prieto y MJ Martinez trabajan con hi-
drolasas que actuian sobre los polisacéridos y lipidos de la bio-
masa, mientras que S Camarero, FJ Ruiz-Duefias y AT Martinez
lo hacen con diferentes oxidorreductasas que actian sobre la
fraccién de lignina y otros compuestos. El trabajo realizado en
el periodo 2017-2018 ha dado lugar a unas treinta publicaciones
(algunas representativas se citan a continuacién) y varias paten-
tes (EP17382211.5 2017, PCT/ES2018/070466, PCT/ES2018/070428,
EP1641.1440 2018, y EP18382514.0 2018).



https://www.cib.csic.es/research/microbial-plant-biotechnology/biotechnology-lignocellulosic-biomass
https://www.cib.csic.es/research/microbial-plant-biotechnology/biotechnology-lignocellulosic-biomass

Biotecnologia Microbiana y de Plantas [95]
Microbial and Plant Biotechnology \

Biotechnology for Lignocellulosic Biomass

Our scientific objectives are related to the use of microorganisms (mainly filamentous fungi) and their enzymes in
industrial processes to obtain fuels, materials and chemicals (White Biotechnology) from plant resources. The final aim
is to contribute to the sustainable development of our society (circular economy) through an integrated use of renewable

plant feedstocks based on biotechnology.

The group aims to better understand several key aspects of the
enzymatic mechanisms involved in lignocellulose biodegradation by
fungi, using this information to develop different applications for the
integrated use of plant biomass as a renewable feedstock according
to the Biorefinery concept. This research line includes:

* More basic projects on biochemistry and structure-function of key
enzymes involved in lignocellulose biodegradation (to improve their
catalytic and/or operational properties) including: i) Hemeperoxidases
(like versatile peroxidase, VP) and hemeperoxygenases; ii) Flavooxidases
providing peroxide, like aryl-alcohol oxidase (AAO); iii) Multicopper
oxidases like laccases (and their redox mediators); iv) Esterases/
lipases with different substrate specificities; and v) Other
hydrolases of interest, such as cellulases and xylanases.

* More applied projects related to the use of fungi and their
enzymes — new enzymes isolated from fungal cultures or
identified by genome mining, or improved enzymes from rational
design or directed evolution — in industrial or environmental
applications such as those related to the lignocellulose
biorefineries for: i) Production of second generation bioethanol;
and ii) Sustainable production of chemicals and materials based
on the use of enzymatic biocatalysts (valorization of the lipidic
fraction of industrial residues is also studied).

In the above research lines, A Prieto and MJ Martinez work on
hydrolases acting on biomass polysaccharides and lipids, whereas
S Camarero, FJ] Ruiz-Duefias and AT Martinez work on different
oxidoreductases acting on the lignin fraction and other compounds.

Figure 1

The group projects resulted in around thirty scientific publications

Recreation of a Jurassic landscape showing wood degrading fungi growing

on a fallen log. The zoom recreates a detail of the ancestral process of lignin

during the 2017-2018 period (a selection of which is included below)
as well as several patents (EP17382211.5 2017, PCT/ES2018/070466,
PCT/ES2018/070428, EP1641.1440 2018, and EP18382514.0 2018).
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oxidation mediated by Mn** ions catalyzed by enzymes that arose at the end
of the Carboniferous period (in green), as well as more recent enzymes that
appeared several times throughout evolution (in orange), with the ability of
degrading lignin more efficiently by acting directly on the polymer units.
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Figure 2

Molecular modeling of the $-glucosidase 1 from Talaromyces amestolkiae.
Mutants E521S and E521G were obtained using protein engineering
techniques, converting the original enzyme into a glucosynthase.
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Biotecnologia
Medioambiental

El grupo de Biotecnologia Ambiental fue creado con el fin
de investigar las habilidades metabdlicas de bacterias para
aplicaciones ambientales. Estudiamos los genes, las enzi-
mas y la regulacion de las rutas metabdlicas tanto para
degradar los contaminantes ambientales como para sinte-
tizar compuestos quimicos mediante procesos de biotrans-
formacion/biorrefineria (por ejemplo, productos farmacéu-
ticos, biocombustibles, biomateriales, enzimas).

En el grupo trabajamos en la caracterizacién genética y bioqui-
mica de las rutas catabdlicas implicadas en la degradacién de
esteroides (genes catabdlicos y reguladores) utilizando la bacteria
Mycobacterium smegmatis como organismo modelo. El conoci-
miento de estas rutas bioquimicas nos permite generar bacterias
modificadas genéticamente para la produccién de esteroides de
interés farmacéutico a partir de sustancias naturales. Ademas he-
mos utilizado otros organismos industriales como nuevos chasis
como Corynebacterium o degradadores de disruptores endocrinos
como Novosphingobium (proyecto ELISA). En el campo farmacéutico
también estamos desarrollando proyectos utilizando técnicas me-
tagenémicas y de ingenieria metabdlica para la produccién bacte-
riana de policétidos antitumorales o antioxidantes con el objetivo
de definir un proceso biotecnolégico que asegure su suministro
(proyectos DESPOL y HELIOS). En el grupo también estamos tra-
bajando con cianobacterias para determinar sus aplicaciones en
el sector alimentario usando Arthrospira (Spirulina) como sistema
modelo (proyectos INSPIRA1y A4HW) o explorando nuevas solucio-
nes ambientales usando Synechoccocus (proyecto Europeo FET-LIAR).

La Quimica Verde y Sostenible es una de las actividades del grupo
dirigidas al desarrollo de bioprocesos industriales limpios con
varias aplicaciones: i) Biodesulfuracién de petrdleo con microor-
ganismos recombinantes (Rhodococcus, Pseudomonas); ii) Bioener-
gética para producir biocombustibles (butanol, isobutanol) con
microorganismos modificados por ingenieria metabdlica (Clostri-
dium, Escherichia); iii) Biocatalitica para producir enzimas (acilasas,
quimosina, amino oxidasas, arabinosa isomerasa, celulasas).
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Figure 1
Steroid degradation pathways confluence in
Novosphingobium tardaugens NBR16725.
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Environmental Biotechnology

The Environmental Biotechnology group was created to investigate the metabolizing abilities of bacteria for environmental
applications. We study the genes, enzymes and regulation of the metabolic pathways to degrade the environmental
contaminants and to synthesize chemical compounds by biotransformation/biorefinery processes (e.g., pharmaceuticals,

biofuels, biomaterials, enzymes).

The group is working on the genetic

and biochemical characterization of

the catabolic pathways involved in the
degradation of steroids (catabolic and
regulatory genes) using the bacterium
Mycobacterium smegmatis as a
model organism. The knowledge of

these biochemical pathways allows

us to generate genetically modified
bacteria for the production of steroids

of pharmaceutical interest from natural
substances. In addition, we have used
other industrial organisms as novel
chassis like Corynebacterium or
degraders of endocrine disruptors like
Novosphingobium (ELISA project).

In the pharmaceutical field we are also
developing projects using metagenomic
and metabolic engineering techniques for
the bacterial production of antitumoral
polyketides, carotenoids and antioxidants
with the aim of defining a biotechnological
process to ensure their supply (DESPOL
and HELIOS projects). In the group we
are also working with cyanobacteria

to explore their applications in the food
industry using Arthrospira (Spirulina)
as a model system (INSPIRA1 and A4HW
projects) or exploring new environmental
solutions using Synechoccocus (LIAR
EU-FET project). Green and sustainable
chemistry is also one of the current

activity areas of the group focused in
the development of clean industrial
bioprocesses with several applications:
i) Biodesulphurization of petroleum
with recombinant microorganisms
(Rhodococcus, Pseudomonas);

(ii) Bioenergy to produce biofuels

(butanol, isobutanol) with metabolically
engineered microorganisms (Clostridium,
Escherichia); iii) Biocatalytic to produce
enzymes (acylases, chymosin, amino
oxidases, arabinose isomerase, cellulases).
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Projects and research activities.
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Microbiologia Medioambiental

Nuestro trabajo se centra en la caracterizacion de las complejas redes metabdlicas y de seiializacion que controlan en
bacterias la degradacion de compuestos aromaticos, la resistencia a metales y gases téxicos, y la utilizacion de fuentes
de energia alternativas y mecanismos de fijacion de CO,, con el objetivo de desarrollar tecnologias sostenibles para la
bioconversion de contaminantes y/o residuos biolégicos en productos de interés industrial.

Mediante la combinacién de técnicas de biologia molecular cla-
sica con técnicas de biologia de sistemas (6micas, modelos ba-
sados en reconstrucciones metabdlicas) estamos caracterizan-
do distintos procesos bacterianos de interés medioambiental.
Nuestro trabajo con la beta-Proteobacteria anaerobia facultativa
Azoarcus sp. CIB ha desvelado nuevas rutas metabdlicas aeré-
bicas y/o anaerdbicas implicadas en la degradacién de com-
puestos aromaticos, asi como nuevos sistemas reguladores y
de transduccién de senales que facilitan la resistencia al efecto
toxico de los contaminantes. Estos estudios han permitido el
disefio, mediante ingenieria metabdlica de sistemas, de cepas de
Azoarcus sp. CIB optimizadas para la eliminacién y/o bioconver-
sién de compuestos aromaticos y metales pesados contaminan-
tes en productos de valor anadido, tales como los bioplésticos
(polihidroxibutirato, PHB) o nanoparticulas metdlicas, asi como
el desarrollo de biosensores del estado rédox celular. La utiliza-
cién de fuentes de energia y aceptores de electrones inorgéni-
cos en procesos de respiracion celular alternativos también son
objeto de investigacién.

Por medio de abordajes basados en biologia sintética y de siste-
mas con Pseudomonas putida KT2440, una gamma-Proteobacteria

Figure 1

Production of selenium nanoparticles (SeNPs) by Azoarcus sp. CIB. A. Cell culture
was grown in minimal medium supplemented with selenite. The red color

is due to the reduction of selenite to elemental selenium. B. Bacterial cells
observed by transmission electron microscopy; the SeNPs produced are visible
as black granules. C. Purified SeNPs observed by scanning electron microscopy.

modelo en biotecnologia medioambiental, estamos estudiando
el potencial bacteriano para la degradacién aerébica de lignina,
el polimero aromético més abundante de la naturaleza y uno
de los principales excedentes industriales actualmente, y su
revalorizacién hacia la produccién de compuestos de interés
en el sector de los biomateriales.

Otra linea de investigacién se centra en la manipulacién
genética de Ralstonia eutropha H16, una beta-Proteobacteria
ampliamente utilizada en la industria, para la eficiente bio-
conversién de gases tdxicos, e.g. CO, o de efecto invernadero,
e.g. CO,, generados en el reciclaje de biomasa, en compuestos
de valor afladido como el PHB, dentro del nuevo concepto de
economia circular.
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Figure 2

Strategy used for lignin revalorization. Lignin depolymerization generates
monoaromatic compounds that are mineralized by Pseudomonas putida.
Through systems metabolic engineering we have re-directed the metabolism
of monoaromatic compounds towards the synthesis of pyridin dicarboxylic
acids (2,4 and 2,5-PDCAs) that are used as terephthalate structural analogues
for the synthesis of PBAT- and PET-like biopolymers.
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+ Jacoby C, Eipper ], Warnke M, Tiedt O, Mergelsberg M, Stérk HJ, Daus B,
Martin-Moldes Z, Zamarro MT, Diaz E, Boll M [2018] Four molybdenum-
dependent steroid C25 hydroxylases: heterologous overproduction, role in
steroid degradation, and application for 25-hydroxyvitamin D3 synthesis.
mBio 9: e00694-18.
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Environmental Microbiology

Our work is focused on the characterization of the complex metabolic and signaling networks that control in bacteria
the degradation of aromatic compounds, the resistance to toxic metals and contaminant gases, and the utilization
of alternative energy sources and CO, fixation mechanisms, with the aim to develop sustainable technologies for the

bioconversion of contaminants and/or biowaste into products of industrial interest.

We are characterizing, through
molecular biology and systems biology
approaches (omics, global metabolic
reconstructions), different bacterial
processes of environmental relevance.
Our work with the facultative anaerobic
beta-Proteobacterium Azoarcus sp.
CIB has revealed new metabolic
aerobic and/or anaerobic pathways
involved in the degradation of aromatic
compounds, as well as novel regulation
and signal transduction systems

that facilitate resistance to the toxic
effect of contaminants. These studies
paved the way to systems metabolic
engineering approaches to optimize

2 §
e

b

Azoarcus sp. CIB strains for removal
and/or bioconversion of aromatic
compounds and contaminant metals
into added value products, such as
bioplastics (polyhydroxybutyrate, PHB)
or metal nanoparticles, and for the
development of cellular redox biosensors.
The use of inorganic energy sources and
electron acceptors in alternative cellular
respiration processes are also under
study.

By using systems and synthetic biology
approaches in Pseudomonas putida
KT2440, a gamma-Proteobacterium used
as model organism in environmental

biotechnology, we are studying the bacterial
potential to degrade lignin, the most
abundant aromatic polymer in nature
and a major industrial residue, for its
revalorization towards the synthesis of
bulk chemicals.

Another research line is devoted to

the genetic manipulation of Ralstonia
eutropha H16, a beta-Proteobacterium
widely used in industry, for the efficient
bioconversion of toxic gases, e.g. CO, or
greenhouse gases, e.g. CO,, generated in
biomass recycling, into compounds with
added value such as PHB, within the new
concept of circular economy.
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Interacciones Huésped-Parasito
en Infecciones Neumocacicas

Neumococo es uno de los patégenos mads relevantes, tanto por las enfermedades en las que esta implicado como por sus
elevados niveles de resistencia a antibiéticos. La lucha contra esta bacteria y otras del tracto respiratorio constituye el eje
central de las investigaciones del grupo, e implica la comprension de la relacion huésped-parasito, la asociacion con otros
patdgenos para la formacion de biofilms y el disefio de nuevos antimicrobianos.

La nasofaringe y los pulmones sanos estan colonizados por
diferentes microorganismos que forman biofilms mixtos. He-
mos demostrado que la N-acetilcisteina es capaz de destruir
con gran eficiencia las células tanto de neumococo como
de Haemophilus influenzae en biofilms mixtos. Estudios adi-
cionales han puesto de manifiesto que, en contra de lo que
se creia, en ausencia de todas las enzimas autoliticas de
pared conocidas en neumococo (LytA, LytC y CbpD), la ma-
triz de los biofilms contiene DNA extracelular que permite
una formacién significativa de los mismos. Por otro lado, el
creciente nivel de resistencia a los antibiéticos tradicionales
que presentan las bacterias patégenas estd urgiendo al di-
sefio de nuevas herramientas moleculares que conduzcan a
terapias innovadoras. Una alternativa prometedora se basa
en las endolisinas codificadas por fagos (también llamadas
enzibiéticos), enzimas modulares que rompen enlaces es-
pecificos del peptidoglicano de las bacterias susceptibles.

En nuestro laboratorio se ensayan nuevas endolisinas diri-
gidas contra patdgenos respiratorios, obtenidas a partir de
los correspondientes fagos o por construccién de quimeras
fusionando diferentes dominios funcionales. Estas enzimas
muestran una gran actividad bactericida tanto frente a cul-
tivos plancténicos como a biofilms. Los resultados in vitro
se validan en diferentes modelos de ratén o de pez cebra.
Otro de los enfoques del laboratorio contempla el disefio,
ingenieria y ensayo de nuevas moléculas dirigidas a proteinas
de la superficie bacteriana atn no exploradas como dianas
terapéuticas, como las proteinas de unién a colina (CBPs) de
neumococo. Para ello, el grupo utiliza técnicas de modelado,
estructura e ingenieria de proteinas, asi como aproximaciones
nanotecnolégicas que incrementen la actividad de los com-
puestos seleccionados. Algunos de los resultados obtenidos
tienen asimismo importantes implicaciones biotecnolégicas
que constituyen lineas adicionales de investigacién.
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Host-Parasite Interplay in Pneumococcal

Infection

Pneumococcus is one of the most relevant pathogens because of the diseases it is involved in, as well as its high levels
of antibiotic resistance. Fight against this bacterium, and others from the respiratory tract, is the main goal of our
research, and this involves the understanding of the host-parasite relationship, the association with other pathogens to
build biofilms and the design of novel antimicrobials.

Figure 1

Evidence of the existence of extracellular
DNA (eDNA) in pneumococcal biofilms using
confocal laser scanning microscopy. A biofilm
of S. pneumoniae R6 grown for 5 h at 34°C in
C+Y medium was stained with a combination
of SYTO 59 (red), 7-hydroxy-9H-[1,3-dichloro-
9,9-dimethylacridin-2-one (DDAO; blue), and

a-dsDNA, followed by Alexa Fluor-488 goat anti-
mouse IgG (green). The image is a merge of the

three channels. Scale bar = 25 um.

The nasopharynx and healthy lungs are
colonized by different microorganisms
that form mixed biofilms. We have
shown that N-acetyl-cysteine is capable
of killing with great efficiency the cells of
both pneumococcus and Haemophilus
influenzae growing in mixed biofilms.
Additional studies have shown that, in
contrast to what was previously thought,
the absence of the known pneumococcal
autolytic enzymes (LytA, LytC and CbpD)

does not hinder the presence of extracellular

DNA in the biofilm matrix. Under these
conditions, biofilm development can
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still take place. On the other hand, the
increasing level of resistance to traditional
antibiotics presented by pathogenic bacteria
is urging the design of new molecular

tools leading to innovative therapies. A
promising alternative is based on phage-
encoded endolysins (also called enzybiotics),
modular enzymes that break specific
peptidoglycan bonds of susceptible bacteria.
In our laboratory, we test new endolysins
directed against respiratory pathogens,
either isolated from their phage origin or

by construction of chimeras fusing different
functional domains. These enzymes

show a high bactericidal activity both
against planktonic cultures and biofilms.
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The in vitro results are validated in
different mouse or zebrafish models.
Another line of research involves the
design, engineering and assay of novel
molecules affecting polypeptides of the
bacterial surface and barely explored as
therapeutical targets so far, such as the
pneumococcal choline-binding proteins
(CBPs). To achieve this, the group makes
use of protein modeling, structure and
engineering techniques, as well as
nanotechnological approaches that enhance
the activity of the selected compounds.
Some of our results possess valuable
biotechnological implications that constitute
additional research lines in the laboratory.
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The choline-binding proteins as sources of peptides, polypeptides and small-molecule compounds with
antimicrobial activity, both as such or displayed on multivalent nanoparticles.
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° 7 B) Efectos de insecticidas y maiz Bt sobre los polinizadores sil-
In te ra c C 1 O n vestres. Estamos investigando cémo puede afectar el uso del

maiz Bty de distintos insecticidas, entre ellos los neonicoti-

Pl a n ta - I n s e c to noides, a los polinizadores presentes en cultivos, y cémo con-

tribuyen dichos polinizadores al rendimiento de los mismos.

Nuestro objetivo es proporcionar el conocimiento y las he- C) Resistencia a insecticidas en la mosca mediterranea de la
rramientas necesarias para el manejo de artrépodos de fruta, Ceratitis capitata. Hemos identificado algunos de los
interés agricola y médico. La composicién multidisciplinar mecanismos de fesjsfen.da y desarrollado .hgrramientas
del grupo (biologia molecular, fisiologia y medio ambien- rr'lc.>1eculares de .d,lagnostlco y model?s predlCtlYOS qu'e fa-
. . ... . .. cilitan la deteccién precoz y el manejo de la resistencia en
te) permite un abordaje holistico para la implementacion oblaciones de campo
de estrategias de Manejo Integrado de Plagas, un sistema P po-
de control clave para incrementar la seguridad alimenta- D) Efecto de la sequia en la interaccién planta-acaro. Hemos
ria, la calidad ambiental y la salud publica. demostrado que el dano ocasionado por dcaros fitéfagos
(Tetranychus urticae, T. evansi y Aculops lycopersici) en plantas
de tomate es mayor en aquellas variedades que acumulan
nutrientes (azdicares y aminodcidos libres) en respuesta a
las condiciones de sequia y/o infestacién por acaro. Estamos
analizando las bases moleculares, fisiolégicas y metabdlicas
de estas interacciones.

Nuestras lineas de investigacién son:

A) Seguimiento de la evolucién de resistencia al maiz Bt. Desde
1998 estudiamos la evolucién de resistencia al maiz Bt de dos
plagas clave, Sesamia nonagrioides y Ostrinia nubilalis, y una

secundaria, Mythimna unipuncta. Hemos modelizado la evo- E) Fisiologia y biologia molecular de acaros causantes de alergia.
lucién de resistencia de S. nonagrioides y estamos analizando Hemos desarrollado un sistema para la identificacién molecu-
distintos pardmetros biolégicos relevantes en el desarrollo de lar de especies de acaros del polvo, estudiamos la expresién
resistencia para optimizar el modelo. Ademas, hemos detec- de alergenos en respuesta a los cambios en el entorno, y es-
tado por primera vez en la UE un alelo de resistencia al maiz tamos desarrollando nuevos métodos para la estandarizacién

Bt en poblaciones de campo de esta especie. de extractos alergénicos que se utilizan en inmunoterapia.
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Our aim is to provide knowledge-based insights and novel tools for managing arthropods of agricultural and medical
relevance. The multidisciplinary composition of the group (molecular biology, physiology and environmental sciences)
allows a holistic approach for the implementation of Integrated Pest Management strategies, a key issue to increase

food security, environmental quality and public health.

Our current research is focused on:

A) Resistance monitoring to Bt maize. Since
1998 we are studying the evolution of
resistance to Bt maize of two key maize
pests, Sesamia nonagrioides and C

~

how the use of Bt maize and different
insecticides, including neonicotinoids, can
affect the pollinators present in crops, and
how these pollinators contribute to yield.

Insecticide resistance in the

and Aculops lycopersici) in tomato
plants is higher for those varieties

that accumulate nutrients (free

sugars and aminoacids) in response

to water-shortage conditions and/or
mite infestation. We are analyzying the

Ostrinia nubilalis, and a secondary
one, Mythimna unipuncta. We have
modeled the resistance evolution of

S. nonagrioides and we are analyzing
different biological parameters relevant
in the development of resistance to
optimize the model. In addition, we
have detected for the first time in the
EU an allele of resistance to Bt maize in
field populations of this species.

D,

~

Mediterranean fruit fly, Ceratitis
capitata. We have identified some of the
resistance mechanisms and developed
molecular diagnostic tools and predictive
models to facilitate the early detection of
resistance and the implementation

of resistance management strategies in
field populations.

Effect of drought on plant-mite
interaction. Our studies revealed that

~

molecular, physiological and metabolic
basis of these interactions.

Studies on the physiology and molecular
biology of allergy producing mites.

We have developed molecular tools

for species identification of dust mites,
we are studying allergen expression

in mites in response to changes in the
environment and we are developing
new methods for the standardization

B) Effects of insecticides and Bt maize on the damage casused by phytophagous of allergenic extracts used in
wild pollinators. We are investigating mites (Tetranychus urticae, T. evansi immunotherapy.
,,_..- A Plant defenses < A . . m
ttenuate induction
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- & - J
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The performance of phytophagous mites on tomato plants under drought stress depends on:
a) the accumulation of free sugars and amino acids used by the plant for osmotic adjustment;
and b) the capability of the mites to attenuate the induction of plant defenses.

Xylocopa violacea (Hymenopera: Anthophoridae) fully
covered in sunflower pollen. Wild pollinators, such as this
carpenter bee, are usually found in mass flowering crops.
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Biologia Molecular
de Bacterias
Gram-positivas

Las bacterias Gram-positivas incluyen microorganismos
patdgenos, como algunas especies pertenecientes al gé-
nero Streptococcus, y otros beneficiosos para el hombre,
como las bacterias lacticas (BAL), algunas de las cuales
se consideran probiéticas. Nuestro grupo estudia diver-
sos aspectos de su biologia con impacto en la salud y en
la nutricién, tales como su interaccién con células euca-
riéticas, sus plasmidos y los metabolitos que producen.

Durante el bienio 2015-2016, la investigacién del grupo se ha
centrado primordialmente en: (i) el estudio de la produccién y
funcionalidad de polisacaridos de las BAL, (ii) desarrollo y uti-
lizacién de vectores plasmidicos basados en la expresién de la
proteina fluorescente mCherry, para detectar tanto expresiéon
génica, como la capacidad de colonizacién de las BAL y (iii) el
plasmido promiscuo pMV158 como sistema modelo de replica-
cién y control. (i) La caracterizacién y evaluacién in vitro e in vivo
de homopolisacaridos (HoPS, dextranos y f-glucanos) producidos
por BAL aisladas de alimentos y bebidas indican que poseen ac-
tividad inmunomoduladora (Fig. 1) de interés para el desarrollo
de alimentos y piensos funcionales. (ii) Los vectores plasmidicos
desarrollados en nuestro laboratorio y comericalizados por Sol-
meglas (Pozuelo de Alarcén, Madrid, Espaifia) nos han permitido
detectar LAB probidticas productoras de HoPS en el tracto di-
gestivo del pez cebra y caracterizar la regulacién de la expresion
de la dextransacarasa responsable de la sintesis de dextrano en
Lactobacillus y de la produccién de sorbitol en Pediococcus. iii) E1
control de la replicacién estable de pMV158 se ejerce por la ac-
cién sinérgica de dos elementos codificados por el pldsmido: la
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Figure 1

Anti-inflammatory effect of P. parvulus 2.6 p-glucan in an inflammation
model of the Tg (mpx:GFP) zebrafish line. The inflammation was induced
by cutting off the apical region of the tail. (A) Images of larvae treated and
untreated with the p-glucan. Squares mark areas of inflammation, red
with less migration of neutrophils than white. (B) The GFP fluorescence
emitted by the neutrophils was quantified in the whole larvae and in their
tails. * P < 0.05 and ™ P < 0.01.

proteina CopG que reprime la transcripcién del operdn copG-repB,
y el RNAII antisentido que inhibe la traduccién del gen esencial
repB. Hemos visto que el lazo regulador mediado por CopG tiene
también un papel clave en el establecimiento del plasmido en un
nuevo huésped. En ausencia de CopG hay una rapida repoblacién
de pMV158 hasta que se alcanza el nimero de copias caracteris-
tico, mientras que la repoblacién del plasmido se anula cuando
el represor estd presente en la célula receptora, lo que conlleva la
méxima tasa de pérdida plasmidica (Fig. 2). Asi, el lazo regulador
mediado por CopG representa un mecanismo de emergencia que
permite la fuerte expresién de repB durante el establecimiento
del plasmido, favoreciendo la promiscuidad de pMV158.
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Molecular Biology of Gram-positive Bacteria

Gram-positive bacteria include pathogenic organisms, such as species belonging to the Streptococcus genus, but also
other strains that are beneficial to human health, such as lactic acid bacteria (LAB) with probiotic properties. Our
group studies several aspects of the biology of Gram-positive bacteria which impact on human health, such as their
interaction with eukaryotic cells, their plasmids and their metabolites.

During 2017-2018, the main targets of the
group were: (i) the study of the production
and functionality of exopolysaccarides from
LAB, (ii) the development and utilization

of plasmid vectors based on the expression
of the mCherry fluorescent protein for
detection in LAB of gene expression and
their colonization capability and (iii) the
promiscuous pMV158 plasmid as a model
system for replication and control. (i) The
characterization as well as the in vitro and
in vivo evaluation of homopolisaccharides
(HoPS, dextrans and f-glucans) synthesized
by LAB isolated from food and beverages
indicated that they have immunomodulatory
activity (Fig. 1) with potential for
development of functional food and feed.

(ii) The plasmidic vectors developed in our
laboratory and comercializad by Solmeglas
(Pozuelo de Alarcén, Madrid, Espaiia) have
allowed to detect HoPS-producing LAB in
the digestive tract of the zebrafish and to
characterize the regulation of expression
of the dextransucrase responsable for the
dextran synthesis in Lactobacillus as well
as that of the production of sorbitol in
Pediococcus. (iii) Control of the steady-
state replication of pMV158 is exerted

by the synergistic action of two plasmid-
encoded elements, namely protein CopG that
represses transcription of the copG-repB
operon, and antisense RNAII that inhibits
translation of the essential repB gene. We
show that the CopG-mediated regulatory

copd t

)
-
= b ECE
s
§ ]
]

Publicaciones Seleccionadas | Selected Publications

loop also has a key role in the establishment
of the plasmid in a new host. We find that
in the absence of CopG pMV158 repopulates
rapidly to reach the steady-state copy
number, whereas plasmid repopulation is
abolished when the repressor is present in
the recipient cell, which results in maximal
plasmid loss rate (Fig. 2). Thus, the CopG-
mediated regulatory loop represents an
emergency mechanism enabling strong
expression of the repB gene during the
plasmid establishment, which can benefit
the pMV158 promiscuity.
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Figure 2

Effect of CopG on plasmid establishment.
Experimental loss rate (Lex) of pMV158 in
pneumococcal transformants that either harbor (A)
or lack (B) the copG gene. The graphs in (C) and (D)
show the impact of CopG on the kinetics of pMV158
repopulation (R is the plasmid replication rate).
Panels (E) and (F) show the in vivo amplification

of the incoming plasmid DNA in the presence or
absence of CopG, respectively.
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Interacciones Moleculares

Planta/Virus/Vector

Las enfermedades virales en cultivos vegetales afectan seriamente a la produccién de alimentos. La investigacion de inte-

racciones entre factores de la planta, virus y vector transmisor, asi como de efectos de las infecciones virales en la relacién
de la planta con su medio ambiente es crucial para el disefio de estrategias biotecnolégicas que garanticen la seguridad
alimentaria. Nuestro grupo las estudia mediante aproximaciones genémicas, proteémicas y funcionales.

Nuestro grupo investiga interacciones entre factores de virus
modelo de RNA y de plantas experimentales en infecciones
compatibles, y sus implicaciones biolégicas. Nuestra hipétesis
de trabajo es que las alteraciones causadas por dichos virus en
la homeostasis de la planta a través de las propiedades de sus
proteinas y acidos nucleicos son en gran medida responsables de
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Figure 1

The unfolded protein response (UPR) ameliorates the necrosis produced by
the infection with PVX+HC (A) and the systemic movement of the virus (B).
Nicotiana benthamiana plants silenced for the bZIP60 transcription factor
(TRV2:bZIP60) or control (TRV2:00) were infected with Potato virus X (PVX) in
the presence of the potyviral factor HCPro or GUS as control. PVX harbors the
reported gene GFP.

la patogenicidad de la infeccién viral. En particular estudiamos
los determinantes de patogenicidad virales HCPro de potyvirus,
2b de cucumovirus y p25 de potexvirus, que interfieren procesos
de la planta mediados por RNAs pequenos.

También estudiamos las respuestas de plantas infectadas a otros
estreses, y efectos de parametros ambientales en interacciones
virus-planta, con respecto a fitness viral y a sintomas de infeccién.
Descubrimientos recientes sugieren una probable conexién entre
respuestas de plantas a virus y mayores tolerancias a otros estreses
bidticos o abidticos. Las causas pueden radicar en que las plantas
usan rutas de sefializacién de respuesta a diferentes estreses in-
terconectadas, incluyendo a los virus, y es probable que ocurran
cross-talks entre las mismas. Por ello, estudiamos como infecciones
virales que conllevan un amplio reprogramado del metabolismo del
huésped podrian ofrecer ventajas competitivas (como una mejor
aclimatacién metabdlica de la planta infectada frente a estreses), y
también si estas tolerancias podrian ser conferidas experimental-
mente por infecciones subliminales y menos patogénicas.

Para estos estudios sobre interacciones entre factores de virus y
plantas y su relevancia funcional, y también para identificar genes
y circuitos relacionados con la expresién de sintomas y tolerancias
a estreses, utilizamos varias técnicas moleculares como son la se-
cuenciacién masiva, ensayos de funcién, estudios de interacciones
en vivo y en vitro, transformacién genética de plantas, y genética
reversa basadas en el sielnciamiento génico inducido por virus.
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Molecular Plant/Virus/Vector

Interactions

Virus diseases in crops seriously affect the yield and the quality of the food produced. Research on interactions
between factors from the plant, virus and the transmission vector, as well as on effects of viral infections on the
relation of the plant with its surrounding environment is crucial to the design of biotechnology strategies that
will secure food production. Our group studies them by combining genomic, proteomic and molecular functional

approaches.

Our group investigates molecular
interactions in compatible infections
between factors of model RNA viruses
and experimental plants, and their
functional significance. We work on the
hypothesis that alterations caused by
viruses on plant homeostasis through
their proteins and nucleic acids are

to a great extent responsible for viral
pathogenicity. In particular we study
viral pathogenicity determinants such
as potyviral HCPro, the cucumoviral 2b
protein, or the potexviral P25 protein,
which interfere processes in the plant
mediated by small RNAs.

We also study the responses of infected
plants to other stresses, and effects of
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environmental parameters on outcomes
of plant-virus interactions with regard
to viral fitness and infection symptoms.
Recent findings suggest a probable
connection between responses of plants
to viral infections and their enhanced
tolerances to other biotic or abiotic
stresses. The causes may relate to

the fact that plants use networks of
interconnected signaling pathways to
respond to various ambient stresses,
including viruses, and cross-talks
between different signaling responses
may likely occur. We are thus testing
how virus infections that lead to ample
reprogramming of host metabolism
could offer a competitive advantage, i. e.,
metabolic acclimation of the infected

HCPro mutD

plant against environmental stresses,
and also whether increased tolerances to
stresses could be achieved experimentally
under environmental conditions that lead
to subliminal, less pathogenic infections.

For these studies on interactions

between plant and virus factors, on

their functional relevance, and also to
identify the genes and circuits involved

in symptom expression and tolerances to
stresses, we use a variety of molecular
techniques including massive sequencing,
functional assays, in vivo and in vitro
functional interaction studies, plant
genetic transformation and reverse genetic
approaches based on virus-induced gene
silencing.

Figure 2

The abilities of HCPro

to mediate potyvirus
transmission by its insect
vectors, and to relocate to
the microtubule cytoskeleton
under conditions of

osmotic stress, correlate:
BiFC-derived fluorescence in
stressed epidermal cells from
either native HCPro or from

a non-aphid transmissible
HCPro mutant D (left and right
panel, respectively). Coating
of the filamentous network is
only visible in the left panel.

- Aguilar E, del Toro F, Brosseau C, Moffett P, Canto T, and Tenllado F [2018]
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20(2):194-210.
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Nucleolo,
Proliferacion Celular
y Microgravedad

en Plantas

La exploracion espacial es uno de los grandes retos de la
humanidad. Las plantas deben acompaiiar necesaria-
mente al ser humano en estas empresas, proporcionando
nutrientes y bienestar y capturando residuos. El ambiente
espacial produce un importante stress abidtico al creci-
miento de las plantas, cuyos mecanismos biolégicos nece-
sitamos conocer y contrarrestar para hacer posible el cul-
tivo eficiente de plantas en el espacio y en otros planetas.

Conocer los efectos del ambiente espacial sobre el crecimiento
de las plantas y promover su adaptacién es nuestro principal
objetivo. Para ello investigamos el tejido meristematico de la raiz,
constituido por células totipotentes, altamente proliferantes,
que proveen nuevas células para la diferenciacién y el desarrollo
alolargo de la vida de la planta. Desde nuestros primeros expe-
rimentos en el espacio conocemos que la ausencia de gravedad
induce un stress en estas células, desacoplando la proliferacién
y el crecimiento celular. De no ser contrarrestado, este stress
pondria en riesgo la supervivencia de la planta. Nuestros es-
tudios tienen lugar en dos escenarios principales: la Estacién
Espacial Internacional (ISS) donde realizamos experimentos de
crecimiento de plantas en microgravedad real, y diferentes ins-
talaciones terrestres de microgravedad simulada (Fig. 1). En la
ISS hemos liderado el experimento “Seedling Growth”, una cola-
boracién de la NASA y la ESA, en el que se ha analizado el papel
conjunto de la gravedad y la luz en el crecimiento de las plantas.
Los resultados de expresién génica y localizacién cuantitativa
de marcadores celulares funcionales muestran que la luz roja
es capaz de compensar al menos parte de las alteraciones in-
ducidas por la ausencia de gravedad. En el dispositivo “Random
Positioning Machine”, del Centro ESTEC de la ESA se ha pues-
to a punto una nueva tecnologia de simulacién de la gravedad
parcial existente en la Luna y en Marte. Hemos encontrado que
la gravedad de la Luna es comparable a la microgravedad en la
produccién de alteraciones celulares, mientras que la gravedad

de Marte es capaz de orientar el crecimiento de las plantas.
Ademds, se han utilizado cultivos celulares en microgravedad
simulada para investigar las alteraciones del ciclo celular. El ciclo
celular se acelera como consecuencia de cambios en la expresién
de genes reguladores que actian en los dos principales puntos
de chequeo del ciclo, en G2/M y en G1/S (Fig. 2).
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Figure 1

Experiments in real and simulated microgravity. A: Operations of the space
experiment “Seedling Growth” in ISS. An astronaut manipulates the “FixBox”
device for chemical fixation of samples, developed by the Spanish company
Sener for this experiment. B: Setup of the ZGIP clinostat, awarded by United
Nations to our laboratory to perform experiments in simulated microgravity.
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Figure 2

Microgravity alters cell cycle regulation. A: Flow cytometry of synchronic cells. Cell cycle accelerates under microgravity due to shortening of G2/M phase
and slight elongation of G1 phase. B: Expression of core cell cycle regulatory genes in checkpoints G2/M (upregulated-green) and G1/S (downregulated-red).
Plant Cell Environ (2018).

Plant Cell Nucleolus, Proliferation
and Microgravity

Space exploration is a great challenge for humankind. Plants must necessarily be companions of humans in these
enterprises, providing nutrients and wellbeing and removing waste products. Space environment produces a
noticeable abiotic stress for plant growth, whose biological mechanisms need to be known and counteracted in order
to make possible the efficient culture of plants in space and in other planets.

Knowing the effects of the space scenarios: the International Space Station at ESA-ESTEC Center, a new simulation
environment on the growth of plants and (ISS) where we perform plant growth technology of partial gravity existing on
promoting their adaptation is our major experiments in real microgravity, and the Moon and Mars has been developed.
objective. We address this objective by different simulated microgravity terrestrial We have found that the gravity of the
investigating the meristematic tissue of installations (Fig. 1). In the ISS, we have Moon is comparable to microgravity in
the root, made up of totipotent, highly led the experiment “Seedling Growth”, a the production of cellular alterations,
proliferating cells that provide new cells collaboration of NASA and ESA, which while the gravity of Mars is able to orient
for differentiation and development has analyzed the joint role of gravity and the growth of plants. Furthermore, cell
throughout the life of the plant. From our light in the growth of plants. The results cultures in simulated microgravity have
first experiments in space, we know that of gene expression and quantitative been used to investigate alterations of the
the absence of gravity induces stress in localization of functional cellular cell cycle. The cell cycle accelerates as a
these cells, decoupling cell proliferation markers show that red light is able to consequence of changes in the expression
and growth. If not counteracted, this compensate at least part of the alterations of regulatory genes that act in the two
stress would jeopardize the survival of the induced by the absence of gravity. In the main checkpoints of the cycle, in G2 / M
plant. Our studies take place in two main “Random Positioning Machine” device, and in G1/ S (Fig. 2).
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Biologia Molecular de Plantas

Las plantas tienen una extraordinaria capacidad para adaptarse al medioambiente. Conocer los mecanismos moleculares

que controlan la relacion de las plantas con su entorno es relevante tanto desde un punto de vista basico como aplicado.

El trabajo en nuestro laboratorio tiene como objetivo elucidar esos mecanismos que, en ultima instancia, permitiran com-
prender como las plantas se desarrollan y reproducen, y mejorar la productividad y sostenibilidad de los cultivos.

En la naturaleza, las plantas viven en entornos en constante
cambio que a menudo son desfavorables para su crecimiento y
desarrollo. Las condiciones ambientales adversas, como la se-
quia, las temperaturas extremas o la salinidad en los suelos,
constituyen factores limitantes para la distribucién geogréfica de
las plantas y el rendimiento de los cultivos, y suponen una ame-
naza para la seguridad alimentaria. A lo largo del siglo, se espera
que estas condiciones aumenten debido a cambios drasticos en
el clima impulsados por el calentamiento global. Como conse-
cuencia, los cultivos y los ecosistemas, se veran muy afectados.

Para sobrevivir a las condiciones de estrés ambiental a las que a
menudo estan expuestas, las plantas modifican su metabolismo
y crecimiento mediante la reprogramacién de la expresiéon gé-
nica. Aunque ya se han identificado y caracterizado muchos ge-
nes regulados por estrés abidtico, los mecanismos moleculares
que subyacen a esas respuestas adaptativas alin no se conocen.
Elucidar de estos mecanismos, ademas de tener una relevan-
cia biolégica importante, es fundamental para poder mejorar
la tolerancia al estrés abidtico de los cultivos, para lograr una
agricultura sostenible y para garantizar la seguridad alimentaria.

Nuestra linea de investigacién tiene como objetivo identificar y
caracterizar los mecanismos moleculares mediante los cuales
las plantas toleran y se adaptan a situaciones de estrés abidti-
co. Utilizando Arabidopsis como sistema modelo y un enfoque
experimental multidisciplinar, hemos identificado reguladores
moleculares implicados a diferentes niveles (cromatina/epige-
nética, transcripcional, postranscripcional y actividad proteica)
en la adaptacién de las plantas a ambientes adversos. En la
actualidad, nuestros esfuerzos estan dirigidos a comprender
su forma de accién y su papel en la respuesta de las plantas al

estrés abidtico. La conservacién de los reguladores moleculares
identificados en Arabidopsis en cultivos importantes, como el
tomate, también esta siendo objeto de estudio.

Figure 1

Arabidosis flowers after being exposed to freezing temperature.
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Plants have an extraordinary capacity to adapt to their surroundings. Understanding the molecular mechanisms controlling

the relationship of plants with their environment is significant from both basic and practical points of view. The work in our

laboratory aims to elucidate those mechanisms that, ultimately, will allow to figure out how plants develop and reproduce,
and to improve crop productivity and sustainability.

In nature, plants are living in constantly
changing environments that are often
unfavorable or stressful for growth and
development. Adverse environmental
conditions, including drought, extreme
temperatures, and salinity, constitute major
limiting factors for plant geographical
distribution and productivity in agriculture,
and threaten food security. These conditions
are expected to increase along this century
due to drastic changes in climate, much of
which are driven by global warming. As a
consequence, agriculture and the way our

crops grown, as well as the way in which our

ecosystems evolve will be greatly affected.

To survive the environmental stress
conditions to which they are often

LSM1-7 complex

exposed, plants modify their metabolism
and growth by reprogramming gene
expression. Although many stress-
regulated genes have already been
identified and characterized, the molecular
mechanisms underlying those adaptive
responses still are not understood.
Elucidating these mechanisms, in addition
of being a fundamental biological
question, is critical to improve stress
tolerance in crops to achieve agricultural
sustainability and food security for a
growing world population.

Our research program is aimed to
identify and characterize the molecular
mechanisms of plant tolerance and
adaptation to abiotic stresses. Using
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Arabidopsis as a model system and

a multidisciplinary experimental
approach, including a combination

of genetic, biochemical, cell biology,
genomic and proteomic experimental
strategies, we have identified molecular
regulators involved at different

levels (chromatin level/epigenetic,
transcriptional, posttranscriptional, and
protein activity) in plant adaptation to
adverse environments. Current efforts
are mainly dedicated to understand the
way of action of these elements and
their roles in abiotic stress responses.
The conservation of the molecular
regulators identified in Arabidopsis in
important crops such as tomato is also
being a subject of study.

Figure 2

The Arabidopsis LSM complexes.

The cytoplasmic LSM1-7 complex is

a critical component of the decapping
machinery and, therefore, plays an
essential role in the 5-3" mRNA decay
pathway. The nuclear LSM2-8 complex is
a core component of the spliceosome and,
coherently, participates in the splicing
reaction.
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Biotecnologia del Polen de Plantas Cultivadas

Analizamos los mecanismos que regulan la reprogramacion celular a embriogénesis inducida por estrés en plantas, proceso
biotecnolégico clave para mejora, regeneracion y seleccion de plantas de alta calidad/adaptadas para los sectores agroforestal e
industrial. Nuestro objetivo es identificar nuevas rutas de intervencion y modulacién de factores determinantes con pequeiios
compuestos bioactivos, para asi aumentar el rendimiento de la embriogénesis in vitro para programas de mejora agroforestal.

La extraordinaria plasticidad de las células de las plantas permite
generar nuevos 6rganos y embriones a partir de casi todos los
tejidos. Nosotros analizamos las bases celulares y moleculares
de la reprogramacién celular inducida por estrés, adquisicién de
totipotencia, e inicio y progresién de la embriogénesis, con el ob-
jetivo de identificar nuevas dianas y rutas de intervencién para
desarrollar nuevas estrategias biotecnoldgicas para mejorar su ren-
dimiento, incluso en especies recalcitrantes. La embriogénesis de
microsporas inducida por estrés es la via mejor y mas rapida para
producir plantas haploides y doble-haploides, las cuales son una
importante herramienta en los programas de mejora como fuente
de nueva variabilidad genética fijada en plantas homocigotas en
una sola generacién, con el consiguiente ahorro de tiempo y cos-
tes. Estudiamos este proceso en especies cultivadas modelo, como
colza y cebada, y analizamos la aplicabilidad de los resultados a
otras especies de interés agronémico o forestal, como el alcorno-
que. Mediante un abordaje multidisciplinar e integrado empleando
técnicas de identificacién molecular in situ, microscopia avanzada
6ptica (confocal) y electrénica, de fisiologia y biologia celular y
molecular, hemos determinado que la autofagia y varias proteasas
de muerte celular son elementos cruciales en la respuesta celular
al estrés, mientras que en la regulacién de la reprogramacién celu-
lar y totipotencia intervienen hormonas (auxinas y citoquininas)
y modificaciones epigenéticas (metilacién del DNA, acetilacién
y metilacién de histonas). La remodelacion de la pared celular,
operada por pectin metilesterasas y proteinas de arabinogalacta-

nos (AGPs), también esta implicada en el desarrollo del embrién.
Investigamos los efectos de pequerfias moléculas moduladoras de
autofagia, proteasas, marcas epigenéticas y otras enzimas, para
reducir la muerte celular y mejorar el rendimiento de la embrio-
génesis en especies cultivadas, hallazgos que estan propiciando
el desarrollo de nuevos abordajes biotecnolégicos para mejorar la
produccién de embriones in vitro en programas de mejora.

Figure 1

Autophagy activation in stress-induced microspore embryogenesis. Barley
microspores after the stress treatment. Left: Detection of autophagosomes by
ATG8 immunolocalization in confocal microscopy (ATG8: green, DAPI, nucleus:
blue). Right: Ultrastructure of an early autophagosome and ATG8 immunogold
labelling, transmission electron microscopy. Bars: 20 pm (left) and 2nm (right).
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Pollen Biotechnology of Crop Plants

We investigate the regulatory mechanisms of stress-induced plant cell reprogramming to embryogenesis, key

biotechnological process for improvement, regeneration and selection of high quality/adapted plants for agroforestry and
industrial sectors. Our aim is to identify new intervention pathways to modulate determinant factors by small bioactive
compounds to improve in vitro embryogenesis yield for crop/forestry breeding.

The extraordinary plasticity of plant cells
permits them to generate new organs

and embryos from almost all tissues.

We analyze the cell and molecular bases of
induction of cell reprogramming by stress,
totipotency acquisition, embryogenesis
initiation and progression, with the aim
to identify new targets and strategies to
improve yield, even in recalcitrant species.
Specifically, stress-induced microspore
embryogenesis is the fastest way to
produce haploid and doubled-haploid
(DHs) plants, which are important tools
in breeding programs as a source of new
genetic variability fixed in homozygous

plants in only one generation, therefore
saving time and costs. We study the model
crop species of rapeseed and barley, and
analyse the applicability of results to other
species of agronomic or forestry interest,
like cork oak. Through a multidisciplinary
and integrated approach using techniques
of in situ molecular identification, advanced
light (confocal) and electron microscopy,
physiology, and cell and molecular biology,
we have determined that autophagy and
several cell-death proteases are crucial
players in the plant cell response to stress,
while cell reprogramming and totipotency
are regulated by hormones (auxins,
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cytokinins) and epigenetic modifications
(DNA methylation, histone acetylation
and methylation). Cell wall remodelling,
operated by pectin methylesterases and
arabinogalactan proteins (AGPs), is

also involved and necessary for embryo
development. We also investigate the
effects of small compounds, modulators
of autophagy, proteases, epigenetic marks,
and other enzymes, to reduce cell death
and improve embryogenesis yield in several
crops; recent findings are opening up

the development of new biotechnological
approaches for improving in vitro embryo
production in breeding programs.

Figure 2

Microspore-derived
embryos (left) and plantlets
(right) of cork oak,
developed in vitro through
stress-induced microspore
embryogenesis in anther
cultures.
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Biotecnologia
de Polimeros

Nuestro interés se centra en la produccion y funcio-
nalizacion de biopldsticos y biomateriales basados en
biopolimeros bacterianos, obtenidos a partir de gases
(syngas, CO,) y residuos municipales e industriales. Uti-
lizamos herramientas de ingenieria metabélica, biologia
sintética y las nuevas tecnologias 6micas. Nuestros es-
tudios se aplican para el diseiio de bioprocesos sosteni-
bles y su escalado a nivel industrial.

La preocupacién generada por la contaminacién ambiental
debido a la utilizacién masiva de plasticos ha provocado gran
interés en la busqueda de materiales alternativos, que sean pro-
ducidos y degradados a partir de procesos sostenibles. Nues-
tro grupo tiene como objetivo la produccién, caracterizacién y
funcionalizacién de polimeros de base bioldgica producidos a
partir de gases (gas de sintesis y CO,) y residuos industriales y
urbanos (p. ej. cidos organicos volatiles procedentes de diges-
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tién anaerobia de residuos). La mayoria de nuestros proyectos
se centran en la produccién de poliésteres bacterianos, o polihi-
droxialcanoatos (PHA), y celulosa bacteriana (BC). Estos biopoli-
meros son biodegradables y se generan a partir de microorganis-
mos naturalmente productores como Pseudomonas putida (PHAS),
Cupriavidus necator (PHAs), Rodospirillum rubrum (PHAs), Komaga-
taeibacter medellinensis (BC), o mediante microorganismos mejora-
dos genéticamente para el proceso. Estamos interesados en i) el
disefio de procesos de produccién basados en la mejora genética
de los microorganismos productores; ii) la funcionalizacién de
estos biopolimeros con nuevas propiedades (p. €j. antimicrobia-
nas) y susceptibles de modificacién quimica tras su biosintesis; y
iii) el disefio de nuevos sistemas de procesamiento de la biomasa
bacteriana para la extraccién de bioproductos intracelulares en
la industria. Para ello, estudiamos las rutas metabdlicas y sus
redes reguladoras en las bacterias productoras, y su impacto en
la fisiologia de otros microorganismos de su entorno, incluyendo
bacterias depredadoras como Bdellovibrio bacteriovorus. Para la
liberacién de los bioproductos al medio extracelular, utilizamos
diferentes agentes liticos que también son producidos y carac-
terizados en nuestro laboratorio. Por Gltimo, trabajamos en la
identificacién y caracterizacién de enzimas para la sintesis y
degradacién de biomateriales, asi como para la produccién de
intermediarios monomeéricos o building blocks.
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Polymer Biotechnology

The group aims focus on the production and functionalization of bioplastics and biomaterials, based on bacterial

biopolymers, produced from gases (syngas, CO,) and municipal and industrial wastes. We apply tools of metabolic
engineering, synthetic biology and new omics technologies. Our studies are the basis for the design of sustainable
bioprocesses for scaling up at industrial level.

The environmental pollution problem
caused by the massive use of plastics has
originated a great interest in searching
for alternative materials suitable to

be produced and degraded through
sustainable processes. Our group aims

at the production, characterization and
functionalization of bio-based polymers
produced from gases (synthesis gas

and CO,) and industrial and urban
wastes (e.g. volatile organic acids from
waste anaerobic digestion). Most of

our projects focus on the production

of biopolymers such as bacterial
polyesters or polyhydroxyalkanoates
(PHA), and bacterial cellulose (BC).
These biopolymers are biodegradable and

hiatabalic enginearing
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are generated from natural-producing
microorganisms such as Pseudomonas
putida (PHAs), Cupriavidus necator
(PHAs), Rodospirillum rubrum (PHAs),
Komagataeibacter medellinensis (BC),
or by microorganisms genetically optimized
for the process. We are interested in i) the
design of production processes based on
the genetic improvement of the producing
microorganisms; ii) the functionalization
of these biopolymers with new properties
(e.g. antimicrobial) and susceptible

to chemical modification after their
biosynthesis; and iii) the design of new
bacterial biomass processing systems for
the extraction of intracellular bioproducts
in industry. To do this, we studied the

metabolic pathways and their regulatory
networks in the producing bacteria, and
their impact on the physiology of other
microorganisms in their environment,
including predatory bacteria such

as Bdellovibrio bacteriovorus.

For the release of bioproducts to the
extracellular medium, we use different
lytic agents that are also produced and
characterized in our laboratory. Finally,
we are working on the identification

and characterization of enzymes for the
synthesis and biodegradation of bio-based
polymers, as well as the production of
building blocks as monomers for polymer
synthesis.

Callvlose

Rerswable sources

Research lines of the polymer biotechnology group. From renewable sources, our group focuses on the production of bio-based polymers derived from

polyhydroxyalkanoates (PHA) and nanocellulose. We are interested in the optimization of natural producers like Pseudomonas putida and Komagataeibacter
medellinensis and the design of new downstream systems using predatory bacteria. Activities and master techniques included in our projects are shown
in the figure.
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Regulacion Génica y Estrés

Las infecciones virales implican cambios sustanciales en la célula huésped. Estos cambios son una manifestacion de como
la planta acomoda su metabolismo para restringir la infeccion y contrarrestar sus efectos adversos. Ademds ilustran
la manera en que la immunidad innata basal hace frente a la proliferacion del virus. En nuestro grupo estudiamos los
mecanismos de regulacion que modulan las respuestas de un huésped frente a la infeccion viral.

Comprender los mecanismos moleculares que determinan
las relaciones de compatibilidad y defensa entre los virus y
las plantas constituyen areas de especial interés en la biolo-
gia vegetal y la fitopatologia. Con esta idea en mente, nuestra
investigacién pone el foco en la interaccién cruzada entre el
silenciamiento por RNA y la inmunidad innata durante las
infecciones virales en las plantas (Fig. 1). En las relaciones
susceptibles en las que plantas y virus co-evolucionan, la
interacciones entre el silenciamiento génico, la immunidad
de la planta y el virus estan en un equilibrio éptimo de tal
manera que la infeccién se logra sin causar dafio al huésped.
Sin embargo, los virus pueden causar enfermedades graves
si este equilibrio sutil entre la multiplicacién del virus y la
integridad del hospedador se rompe. En el curso de nuestra
investigacién hemos elucidado los mecanismos de regulacién
transcripcional y post-transcripcional dependientes de silen-
ciamiento por RNA del represor inmune BIR1. En ausencia de

RMA silencing-based mechanisms controlling plant immunity during virus infections

patégenos, BIR1 bloquea la funcién del co-receptor BAK1 y
previene asi la activacién esponténea de las defensas de la
planta. Esta funcién es esencial pues la induccién constitutiva
de larespuesta inmune se asocia con muerte celular y pérdida
de eficacia bioldgica. Nuestro trabajo ha permitido determinar
la funcién antiviral de BIR1, y demostrar que la regulacién de
BIR1 durante la infeccidn es critica para mantener sus niveles
de expresién dentro de un umbral funcional éptimo mas alla
del cual se activa una respuesta autoinmune que compromete
la integridad de la planta (Fig. 2).

Dado que una agricultura sostenible debe sustentarse en es-
trategias de proteccién basadas en el conocimiento de las inte-
racciones entre las plantas y los organismos que las infectan,
trabajamos para que nuestros resultados proporcionen una
base sobre la cual construir nuevas vias de proteccién de cul-
tivos que eviten el uso de productos téxicos para el entorno.

Figure 1
RNA silencing-based
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(a) Transcriptional (TGS) and post-transcriptional silencing (PTGS) regulate BIR1 expression.
Plant viruses promote SA accumulation that activates NRP1-dependent expression of BIR1.
Disruption of silencing or BIR1 overexpression leads to increasing levels of BIR1 that affects
proper BIR1 functioning and causes autoimmune phenotypes. (b) BIR1 levels define a threshold
beyond which plant immunity is compromised resulting in developmental defects and cell
death.
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A compatible virus infection causes significant changes in the host physiology. These alterations are a primarily
manifestation of how the cell accommodates its metabolism to counteract the adverse effects caused by the virus.

Also, they illustrate how plants impose plant innate immunity responses to halt viral proliferation. In our group, we try
to understant the underlying mechanisms regulating virus-induced responses in plants.

Understanding the molecular mechanisms
that determine virus:host compatibility and
disease is a major driving force for biologists
and plant pathologists. Bearing this idea in
mind, over the years our research interest has
put the focus on the antiviral and regulatory
effects of RNA silencing during viral
infections (Fig. 1). More recently, extensive
attention is being given to elucidating the
crosstalk between RNA silencing and plant
innate immunity and how it influences the
outcome of the infection. Thus, while normal,
coevolved interactions of viruses with the
host RNA silencing and plant immunity are
optimally balanced such that infection is
achieved without causing damage to the host,
viruses may cause dangerous outbreaks and
disease if this subtle equilibrium between
virus multiplication and host integrity is
disturbed. In our research, we study BIR1
regulation and function. BIR1 is a negative
regulator of basal immunity and cell death,
whose function is critical to understand

how plants avoid constitutive activation of
defense. We demonstrate that Arabidopsis
BIR1 controls antiviral responses mediated
by the immune co-receptors BAK1, and

that the BIR1 promoter is transcriptionally
activated during viral infections in a
SA-dependent manner. DNA methylation
and post-transcriptional silencing are both

required repressing BIR1 expression upon
viral induction. Such a regulation is critical
to define a threshold expression for proper
BIR1 function beyond which an autoimmune
response may occur. BIR1 overexpression
causes severe developmental defects, cell
death and premature death that correlate
with the constitutive activation of plant
immune responses (Fig. 2).

Since future sustainable agriculture should
rely on knowledge-based approaches that
make use of an in-depth understanding

of plant:virus interactions, our results are
expected to contribute to the development of

sustained crop production that uses improved

plant cultivars avoiding treatments with
environmentally toxic chemicals.

Publicaciones Seleccionadas |
Selected Publications

- Llave C [2016] Dynamic cross-talk between
host primary metabolism and viruses during
infections in plants. Curr Opin Virol 19: 50-55.

- Fernandez-Calvino L, Guzman-Benito I, Toro FJ,
Donaire L, Castro-Sanz A, Ruiz-Ferrer V,
Llave C [2016] Activation of senescence-
associated, dark-inducible genes during
infection contributes to modulate susceptibility
to plant viruses. Mol Plant Pathol 17: 3-15.

- Fernandez-Calvino L, Martinez-Priego L,
Szabo EZ, Guzman-Benito I, Gonzilez I,
Canto T, Lakatos L, Llave C [2016] Tobacco
rattle virus 16K silencing suppressor binds
AGO4 proteins and inhibits formation of RNA
silencing complexes. J Gen Virol 97: 246-257.
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Investigadora Juan de la Cierva-Incorporacién
nrodriguezmuela@cib.csic.es

PhD, 2011 * Universidad Complutense de Madrid
Postdoctoral, 2012-2017 » Harvard University, Harvard
Stem Cell Institute (Cambridge, USA)

Investigadora Juan de la Cierva, 2017 * CSIC-CIB
(Madrid, Spain)

Neurobiologia Molecular

En la mayoria de las enfermedades neurodegenerativas ciertos
subgrupos neuronales degeneran rapidamente mientras que
otros, portando las mismas mutaciones, sometidos a un estrés
tedricamente analogo y mostrando propiedades funcionales com-
parables, no se ven afectados. Las “motor neuron diseases” son un
grupo de trastornos en los que las motoneuronas de la médula es-
pinal y/o la corteza motora son el tipo de célula primaria afectada
donde también se puede observar esta caracteristica desconcer-
tante. Usando una variedad de enfoques que van desde técnicas
de biologia celular e imagen en vivo hasta edicién del genoma y
gendémica de células individuales, y utilizando hiPSC junto con
modelos animales transgénicos, investigamos los mecanismos
moleculares que subyacen a dicha muerte neuronal selectiva.

Molecular Neurobiology

In most neurodegenerative diseases certain neuronal subgroups
degenerate fast while others, carrying the same mutations, subjected
to theoretically analogous stress and displaying comparable
functional properties, remain unaffected. Motor neuron diseases
are a group of disorders in which motor neurons of the spinal cord
and/or the motor cortex are the primary cell type affected where
this perplexing feature can also be observed. Using a variety of
approaches ranging from cellular biology techniques and live
imaging to genome editing and single cell genomics, and utilizing
hiPSC together with transgenic animal models, we investigate the
molecular mechanisms underlying such selective neuronal death.

Publicaciones Seleccionadas | Selected Publications

- Rodriguez-Muela N*, Parkhitko A, Grass T, Gibbs R, Norabuena E, Perrimon
N, Singh R, Rubin LL* [2018] Blocking p62/SQSTM1-dependent SMN
degradation ameliorates the Spinal Muscular Atrophy disease phenotype.
J Clin Invest 128(7):3008-3023.

- Boya P*, Codogno P, Rodriguez-Muela N* [2018] Autophagy in stem cells:
repair, remodeling, and metabolic reprogramming. Development 145(4) pii:
dev146506.

- Rodriguez-Muela N, Litterman NKk, Norabuena EM, Mull JL, Galazo MJ,
Sun C, Ng SY, Makhortova NR, White A, Lynes MM, Chung WK, Davidow LS,
Macklis JD, Rubin LL* [2017] Single-Cell Analysis of SMN Reveals Its Broader
Role in Neuromuscular Disease. Cell Rep 18(6):1484-1498.

- Tripathi P, Rodriguez-Muela N, Klim JR, de Boer AS, Agrawal S, Sandoe J,
Lopes CS, Ogliari KS, Williams LA, Shear M, Rubin LL, Eggan K, Zhou Q
[2017] Reactive Astrocytes Promote ALS-like Degeneration and Intracellular
Protein Aggregation in Human Motor Neurons by Disrupting Autophagy
through TGF-p1. Stem Cell Reports 9(2):667-680.

- Ng SY, Soh BS, Rodriguez-Muela N, Hendrickson DG, Price F, Rinn JL,
Rubin LL [2015]. Genome-wide RNA-Seq of Human Motor Neurons
Implicates Selective ER Stress Activation in Spinal Muscular Atrophy. Cell
Stem Cell 17(5):569-84.
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Joven Investigador / Junior PI
jbarriuso@cib.csic.es

PhD, 2006 ¢ Universidad San Pablo CEU 1
Postdoctoral, 2007-2008 » University of Calgary, Canada

Postdoctoral, 2009-2011 ¢ Centro Nacional de e
Biotecnologia (CNB, CSIC)

Postdoctoral JAE-DOC, 2012-2014 « Centro de

Investigaciones Bioldgicas (CIB, CSIC)

Contracted Scientist, 2015-2016 * CIB, CSIC

Junior PI, 2017 - present ¢ CIB, CSIC

Biotecnologia de Comunicacion
entre Microorganismos

Nuestra investigacién se centra en el entendimiento de los me-
canismos de comunicacién célula a célula en microorganismos.
Los mecanismos de quorum sensing, coordinan en poblaciones de
hongos y bacterias procesos como la patogenicidad, la formacién
de biofilms, cambios fisiolégicos y morfolégicos, o 1a produccién
de enzimas y metabolitos. En nuestro grupo estudiamos estos
mecanismos utilizando aproximaciones de la biologia sintética
y de sistemas con el fin de entender sus implicaciones eco-fi-
siolégicas y evolutivas, asi como para utilizar estos mecanismos
con fines biotecnoldgicos.

Biotechnology of Microbe-Microbe
Interactions

Our scientific interest focuses on the understanding of the cell-to-cell
communication mechanisms in microorganisms. These quorum sensing
mehanisms coordinate a multitude of processes in fungal and bacterial
populations such as pathogenicity, the formation of biofilms, physiological
and morphological changes, or the production of enzymes and
metabolites. In our group we study these mechanisms using systems and
synthetic biology approaches in order to find out their eco-physiological
and evolutionary implications, as well as to use these mechanisms for
biotechnological purposes. In the current projects, we study the cell-to-cell
communication in wood saprophytic fungi and in environmental bacteria.

Publicaciones Seleccionadas | Selected Publications

- Barriuso ], Hogan DA, Keshavarz T, Martinez MJ [2018] Role of quorum sensing
and chemical communication in fungal biotechnology and pathogenesis.
FEMS Microbiol Rev 42(5):627-638.

- Barriuso J, Martinez MJ [2018] In Silico Analysis of the Quorum Sensing
Metagenome in Environmental Biofilm Samples. Front Microbiol 9:1243.

- Mtibaa R, Barriuso J, de Eugenio L, Aranda E, Belbahri L, Nasri M,

Martinez MJ, Mechichi T [2018] Purification and characterization of a fungal
laccase from the ascomycete Thielavia sp. and its role in the decolorization of
a recalcitrant dye. Int ] Biol Macromol 120:1744-1751.

+ Méndez-Liter JA, Gil-Muiioz ], Nieto-Dominguez M, Barriuso J, de Eugenio LI,
Martinez MJ [2017] A novel, highly efficient p-glucosidase with a cellulose-
binding domain: characterization and properties of native and recombinant
proteins. Biotechnol Biofuels 10(1):256.

- de Eugenio LI, Méndez-Liter JA, Nieto-Dominguez M, Alonso L, Gil-Muifioz J,
Barriuso J, Prieto A, Martinez MJ [2017] Differential beta-glucosidase
expression as a function of carbon source availability in Talaromyces
amestolkiae: a genomic and proteomic approach. Biotechnol Biofuels 10(1):161.

- Barriuso J, Martinez MJ [2017] Evolutionary history of versatile-lipases from
Agaricales through reconstruction of ancestral structures. BMC Genomics
18(1):12.
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Investigador Ramoén y Cajal
j.carballo@cib.csic.es

PhD, 2003 * Universidad Auténoma de Madrid, CIB
Postdoctoral, 2004-2008 ¢ National Institute for Medical
Research, MRC (London, UK)

Investigator Scientist, 2009-2012 « NIMR - The Francis
Crick Institute (London, UK)

Research Fellow, 2012-2015 ¢ Genome Damage &
Stability Centre, University of Sussex (Brighton, UK)

Investigador Ramén y Cajal, 2015-present ¢ CIB, CSIC

Recombinacién Homdloga del ADN
y su Regulacion en Meiosis

Un problema fundamental en biomedicina es entender cémo
defectos en la gametogénesis conducen a trastornos como in-
fertilidad, sindrome de Down o cancer. Uno de los eventos que
definen la gametogénesis es la meiosis. Durante la meiosis, la
recombinacién homologa del ADN permite reducir el nimero de
cromosomas a la mitad generandose gametos haploides. Nues-
tro grupo estudia la regulacién de la recombinacién homéloga
y los mecanismos de control por los cuales las células reparan
su ADN sin introducir mutaciones o aneuploidias.

Meiotic Homologous Recombination
and Genome Stability

A fundamental problem in biomedicine is to understand how defects
during gametogenesis cause disorders like infertility, Down syndrome
or cancer. A defining event in gametogenesis is meiosis. During meiosis,
cells halve their chromosome number through a process requiring
homologous recombination in order to produce haploid gametes. We
are interested in the regulation of homologous recombination during
meiosis and the mechanisms required by the cells to repair their DNA
without introducing mutations or aneuploidies.

Publicaciones Seleccionadas | Selected Publications

- Carballo JA, Johnson AL, Sedgwick SG, Cha RS [2008] Phosphorylation of
the axial element protein Hop1 by Mec1/Tel1l ensures meiotic interhomolog
recombination. Cell 132(5):758-770.

- Carballo JA, Panizza S, Serrentino ME, Johnson AL, Geymonat M, Borde V,
Klein F, Cha RS [2013] Budding yeast ATM/ATR control meiotic double-
strand break (DSB) levels by down-regulating Rec114, an essential
component of the DSB-machinery. PLOS Genetics 9(6):e1003545.

- Newnham L, Jordan PW, Carballo JA, Newcombe S, Hoffmann E [2013]
Ipl1/Aurora kinase suppresses S-CDK-driven spindle formation during
prophase I to ensure chromosome integrity during meiosis. PLOS One
8(12):€83982.

- Penedos A, Johnson AL, Strong E, Goldman AS, Carballo JA, Cha RS [2015]
Essential and Checkpoint Functions of Budding Yeast ATM and ATR during
Meiotic Prophase Are Facilitated by Differential Phosphorylation of a Meiotic
Adaptor Protein, Hop1. PLOS One 10(7):e0134297.
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Investigadora Ramén y Cajal
marian@cib.csic.es

PhD, 2005 ¢ Universidad Complutense de Madrid
Postdoctoral, 2005-2009 * MRC-Laboratory of Molecular
Biology (Cambridge, UK)

Postdoctoral, 2009-2012 « CSIC-Centro de
Investigaciones Bioldgicas (Madrid, Spain)
Investigadora Ramén y Cajal, 2012-present ¢ CIB, CSIC
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Mecanismos de Activacidén
y Regulacion de Proteinas de la
Familia de Tubulina

Nuestra actividad cientifica se centra en entender las bases mo-
leculares del ensamblaje dindmico de las proteinas de la familia
de tubulina. Aplicamos una aproximacién holistica incluyendo
estudios estructurales (cristalografia, microscopia electrénica,
SAXs), bioquimicos y de biologia molecular en los modelos de
estudio: TubZ (plasmidos y virus), FtsZ (bacterias) y tubulina
(eucariotas). Pretendemos sentar las bases experimentales en
labuisqueda de nuevos farmacos y/o dianas farmacolégicas que
contribuyan al desarrollo de agentes bloqueantes de la disemi-
nacién de sistemas de virulencia, antibacterianos y antican-
cerigenos.

Activation and Regulation
Mechanisms of Tubulin-Like Proteins

Our research activity focuses on the molecular basis of the dynamic
assembly of tubulin-like proteins. We use a holistic approach
including structural studies (crystallography, electron microscopy
and SAXs), biochemistry and molecular biology techniques on
protein model systems TubZ (plasmids and viruses), FtsZ (bacteria)
and tubulin (eukaryotic cells). We hope to seed the search of new
chemotherapeutic agents and/or new target sites aiming to block the
spreading of virulence factors, new antibiotics and anti-tumorals.

Publicaciones Seleccionadas | Selected Publications

- Martin-Garcia B, Martin-Gonzalez A, Carrasco C, Herndndez-Arriaga AM,
Ruiz-Quero R, Diaz-Orejas R, Aicart-Ramos C, Moreno-Herrero F, Oliva MA
[2018] The TubR-centromere complex adopts a doublé-ring segrosome
structure in type III partition systems. Nucl Acid Res 46(11):5704- 5716.

- Huecas S, Ramirez-Aportela E, Vergofios A, Nufiez-Ramirez R, Llorca O,
Diaz JF, Juan-Rodriguez D, Oliva MA, Castellen P, Andreu JM [2017]
Self-organization of FtsZ polymers in solution reveals spacer role of the
disordered C-terminal tail. Biophys J 113 (8):1831-1844.

- Wagstaff M, Tsim M, Oliva MA, Garcia-Sdnchez A, Kureosaote-Ciziene D,
Andreu JM, Léwe ] [2017] A polymerization associated structural switch in
FtsZ that enables treadmilling of model filaments. mBio 8(3):e00254-17.

- Fuentes-Pérez ME, Nufiez-Ramirez R, Martin-Gonzalez A, Juan-Rodriguez D,
Llorca O, Moreno-Herrero F, Oliva MA [2017] TubZ filament assembly
dynamics reuires the flexible C-terminal tail. Sci Rep 7:43342.

- Artola M, Ruiz-Avila LB, Ramirez-Aportela E, Araujo-Bazan L, Vizquez-
Villa H, Martin-Fontecha M, Oliva MA, Martin-Galiano AJ, Chacén P,

Andreu JM, Huecas S [2017] The estructural assembly switch of cell
division protein FtsZ probed with fluorescent allosteric inhibitors. Chem Sci
8(2):1525-1534.
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Animalario

Una parte importante del trabajo cienti-
fico que se realiza en el Centro de Inves-
tigaciones Biolégicas y que contribuye a
la mejora de la vida de las personas y
de los animales es la utilizacién de mo-
delos animales de experimentacién. E1
Animalario del CIB esta destinado a la
produccién y mantenimiento de cepas
y lineas genéticamente modificadas de
ratén que se utilizan con fines experi-
mentales. Estos animales sirven como
modelo para su uso en investigaciones
enfocadas a ampliar conocimientos so-
bre procesos bioldgicos basicos y el estu-
dio de enfermedades que afectan a dis-
tintos sistemas, nervioso, inmunitario,

Animal Facility

An important part of the scientific work that
is carried out in the Center for Biological
Research to contribute to the improvement
of the lives of people and animals involves
the use of animals as model systems. The
CIB Animal Facility is intended for the
production and maintenance of different
strains and lines of genetically modified mice
that are used in scientific research focused
on basic biological processes and on the
study of diseases that affect different body
systems (i.e., nervous, immune, urogenital),
as well as in various types of cancer and
rare diseases, among others.

Staff at the Animal Facility provides
scientific and technical support to groups
from the CIB and also to external groups
(through collaboration agreements) in the
realization of their required experimental
procedures with animals. These tasks
range from advice on the experimental
design of the procedures to be carried out

Pablo Gonzdlez Jara

Daniel del Olmo Ferndndez
Carlos Escobar Caballero
Francisco Casado Robledillo
Arantxa Manso Torres
Maria Tijero Martin

urogenital, a diversos tipos de cancer y
a enfermedades raras menos conocidas,
entre otros.

El personal del servicio de animalario
presta su apoyo cientifico-técnico tanto
a grupos del CIB como a grupos externos
(mediante acuerdos de colaboracién) en
la realizacién de los procedimientos ex-
perimentales con animales. Estas labores
comprenden desde el asesoramiento en
el disefno experimental de los procedi-
mientos que se llevan a cabo con los ani-
males hasta la inoculacién y administra-
cién de drogas, la realizacién de cirugias
y necropsias o la congelacién y revitali-

with the animals, to the inoculation and
administration of drugs, the performing

of surgeries and necropsies on animals, or
the freezing and revitalization of mouse
embryos (please see the complete list of
benefits of the service). Personnel of the
service operate under continuous training
and their priorities are to achieve the highest
standard of animal welfare possible and to
contribute to a science of quality.

zacién de embriones de ratén (ver listado
de prestaciones del servicio). El personal
del servicio esta en constante formacién
y tiene entre sus objetivos prioritarios el
de alcanzar los mas altos estandares de
bienestar animal para aportar su contri-
bucién a una ciencia de calidad.

We work continuously on the improvement of
animal welfare.

Preparing mouse
embryos for
cryopreservation.
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Responsable Técnico | Head Technician

Responsable Cientifico | Head Scientist

Otros miembros | Other members

Milagros Rodriguez Bueno
Miguel Soto Estébanez

o

Esta Biblioteca es una referencia en
Biologia y Biomedicina en Espaifia por
la calidad y extensién de su fondo bi-
bliografico actual e histérico (11.800
libros y 1.338 revistas, de ellas 15 con
suscripcién activa). Forma parte de la
Red de Bibliotecas del CSIC. Su actividad
prioritaria es el apoyo a la investigaciéon
en el CIB.

CIB Library and Documentation Service
is a reference in the area of Biology and
Biomedicine in Spain for the quality

and extension of its funds (11800 books,
1338 journals, 15 subscriptions at
present). It belongs to the CSIC Libraries
Network. Its activity is mainly focused on
supporting the research in the CIB.
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Servicios:

Gestién de la coleccién impresa y elec-
trénica, contribuyendo al Catélogo Bi-
bliogréfico.CSIC.

Préstamo personal e interbibliotecario.
Gestién y depdsito de la produccién
cientifica del CIB en el Repositorio Insti-
tucional en acceso abierto, Digital.CSIC.
Gestién bibliométrica con BD bibliogra-
ficas y GesBib/CSIC.

Reprografia y encuadernacién.
Preservacién y restauracién de fondos.
Sala de lectura (33 puestos, wi-fi).

Services:

Management of the printed and
e-collection, contributing to CSIC-
Bibliographic-OPAC.

Personal and interlibrary loan.
Management and deposit of the scientific
production of the CIB in the Digital.CSIC
Institutional Repository.

Bibliometric management with
bibliographic BD and GesBib / CSIC.
Reading room (33 seats, wi-fi).
Reprography and binding.

Preservation and restoration of funds.

Otras actividades:

e Legado Dr. Marafién: consulta, repro-
duccién y préstamo para investigaciéon
y exposiciones. Divulgacién de este
fondo con exposiciones y articulos
(ver imagen).

¢ Visitas externas en la Semana de la
Ciencia, Ciencia en el barrio/CSIC y
privadas.

e Exposiciones Dia del Libro.

e Taller formativo impartido en Mas-
ter-CIB (cursos 2017-2018 y 2018-2019).

Other activities:

Legacy of Dr. Marafién: consultation,
reproduction and loan for research and
exhibitions. Outreach of this fund with
exhibitions and articles (see image).
External visits in the Week of Science,
Science in the neighborhood / CSIC and
private.

Book Day exibitions.

Training workshop at Master-CIB
(2017 and 2018).
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Responsable Técnico | Head Technician
Responsable Cientifico | Head Scientist

Otros miembros | Other members

Ruth Matesanz Rodriguez

o

El Servicio de Bioinformatica y Bioesta-
distica da apoyo cientifico-técnico a los
grupos de investigacién con necesidades
de anadlisis en las siguientes areas:

A. Andlisis de datos de secuenciacién
de nueva generacién (NGS o high-
throughput sequencing technologies)
en cualquiera de sus modalidades
experimentales:

e Andlisis de la expresién génica, RNAs
no codificantes y pequefios RNAs a
partir de secuencias NGS (RNA-Seq).

e Identificacién de sitios de unién de
proteinas asociadas a DNA por inmu-
noprecipitacién de cromatina (ChIP-

Seq).

The Bioinformatics and Biostatistics Service
is organized into four main Areas, giving
scientific and technical support to research
groups:

A. NGS data analysis (or high-throughput
sequencing technologies), in any of its
applications:

e Analysis of gene expression data, non-
coding RNAs and small RNAs generated
using NGS (RNA-Seq).

* Genome-wide identification of
protein binding sites by chromatin
immunoprecipitation (ChIP-Seq).

e Identification of SNPs and indels genome-
wide or in regions of interest (DNA-Seq).

¢ Small genomes assembly from NGS
data and complex microbial samples
(Metagenomics).

B. Sequence Analysis and Structure
prediction service

e Analysis of biological sequences.
e Microarray data analysis and functional
enrichment.

Guillermo Padilla Alonso

e Identificacién de SNPs e indels en el
genoma completo o en regiones de
interés (DNA-Seq).

¢ Ensamblaje de pequefios genomas a
partir de secuencias de nueva genera-
cién y provenientes de muestras mix-
tas (metagendmica).

B. Anilisis de secuencias y prediccién
de estructura:

¢ Andlisis de secuencias bioldgicas.

¢ Andlisis de datos de microarray y enri-
quecimiento en estudios de gendmica
funcional.

¢ Modelado de estructuras de proteinas
y 4cidos nucleicos.

¢ Extraccién de informacién funcional
y evolutiva (inferencia filogenética) de
secuencias de proteinas y genes.

e Protein and nucleic acid structure and
functional predictions.

¢ Reconstructing and analysing phylogenetic
relationships from biological sequences.

C. Biostatistics:

o We recommend the experimental design
that fits the purpose of the experiment,
by setting the basic concepts of the
experiment (experimental unit, samples,
replication, sources of variation, etc.).

L

C. Bioestadistica:

¢ Planteamiento del disefio experimen-
tal 6ptimo. Definicién los conceptos
bésicos del experimento (unidad ex-
perimental, muestras, réplicas, fuentes
de variacidn, etc.).

Ayuda en la interpretacién de resulta-
dos basandose en los andlisis estadis-
ticos empleados: apoyo tedrico en la
discriminacién de “informacién util”
proporcionada por los programas in-
formaticos. Software estadistico prefe-
rente: R en entorno GNU/Linux y SAS/
STAT® en entorno Windows.

D. Soporte a los usuarios en el acceso a
los recursos de computacién cientifi-
ca: cluster citron (CIB), cluster Trueno
(CSIC), GRID-CSIC.

e According to the statistical analysis
used, we help to interpret the results:
theoretical support discriminating “useful
information” from software outputs.
Preferred statistical software: R or SAS/
STAT® packages for either linux or
Windows computing platforms.

D. User support to access the scientific
computational resources: Accessing the
citron (CIB) and Trueno (CSIC) cluster
facilities and GRID-CSIC.

Some results from three of the
facility’s main expertise areas.
Panel A: (Left) Mapped reads of
unstranded (top) and strand-specific
(bottom) RNA-seq libraries for a
prokaryote transcriptome displayed
by IGV. (Right) Gene expression
profiles (heatmap) from RNA-Seq
data of four different Leishmania
mutants. Panel B: Overlapped
frames of a MD simulation for a
model of a ligand (in gray)-enzyme
(in green) complex. Panel C: ROC
curves for a predictive model from a
logistic regression analysis.
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El Servicio de Citometria de Flujo esta
concebido como instrumento de apoyo
a los grupos de investigacién que nece-
sitan utilizar esta técnica.

Este objetivo se realiza mediante tres
tipos de prestaciones:

1. Diseno experimental de los ensayos
de analisis y separacién celular.

2. Formacién de usuarios en el manejo
de los equipos de anélisis.

3. Anailisis de resultados.

El servicio estad equipado actualmente
con dos analizadores, modelos EPIC XL
y FC500 y un “cell sorter” modelo FACS
Vantage, ademéas de medios para el ma-
nejo de muestras y el andlisis de resul-
tados (microscopio de epifluorescencia,

de contrate de fases, campana de flujo
laminar, software de anélisis, etc.). Las
aplicaciones mas frecuentes que se lle-
van a cabo son:

Inmunofenotipaje celular.

Estudios de viabilidad celular.

Analisis del potencial de membrana
mitocondrial.

Analisis del ciclo celular.

Sefializacién celular.

Deteccién de especies reactivas del oxi-
geno (ROS).

Estudios de pH intracelular y flujos de
Ca?.

Separacién celular en las aplicaciones
descritas anteriormente.

Wigbdidad calular
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Flow Cytometry Service is focused on
giving support to the research groups
employing this technique in their research.

In order to achieve this objective we work
in the Facility at three different levels:

1. Experimental design of analytic assays
and cell sorting experiments.

2. Users training for management of
analytical cytometer-

3. Data analyses.

At this moment the service is equipped
with two analysers, EPICS XL and FC500
and a FACS Vantage cell sorter, as well as
complementary facilities for samples and
results management (epifluorescence and
phase contrast microscopes, tissue culture
hood, analytical software, etc). The most
frequent applications carried out are:

e Cellular immunophenotyping.
o Cell viability studies.

e Analysis of mitochondrial membrane
potential.

e Cell cycle analysis.
e Cellular signalling.
e Detection of reactive oxygen species (ROS).

¢ Monitoring of intracellular pH and Ca**
fluxes.

e Cell sorting in the applications described
above.

Equipment and
applications of the
Flow Cytometry
Service.
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Responsable Técnico | Head Technician

Leonor Rodriguez Sanchez

Responsable Cientifico | Head Scientist

Alicia Maria Prieto Orzanco

Otros miembros | Other members

Mercedes Sdnchez Carmona

@ http://www.cib.csic.es/es/servicios/servicios-cientificos/

cromatografia-de-gases

Cromatografia de Gases

El Servicio de Cromatografia atiende a
usuarios internos y externos interesados
en la separacién, identificacién y cuan-
tificacién de compuestos organicos en
mezclas complejas. Se trata de ofrecer al
investigador un apoyo integral para estos
analisis, lo que incluye el asesoramien-
to sobre la manipulacién y preparacién
de muestras, puesta a punto de nuevos

métodos y soporte para la interpretacién
de los resultados.

Equipos:

e Cromatégrafo de gases 7890A (Agi-
lent) con inyector split/splitless y au-
tomuestreador para 150 viales, auto-
muestreador de espacio de cabeza para

Gas Chromatography

The Gas Chromatography facility fulfils

the needs of CIB and external users for the
separation, identification and quantification
of volatile analytes. We try to give total
support to researchers to carry on these
analyses, from sample handling to
interpretation of the results, even setting
up new protocols on users demand.

Our facility is equipped with:

¢ Gas chromatograph 7890A (Agilent)
equipped with a Flame Ionization
Detector, Thermal Conductivity Detector,
split/splitless injector with autosampler
(150 vials) and Headspace Sampler
(12 vials) 7697A (Agilent).

12 viales 7697A (Agilent) y detectores
FID y TCD.

Cromatdgrafo de gases 7890A con de-
tector de masas MSD 5975C (Agilent),
inyector split/splitless, ionizacién por
impacto electrénico y automuestrea-
dor para 150 viales.

Sample Prep WorkBench 7696A (Agi-
lent).

Gas chromatography-mass

spectrometry system (GC-MS)
7890A-5975C (Agilent) split/splitless
injector, electron impact ionization and
autosampler (150 vials).

e Sample Prep WorkBench 7696A (Agilent).
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Responsable Técnico | Head Technician

M.2 Carmen Donoro Vazquez

Responsable Cientifico | Head Scientist

Isabel Barasoain Blasco (hasta junio 2018)
Teresa Suarez Gonzalez (desde junio 2018)

Otros miembros | Other members

Victor Barba Cedillo Zahira Corrales del Villar

@ http://www.cib.csic.es/facilities/scientific-facilities/animal-cell-culture

Cultivo de Células
Animales

Las dependencias generales del Servicio de Cultivo de Células
estan ubicadas en la planta sétano, sala S-29. Para el cultivo
de microorganismos existen dos laboratorios especificos en la
tercera planta. Las tres instalaciones son laboratorios de nivel
dos de contencién biolégica.

La sala S-29 tiene una zona de esclusa con acceso controlado
desde la que se entra al laboratorio general de cultivo de células
animales. En €], los usuarios tienen a su disposicién los equipos
basicos necesarios para el cultivo celular: cabinas de flujo lami-
nar, incubadores de CO,, centrifugas, microscopios, bafios, etc.

Funciones:

¢ Supervisién de las instalaciones, de Cultivos Celulares del CIB.
¢ Deteccién/eliminacién de micoplasmas.

¢ Seleccién de Suero Fetal Bovino para la reserva general del CIB.
e Otros (consultar posibilidades en el Servicio).

e Caracterizacién Bioenergética de Lineas Celulares. El CIB
dispone del equipo “Extracelular Flux Analizer XF24-3” (Agilent-
Seahorse). Desde el Servicio se ofrece el acceso al equipo y la
realizacién de experimentos en condiciones estandar.

Para consultar disponibilidad del Servicio contactar con:
ccelulas@cib.csic.es/ extension 4396.

Servicios Cientificos
Scientific Facilities
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Animal Cell Culture

The Cell Culture Facility is located in the basement floor, room S-29.
There are also two microorganism culture facilities located in the
third floor. All of them are laboratories with level two of biological
containment.

Room S-29 has an air lock area with controlled access previous
to the general laboratory of culture of animal cells. All users have
at their disposal the basic equipment needed for cell culture:
laminar flow cabinets, CO, incubators, centrifuges, microscopes,
baths etc.

Functions:

e Supervision of the Cell Culture Facilities of the CIB.

e Mycoplasma detection/elimination.

e Selection of a Fetal Bovine Serum batch for general use in the CIB.
e Others (consult possibilities in the Service).

e Bioenergetic Characterization of Cell Lines. The CIB has an
“Extracellular Flux Analyzer XF24-3” (Agilent-Seahorse).
The Service offers access to the equipment and the execution of
experiments under standard conditions.

To check availability in the Service:
ccelulas@cib.csic.es/ extension 4396.
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Responsable Técnico | Head Technician
Responsable Cientifico | Head Scientist

Otros miembros | Other members

Maria Angeles Martos Garcia
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El Laboratorio de Diagnéstico Genético
Molecular de Complemento (D-COM) es
un laboratorio internacional de referen-
cia en fisiopatologia del complemento y
un valor estratégico dentro del Sistema
Nacional de Salud. D-COM realiza estu-
dios genéticos y moleculares completos
del sistema de complemento solicitado
por médicos de instituciones publicas
o privadas, dentro y fuera de Espaiia.
Estos estudios incluyen la seleccién
de todos los genes del complemento
mediante secuenciacién masiva pa-
ralela de ADN (NGS) y secuenciacién
de ADN de Sanger, el estudio de las
variaciones en el nimero de copias

The Complement Genetics and Molecular
Analysis Laboratory (D-COM) is an
international reference laboratory in

the physiopathology of complement and

a strategic value within the Spanish
National Health System. D-COM performs
complete genetic and molecular studies

of the complement system requested

by physicians from public or private
institutions, inside and outside of Spain.
These studies include the screening of all
the genes of the complement by massive
parallel DNA sequencing (NGS) and Sanger
DNA sequencing, the study of variations
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(CNV), mediante MLPA, la determina-
cién de los niveles de proteinas del
complemento en plasma y la iden-
tificacién de autoanticuerpos contra
algunas proteinas del complemento.
El propdsito de estos estudios es la
identificacién de factores genéticos o
adquiridos que causan enfermedades
raras, como el Sindrome Hemolitico
Urémico atipico, la Glomerulopatia C3
y la Hemoglobinuria Paroxistica Noc-
turna, o trastornos comunes, como la
nefropatia por IgA o la Degeneracién
Macular Asociada a la Edad. Estos estu-
dios son necesarios para implementar
una medicina personalizada en estos

in the number of copies (CNVs), by means
of MLPA, the determination of levels of
complement proteins in plasma and the
identification of autoantibodies against
some complement proteins. The purpose
of these studies is the identification of
genetic or acquired factors that cause rare
diseases, such as the Atypical Hemolytic
Uremic Syndrome, C3-Glomerulopathy and
Paroxysmal Nocturnal Hemoglobinuria,
or common disorders, such as IgA
Nephropathy or Age-Related Macular
Degeneration. These studies are necessary
to implement a personalized medicine
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pacientes. Los datos generados en los
estudios realizados son interpretados
por el personal del Servicio, emitien-
do un informe dirigido a los médicos
responsables de los pacientes donde
se describen los hallazgos obtenidos y
emite una valoracién del caso ayudando
a los médicos a anticipar las conse-
cuencias que tienen en la evolucién
de la enfermedad y la respuesta de los
pacientes a los posibles tratamientos
con inhibidores del complemento. El
ambito de la actividad de servicio se
encuentra en el entorno de especiali-
dades médicas tales como nefrologia,
oftalmologia y hematologia.

in these patients. The data generated in

the studies performed are interpreted by
the staff of the Service, issuing a report
addressed to the physicians responsible

for the patients. This report describes

the findings obtained and discuss them
helping the physicians to anticipate the
consequences they have on the evolution of
the disease and the response of the patients
to possible treatments with complement
inhibitors. The scope of the service activity
is in the environment of medical specialties
such as nephrology, ophthalmology and
hematology.
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Common RCA gene cluster rearrangements. Each panel corresponds to the excel graphical representation of the merged “final ratio” columns from the
experiments using commercial probes (P236) and custom probes (P200) of the same DNA sample. Duplicated probes and probes that include common
polymorphisms were excluded. The right panel is a control sample. The left panel is the MLPA results of DNA sample carrying the CFHR3-CFHR1 deletion in

heterozygosis.
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Responsable Técnico | Head Technician

M.? Rosa Diaz Lépez

Responsable Cientifico | Head Scientist

Eduardo Diaz Fernandez

Otros miembros | Other members

Cesar Carroza Utrero

Beatriz Fraile Ferndndez

Sara Fuentes Romero

Lillian Gallego Menacho (desde enero 2018)
Felicidad Lara Martines (hasta junio 2017)

Antonio Moreno Calle

@ http://www.cib.csic.es/es/servicio.php?iddepartamento=23

Esterilizacion,
Cocina de Medios
y Limpieza de Material

El Servicio de Esterilizacién del CIB es el encargado de esterilizar,
mediante calor seco (160°C / 230°C) o himedo (120°C/110°C), el
material de trabajo o de desecho (residuos biolégicos o de otro
tipo), de los distintos grupos de investigacién. Para ello dispone
de dos hornos (Memmert), dos autoclaves 490L y dos autoclaves
165L (Matachana).

El servicio de Cocina de Medios estd asociado al servicio de
esterilizacién y cuenta con todo el equipamiento necesario
para la preparacién y almacenamiento de medios de cultivo,
tampones y soluciones estériles, incluyendo soluciones libres
de RNasas para el trabajo con RNA.

El personal de Limpieza de Material, se encarga de la recogida,
limpieza y reposicién del material a los diferentes grupos de in-
vestigacién. Asimismo, realiza la recogida de los residuos biologi-
cos de los laboratorios y su traslado al Servicio de Esterilizacién.

Laura Lépez Burgos (desde junio 2018)
Carmen Menacho Madreda (hasta junio 2017)

Lorenzo Montero Vera (hasta febrero 2017)
Laura Rubio Majano (hasta octubre 2017)

Servicios Cientificos
Scientific Facilities
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Sterilization,
Culture Media Preparation
and Labware Washing

The Sterilization Service of the CIB is devoted to sterilize, through
dry (160°C/230°C) or wet heat (120°C/110°C), the working material
and wastes (biological residues, etc.) of the different research groups.
The Sterilization Service has two ovens (Memmert), two autoclaves
490L and two autoclaves 165L (Matachana).

The Culture Media Preparation Service is associated to the
Sterilization Service and it has all the necessary equipment for
preparation and storage of culture media, buffers and sterile
solutions, including RNase-Free solutions for working with RNA.

The personnel of the Labware Washing Service are responsible

for collecting, cleaning and delivering the laboratory material to

the different research groups. They perform also the collection of
biological waste from laboratories and its transfer to the Sterilization
Service.

Responsable Técnico | Head Technician
Luis Guaita Beneit

Responsable Cientifico | Head Scientist

Tomas Canto Ceballos

@ http://www.cib.csic.es/es/servicios/servicios-cientificos/invernadero

Invernadero

El invernadero del CIB Consta de ocho cubiculos para el
mantenimiento de plantas, ademés de un area comun
en su entrada de trabajo y de control. Dos cubiculos es-
tan autorizados para trabajar con material transgénico y
nivel de confinamiento Tipo 1 (Notificacién A/ES/05/1-11
Ministerio de Medio Ambiente de fecha 06-03-2006). Todos
los cubiculos estan dotados de iluminacién de apoyo. Las
condiciones de temperatura de cada cubiculo se pueden
programar de manera independiente, y dentro de cada
cubiculo, la iluminacién de apoyo de cada bancada puede
asi mismo programarse de manera independiente.

Glasshouse

The glasshouse at CIB consists of eight independent cubicles for the
maintenance of plants, in addition to a common working and control area at
its entrance. Two of the cubicles are authorised for working with transgenic
material at biosafety containment level 1 (resolution A/ES/05/1-11 from

the former Spanish Ministry of the
Environment, dated 06-03-2006). All
cubicles are fitted with support lighting.
Temperature settings can be programmed
independently in each cubicle, and inside
the cubicle, support lighting can be
independently programmed for each bench.

= T —
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Jorge Martinez Guijarro (hasta octubre 2018)
Oscar M. Nuero Garcia (desde diciembre 2018)

@ https://www.cib.csic.es/es/servicios/servicios-cientificos/interacciones-
moleculares

Interacciones Moleculares

Nuestro laboratorio estd especializado en la caracterizacién bio-
fisica cuantitativa de interacciones macromoleculares reversi-
bles en disolucién. Para ello contamos con dos ultracentrifugas
analiticas XLA y XLI (Beckman-Coulter Inc.), equipos de disper-
sién de luz dindmica DynaPro MS/X (Protein Solutions) y estatica
multidngulo DAWN-EOS (Wyatt Technology) y un interferémetro
de biocapa BLItz (Pall).

La ultracentrifugacién analitica permite la deteccién y cuantifi-
cacién de especies macromoleculares y el analisis cuantitativo
(estequiometria, reversibilidad y afinidad) de interacciones del
tipo proteina-proteina, ADN-proteina y receptor-ligando. Los
métodos de dispersién de luz aportan informacién complemen-
taria (tamano y masa), permitiendo caracterizar las interaccio-
nes reversibles, su evolucién con el tiempo y en el equilibrio. La
interferometria de biocapa proporciona informacién sobre afini-
dades de unién y cinética de asociacién y disociacién, pudiendo
estudiar las interacciones incluso en lisados heterogéneos y a
concentraciones nanomolares.

El laboratorio cuenta desde 2009 con la certificaciéon ISO9001.

Molecular Interactions

Our group is specialized in the quantitative biophysical
characterization of reversible macromolecular interactions in
solution. With this aim, our facility operates two XLA and XLI
analytical ultracentrifuges (Beckman-Coulter Inc.), dynamic
(DynaPro MS/X, Protein Solutions) and static multiangle (DAWN-
EOS, Wyatt Technology) light scattering devices and a BLItz biolayer
interferometer (Pall).

Analytical ultracentrifugation is a powerful method for the
detection and quantification of macromolecular species, and the
quantitative analysis (stoichiometry, reversibility and affinity)

of interactions such as protein-protein, DNA-protein and
receptor-ligand. Light scattering methods provide complementary
information (size and mass) for the characterization of reversible
interactions evolving with time and at equilibrium. Biolayer
interferometry provides direct binding affinities and rates of
association and dissociation of macromolecules, at nanomolar
concentration and even in heterogeneous crude lysates.

Since 2009, the facility has been certified according to 1ISO9001
standards.

Study of protein association state by sedimentation velocity and Facility instrumentation. Upper part: raw data and fitting, species distribution
c(s) and spatio-temporal data representation; Central part: Raleigh interference fringe pattern; Lower part: XLI analytical ultracentrifuge,
dynamic and static multiangle light scattering SEC-MALS-QELS and biolayer interferometer.
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Begona Pou Alonso
Rafael Nufiez Ramirez
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El Servicio de Microscopia Electrénica
(SME) proporciona apoyo cientifico-téc-
nico para el analisis estructural de mues-
tras bioldgicas. El SME esté equipado con
un microscopio electrénico de transmi-
sién (TEM) JEOL JEM-1230 de 120kV, una

Production of bioplastics (PHA)
by bacterial fermentation
(sample provided by
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camara digital CMOS TemCam-F416
TVIPS, un equipo de vitrificacién FEI
Vitrobot™, un equipo Glow Discharge
Quorum GloQube de doble camara, asi
como el equipamiento necesario para el
procesamiento y andlisis de muestras

M.? Auxiliadora Prieto).

The electron Microscopy Facility (EMF)
provides scientific and technical support
for structural analysis of biological
samples. The EMF is equipped with a
120kV JEM-1230 JEOL transmission
electron microscope, a CMOS
TemCam-F416 TVIPS digital camera,

a Vitrobot™ FEI cryo plunge, a Glow
Discharge Quorum GloQube, as well as
all the equipment required the processing
and analysis of conventional and cryo-
microscopy samples.

The EMF handles any kind of biological
samples for ultramicrotomy sectioning and
ultrastructural analysis. Furthermore, the

EMF performs the analysis of nanoparticles
and macromolecular complexes by negative
stain and cryo-microscopy.

The EMF belongs to the Cryo.electron
Microscopy (Cryo-EM) Service, a joint
effort with the Centro Nacional de
Biotecnologia (CNB-CSIC), wich is
focused on sample preparation and
image collection for Cryo-EM. The facility
hosts, among other equipment, a 200kV
FEI Talos Arctica equipped with an
autoloader and with a Falcon III direct
electron detector, which is specially suited
for the collection of large high-resolution
datasets.

por técnicas convencionales y criomi-
croscopia.

El SME procesa todo tipo de muestras
biolégicas para su preparacién por ultra-
microtomia y su estudio ultraestructural.
También permite el andlisis de comple-
jos macromoleculares y nanoparticulas
por tincién negativa y criomicroscopia
electrénica.

E1 SME forma parte del Servicio de Crio-
microscopia Electrénica (CryoEM), pla-
taforma que pertenece tanto al Centro
Nacional de Biotecnologia (CNB-CSIC)
como al Centro de Investigaciones Bio-
légicas. Este Servicio se focaliza en la
preparacién de muestras y toma de
datos de alta resolucién por criomi-
croscopia electrénica. Entre otro equi-
pamiento adecuado para CryoEM, el
servicio cuenta con un TEM TALOS Arc-
tica 200kV, equipado con un autoloader
y un detector directo de electrones Fal-
con III, especialmente disefiado para la
toma automatizada de gran cantidad de
datos de alta resolucién.

Cryo-EM image of the E. coli replicative
helicase: loader complex (sample provided by
Ernesto Arias).
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Otros miembros | Other members

M.? Gema Elvira Serrano

)

Equipamiento del Servicio:

e Microscopio Laser Confocal espectral (CLSM) Leica TCS SP5
equipado con 8 lineas de laser, AOTF, AOBS y platina moto-
rizada que permite adquisicién en multiposicionamiento y
generacién de imagenes compuestas.

¢ CLSM Leica TCS SP2 equipado con 7 lineas de laser y sistemas
AOTF y AOBS.

e Sistema multidimensional de microscopia avanzada de fluores-

cencia de alta velocidad para observacién in vivo Leica AF6000 LX.

Equipado con microscopio invertido DMI6000B con camara de

cultivo termostatizada, control de CO2 y dos camaras: Orca-Flash

4.0 LT Digital CMOS, equipada con un divisor de haz (W-View

Gemini) y con un tindem de filtros para GFP y mCherry que po-

sibilita la adquisicién simultanea de ambas sefiales, y una CCD

Hamamatsu 9100-02. Adquisicién de imagenes multidimensio-

nalesenX,Y, Z,t, multiposicionamiento y generacién de imagenes

compuestas. FRET y estudios ratiométricos de calcio in vivo y otros
estudios dindmicos. Software de adquisicién y analisis Metamor-
ph. Unidad independiente de analisis de imagen y sistema de al-
macenamiento de datos centralizado, accesible desde la Intranet.

Camara CCD Leica DFC350 FX sobre MO Zeiss Axioplan.

Estereomicroscopio de fluorescencia Leica MZ16 FA con ca-

mara en color Leica DFC490.

Bovine pulmonary artery endothelial cells
(BPAE) cells stained with a combination of
fluorescent dyes. Mitochondria were labeled
with red-fluorescent MitoTracker® Red
CMXRos, F-actin was stained using green-
fluorescent Alexa Fluor® 488 phalloidin, and
blue-fluorescent DAPI was used to label the
nuclei. Image corresponds to a maximum
projection of Z-Stack acquired with a 63X oil
immersion objective in a Leica SP5 confocal
microscope. The panel shows a 3D view and
orthogonal views of a detail.

Equipment available in the facility:

e Confocal Laser Scanning Microscope (CLSM) LEICA TCS SP5 fitted
with eight excitation lines, AOTF and AOBS System. Scanning
stage for motorized stage applications.

e Leica CLSM TCS SP2 with 7 laser lines and AOTF and AOBS systems.

¢ Widefield Multidimensional Microscopy System Leica AF6000 LX for
live cell imaging (epifluorescence and transmitted light). It consists of
an inverted Leica DMI6000B microscope and an incubation chamber
equipped with CO2 and temperature controls. System equipped with
two cameras: Orca-Flash 4.0 LT Digital CMOS camera, this one fitted
with an image splitting optics (W-VIEW GEMINI), which provides
one pair of dual wavelength (GFP/mCherry) images separated by a
dichroic mirror onto a single camera and CCD Hamamatsu 9100-02.
The hardware is controlled with Metamorph software (Molecular
Dynamics) as well as by resident LAS software. It is well suited
for 5D multidimensional acquisition experiments (5SD: X, Y, Z, t,
multiple channel), and for the generation of composite overview
images, FRET analysis, ratiometric calcium determinations in vivo
and other dynamic studies. The facility also hosts an independent
image workstation that is also equipped with Metamorph software
for image analysis and data output. The facility is equipped with a
high capacity storage system for digital images, which is password-
accessible from any other workstation connected to the CIB intranet.

e Leica CCD camera DFC350 FX on a LM Zeiss Axioplan.

e Stereo Microscope Leica MZ16 FA with color camera Leica DFC490.
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Responsable Técnico | Head Technician

Marta Cebrian Echarri

Responsable Cientifico | Head Scientist
Luisa M.? Botella Cubells

Otros miembros | Other members
Zahira Corrales del Villar

@ https://www.cib.csic.es/es/servicios/servicios-internos/proteccion-

radiologica

ALV LLL LTI

Proteccion Radiolégica

Su funcién principal es asegurar la ma-
nipulacién y uso de las radiaciones io-
nizantes en condiciones de seguridad.
Para ello el SPR controla la formacién
del personal usuario, las medidas de
proteccién radiolégica en zonas auto-
rizadas, los compuestos radiactivos no
encapsulados en el CIB (entrada, utiliza-
cién y gestién de residuos), los aparatos
generadores de radiaciones ionizantes y
su uso, y el cumplimiento de las normas
exigidas por el Consejo de Seguridad Nu-
clear (CSN). Igualmente asesora al perso-

Radiation Safety

The principal function of RS is to assure
the manipulation and use of the ionizing
radiations in safety conditions. In this
way, the RS controls the training of

new users in radiological protection
protocols, radiation protection measures
in authorized areas, the non-encapsulated
radioisotopes in CIB (entry, manipulation
and waste management), the use of X-ray
equipments and the implementation of

nal del CIB en todo lo concerniente a las
radiaciones ionizantes.

La instalacién radiactiva consta de
una camara caliente para el trabajo
con fuentes no encapsuladas con zo-
nas para emisores p y vy, cultivos celu-
lares, electroforesis, incubadores para
hibridaciones con sondas radiactivas,
contadores de centelleo, etc...; labora-
torios autorizados para la manipulacién
de cantidades limitadas de compuestos
marcados radiactivamente y dos apara-

the regulations of the Spanish Nuclear
Council (CSN).

The radioactive facility consists of

a central hot room for working with
non-encapsulated isotopes and with
specific areas to manipulation of p and y
emitters, cellular cultures, electrophoresis,
hybridization incubators, scintillation
counters, etc..., authorized areas in

Servicios Cientificos
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T
| |

tos productores de radiaciones ionizan-
tes: equipo de RX y difractor de Rayos X.
El CIB posee autorizacién para trabajar
con los siguientes radioisétopos: *C, *H,
3p, 4Ca, ¥S, 2P, [, 5'Cr, *Rb y sales de
uranilo.

El Manual de Proteccién Radiolégica del
CIB (MPR) recoge todas las normas de
utilizacién del material/aparatos pro-
ductores de radiaciones ionizantes en el
Centro. La gestién del SPR es evaluada
anualmente por el CSN.

ordinary laboratories to use limited
activities of radioactive isotopes, and X-Ray
and difractometer X-Ray equipments.

CIB is authorized to perform techniques
with 14C, 3H, 33P, %5Ca, S, 3P, 1°I, S'Cr, 8RDb
and ?**U-labeled radiochemicals.

There is a comprehensive Radiological
Protection Guide for users of the CIB. Once a
year the CSN supervises the RS management.

Central hot room: specific areas to
manipulation of § and y emitters.
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Responsable Técnico | Head Technician

Francisco Garcia Tabares

Responsable Cientifico | Head Scientist

José Ignacio Casal Alvarez

Otros miembros | Other members

Vivian de los Rios Benitez Tamar San Hipélito Marin

@ https://www.cib.csic.es/es/servicios/servicios-cientificos/proteomica-y-
genomica

Protedmica y Gendémica

Desde 2012 el laboratorio esta certifica-
do conforme a la norma ISO9001 con
el cédigo ER-0286/2009 Certificacién

El Servicio de Protedémica y Genémica
ofrece las siguientes prestaciones: En
el drea de Gendmica: i) determinacién

de calidad de muestras de RNA y/o
DNA (sistema Experion [BIO-RAD]);
ii) PCR cuantitativa (iQ5, BIO-RAD;
LightCycler96, Roche). En Proteémica:
i) geles bidimensionales; ii) determi-
nacién de la masa molecular de pép-
tidos y proteinas; iii) identificacién
de proteinas por huella peptidica,
ambas por espectrometria de masas
MALDI-TOF-TOF (Autoflex III, Bruker);
iv) identificacién de proteinas en pro-
teomas complejos; identificacién de
modificaciones post-traduccionales
y proteémica cuantitativa diferencial
(SILAC, iTRAQ, “label-free”) mediante
cromatografia liquida acoplada al es-
pectrémetro de masas LTQ Velos Or-
bitrap (Thermo); v) experimentos de
proteémica cuantitativa dirigida de
proteinas y péptidos (SIM y PRM) en el
espectrémetro Q-Exactive (Thermo).
La unidad es miembro de la plataforma
Proteored (Instituto de Salud Carlos III).

AENOR en ISO9001.

Proteomics and Genomics

The Genomics and Proteomics Facility

at the CIB offers the following services:

In Genomics: i) determination of RNA and
DNA sample quality (Experion system,
Bio-Rad); ii) Quantitative PCR (iQ5, Bio-
Rad; LightCycler 96, Roche). In Proteomics:
i) two-dimensional gels, ii) molecular mass
determination in peptides and proteins;

iii) protein identification by peptide mass
fingerprinting, both using MALDI-TOF-TOF
(Autoflex III. Bruker) mass spectrometry;
iv) protein identification in complex
proteomes, post-translational modification
analysis and differential quantitative
proteomics (SILAC, iTRAQ, label-free)

by liquid chromatography coupled to

an LTQ Velos-Orbitrap (Thermo) mass
spectrometer; v) protein identification in
complex proteomes as well as targeted
quantitative proteomics experiments

of proteins and peptides (SIM and

PRM) in a Q-Exactive spectrometer
(Thermo). The facility belongs to the
proteomic platform “Proteored” from the
Carlos III Health Institute. Since 2012 the
laboratory is certified according to ISO9001
with ER-0286/2009 AENOR 1S09001
Certification code.
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Responsable Técnico | Head Technician

José Javier Varela Espinosa

Responsable Cientifico | Head Scientist

Carlos Fernandez Tornero

Otros miembros | Other members

Emilia Aporta Sosa

@ http://www.cib.csic.es/es/servicios/servicios-cientificos/quimica-de-

proteinas

Quimica
de Proteinas

El servicio de Quimica de Proteinas tie-
ne como funcién principal prestar apoyo
cientifico-técnico en trabajos de purifi-
cacién, cuantificacién, identificacién o
caracterizacién de proteinas, asi como
en el diseno, sintesis y purificacién de
péptidos y oligonucledtidos a todos los
laboratorios de investigacién, tanto de
caracter publico como privado, que soli-
citan nuestros servicios. Para ello cuenta
con el siguiente equipamiento:

Dos secuenciadores de proteinas
(Applied Biosystems, Procise 494). Per-
miten establecer la secuencia amino ter-
minal de péptidos y proteinas mediante
degradacién secuencial de Edman.

Sintetizador de péptidos (AAPPtec,
Focus XC). Trabaja con quimica Fmoc
y puede realizar hasta 6 sintesis simul-
tdneamente en un rango de escalas
variable entre 0.05-5 mmoles.

Sintetizador de oligonucleétidos (Apllied
Biosystems 3400).

¢ Analizador de aminoécidos (Biochrom
30). Permite determinar cuantitativa-

Cristina Quevedo Sierra

mente la composicién de aminoa-
cidos de hidrolizados de péptidos y
proteinas.

Cromatdgrafo de liquidos. Equipos de
alta presién HPLC (0-25 MPa): AKTA
basic (Amersham Pharmacia Biotech)
y Agillent serie 1200 preparativo.

LC-MS. HPLC (Surveyor Plus) acoplado
a un espectrémetro de masas de tram-
pa de iones (Thermo Scientific).

Durante el periodo 2017-18 el Servi-
cio ha colaborado con el gabinete de
formacién del CSIC con la imparticién
del curso “Iniciacién a las técnicas de
purificacién y caracterizacién de pro-
teinas”.

Durante el afio 2018 el Servicio ha ini-
ciado la puesta en marcha de una nue-
va prestacién dedicada a la expresién
y purificacién de proteinas de interés
general.

Desde marzo de 2011 el laboratorio po-
see la certificacién conforme a la norma
1SO9001 con el cédigo ER-0286/2009.

Servicios Cientificos
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Protein
Chemistry

The core Protein Chemistry Facility is a
state-of-the-art laboratory designed to aid
researchers in the separation, quantization,
identification and characterization of
proteins from any biological sample using
the following equipment:

¢ Two protein sequencers (Applied
Biosystems, Procise 494). It can identify
the amino terminal sequence of peptides
and proteins by means of Edman’s
sequential degradation.

Peptide synthesizer (AAPPtec, Focus XC).
It works with Fmoc chemistry and it can
synthesize from one to six peptides at a
time in a scale range of 0.05-5 mmol.

Oligonucleotide synthesizer (Applied
Biosystems 3400).

Amino acid analizer (Biochrom 30).

It determines quantitatively the amino
acid composition of peptide and protein
hydolysates.

Liquid chromatography. High pressure
(0-25 MPa) equipment HPLC: AKTA Basic
(Amersham Pharmacia Biotech) and
Agillent 1200 preparative system.

LC-MS. Surveyor plus HPLC system
coupled to an LXQ linear ion trap mass
spectrometer (Thermo Scientific).

In the years 2017-18 we collaborated with
the training department of the CSIC in the
course “Introduction to protein purification
and characterization methods”.

In 2018 the facility has implemented a
Protein Expression and Purification service
for frequently used proteins.

Since 2011 this Facility is certified
according to ISO9001 with ER-0286/2009
AENOR Certification code.
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Responsable Técnico | Head Technician

Eva Calvino Vanegas

Responsable Cientifico | Head Scientist

Francisco Javier Canada Vicinay

@ https://www.cib.csic.es/facilities/scientific-facilities/nuclear-magnetic-
resonance

Resonancia Magnética
Nuclear

El Servicio de Resonancia Magnética Nuclear proporciona a sus
usuarios la posibilidad de realizar experimentos mediante esta
técnica espectroscépica no destructiva, asi como el apoyo en
la interpretacién de los resultados. Aplicable a sustancias con
nucleos de spin nuclear distinto de cero (*H, *C, N, “°F, *'P, etc.),
puede utilizarse en la investigacién en quimica, biologia, biome-
dicina y ciencia de materiales, asi como para control de calidad
de productos de investigacién y/o comerciales.

Comprende un versatil conjunto de técnicas dirigidas a eluci-
dacién estructural, determinacién conformacional de ligandos,
caracterizacién estructural de biomoléculas (proteinas, dcidos
nucleicos, carbohidratos, etc.), estudio de procesos de recono-
cimiento molecular entre las mismas, y andlisis de equilibrios
quimicos y cinéticas de reaccién, entre otros.

Nuclear Magnetic
Resonance

The Nuclear Magnetic Resonance Service provides its users

with the possibility of conducting experiments using this non-
destructive spectroscopic technique, as well as supporting them
with the interpretation of the results. Applicable to substances with
nuclei of nuclear spin other than zero (*H, **C, *N, *F, 3P, etc.), can
be used for research in chemistry, biology, biomedicine and material
science, as well as for quality control of research and/or commercial
products.

It includes a versatile set of techniques aimed at structural
elucidation, conformational determination of ligands, structural
characterization of biomolecules (proteins, nucleic acids,
carbohydrates, etc.), study of molecular recognition processes among
them, and analysis of chemical equilibria and kinetics of reaction,
among others.

Technical Equipment of the NMR Service. From left to right: AV 500 MHz, AV III 600MHz, with Sample Case for 24 samples, and AV 600MHz with cryoprobe.
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La Gerencia de los Centros e Institutos del CSIC, a través de su
titular, es la encargada de la gestién de los recursos publicos
destinados a la investigacién cientifica y técnica. En el Centro
de Investigaciones Bioldgicas la Gerencia estd integrada actual-
mente por las siguientes Unidades departamentales:

¢ Gestiéon econémico-administrativa.

¢ Gestién de proyectos.

¢ Gestién de personal.

¢ Gestion de compras.

¢ Gestién patrimonial.

¢ Apoyo a la Prevencién de Riesgos Laborales.

Cada una de estas Unidades estd compuesta por un responsable
y personal de apoyo que actiian bajo la supervisién del gerente
y, en ultima instancia, del Director del Centro. Asimismo, depen-
den de Gerencia el Servicio de Porteros-Recepcionistas, el Servi-
cio de Limpieza, y el Servicio de cafeteria-comedor del Campus.

Management Team

Gerente | General Manager

Gestién Econémico-Administrativa
Finance & Administration

Anades Besnard, Julia
Castro Castro, José Luis
Garabito Seco, Maria Jesus
De la Flor Hernéndez, Javier
Esteban Espinosa, Santiago

Fernandez Garcia, Margarita
Gutiérrez Garcia, Rosa Maria

Lafita Togores, M.? Victoria
Melgarejo Moreno, Valena
Rodriguez de Santos, José Francisco

Gestién de Personal | Human Resources

Esteban de Antonio, Luis Maria
Ferndndez Nufez, Lorenzo

Rubio Alcalde, Raul

The CSIC Centres and Institutions’ Management, through its General
Manager, oversees the public resources dedicated to the scientific
and technical research. In the Biomedical Research Centre the
Management includes the following Departmental Units:

¢ Finance & Administration.

e Project Management.

* Human Resources.

® Procurement.

e Assets Management.

e Workplace Hazard Prevention Support.

Each one of these Units includes a Responsible and support
personnel that work under the supervision of the General
Manager and ultimately under the Centre Director. The Caretaker/
Receptionists, Cleaning service and the Canteen Staff also report to
the General Manager.

Gestién de Proyectos | Project Management

Diaz Martin, Jesus D.
Go6mez Pulido, José Luis

Barrio Villa, Isabel
Castro Vidal, Begona

Gestion de Compras | Procurement

Ballesteros Villamayor, Elisa
Calvo Saavedra, Julia
Carrasco Alarcén, M.? Jesus
Chimeno Llorat, Domingo

Mateos Moya, Dolores
Ramos Jiménez, M.? Teresa
Serrano Coronado, Francisco

Gestion Patrimonial | Assets Management

Hernéandez Paradelo, M.? José

Apoyo a la Prevencion de Riesgos Laborales
Workplace Hazard Prevention Support
Péez Abril, Eduardo

Recepcion | Reception

Arellano Herrero, José Javier
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Servicios Técnicos | Technical Services

La Unidad de Servicios Técnicos e Infraestructuras estd formada
por un equipo multidisciplinar cuyas funciones competen al
desarrollo y buen funcionamiento de las instalaciones y equipos,
asi como el soporte especializado a los distintos grupos de in-
vestigacién y servicios del Centro de Investigaciones Biolégicas,
asumiendo también tareas relacionadas con el mantenimiento
de algunas infraestructuras del campus del CSIC en la Ciudad
Universitaria de Madrid (comunicaciones informaticas y central
de control de accesos).

La Unidad de Servicios es responsable administrativo, y en algu-
nos casos del control de uso y soporte a usuarios finales, de los
equipos de uso general no asignados a otros servicios.

La coordinacién y gestién administrativa se realiza a través de
laJefatura y Administracién de Servicios Técnicos e Infraestruc-
turas (JF-AD).

Los servicios que integran la Unidad de Servicios Técnicos e
Infraestructuras son:

The Technical Services and Infrastructure Unit, consists of a
multidisciplinary team whose functions are directed towards

the development and satisfactory operation of the facilities and
equipment. This Unit also offers specialized support to the different
research groups and services of the Centro de Investigaciones
Bioldgicas in matters that are within its scope, also undertaking
tasks related to the maintenance of some infrastructures of the CSIC
campus in the University Complutense of Madrid (computer science
communications, access control Centre).

The Unit has administrative responsibility and in some cases
supervises equipment use, as well as giving support to end users of
general equipment not assigned to other services.

Coordination and management is carried out in conjunction with
the Head Office and Administration of the Technical Services and
Infrastructures unit (JF-AD).

The services that integrate the Technical Services and Infrastructure
Unit are the following:

Disefio y Mecénica (DM) | Design and Mechanics

Fotografia (F) | Photography

Electrdnica e Instrumentacién (EI) |

Technical Services and Infrastructure Unit

Alejandro Ayuda Pascual Antonio Pérez Pardo
Angel Arranz Bombin
Angel Guerrero Rivero
Antonio Manuel J. Garcia Alvarez

Antonio Frias Moreno

Julio Martin Santos

Servicios prestados | Services

¢ Gestion técnica de concursos .
publicos | Technical management of

public tenders

Gestién de las comunicaciones .
telefénicas | Management of telephone
communications .
Control técnico de empresas

externas que realicen trabajos en el .
CIB | Technical supervision of external
companies that do work in the CIB
Asesoramiento técnico | Provision of .
technical advice

Soporte de software a usuarios | .
Support to microcomputing software users
Soporte a usuarios de hardware y

software de red | Support to hardware .
and software network users

Soporte a usuarios de correo .
electrénico | Support to e-mail users

Gestién de servidores | Server

management

Soporte de salas multimedia y salén
de actos | Servicing multimedia lecture
rooms and conference hall

Tratamiento digital de imagen | Image
digitalization

Realizacién de tomas fotograficas |
Provision of photography services
Reparacion, limpieza y calibracién de
pipetas automaticas | Repair, cleaning
and calibration of automatic pipettes
Realizacién de posters | Preparation of
scientific posters

Mantenimiento de maquinas
reveladoras | Maintenance of automated
film developers

Adecuacién de laboratorios |
Refurbishment of laboratories

de equipos frigorificos | Preventive and
corrective maintenance of refrigerating
equipment

Carlos Aguado Camacho
Juan Miguel Tijero Paramo

Mantenimiento preventivo y correctivo

.

Electronics and Instrumentation
Informatica (INF) | IT Service

Mantenimiento e Instalaciones (M) |

Maintenance and Facilities

Marin Pop

Miguel Angel Mufioz Diaz
Pablo Jalén Rico

Ramoén M. Toro Monsalve

José Ignacio Martinez Garcia

Mantenimiento de instalaciones de
fluidos | Maintenance of installations

for fluids

Jardineria | Gardening

Reparacion de equipamiento basico de
laboratorio | Repair of basic laboratory
equipment

Mantenimiento de cuadros eléctricos |
Maintenance of electrical switchboards
Administraciéon de comunicaciones y
electrénica de red | Administration of
communications and network electronics
Reparacion y calibrado de
equipamiento especializado de
laboratorio | Repair and calibration of
specialized laboratory equipment
Mantenimiento preventivo y correctivo
del sistema de vigilancia y control

de accesos | Preventive and corrective
maintenance of the surveillance systems
for control of access to the premises

Disefio y realizacion de prototipos,
actualizacién de equipos | Designing
and making of equipment prototypes, up-
dating of equipment

Mecanizado de piezas | Manufacture of
equipment pieces

Mantenimiento y reparacién de
hardware de equipos informaticos |
Maintenance and repair of computer
hardware

Revisién de equipos de rayos X |
Periodic checking x-ray equipments
Mantenimiento preventivo y
correctivo de sistemas auténomos
de climatizacién e invernadero |
Preventive and corrective maintenance
of air conditioning systems and of the
greenhouse

Mantenimiento de obra civil |
Maintenance works of the premises
maintenance




centro de

[140] investigaciones

bioldgicas

Responsable de la Unidad | Head Unit

Alejandra Garcia Alonso (hasta 31/12/2018)
Marta Garcia del Barrio (desde 1/03/2019)

@ http://www.cib.csic.es/ip-portfolio

Unidad de Transferencia
de Conocimiento

La Unidad de Transferencia del Conocimiento del CIB, integrada
en la Vicepresidencia Adjunta de Transferencia de Conocimien-
to (VATC) del CSIC, tiene como principal objetivos promover,
coordinar, impulsar y gestionar las relaciones entre los inves-
tigadores del CIB y otros organismos publicos de investigacién,
fundaciones publicas o privadas y empresas, tanto nacionales
como internacionales, para fomentar la innovacién y apoyar la
transferencia de conocimientos y resultados a las empresas.

Sus principales servicios o actividades son:

¢ Gestién, negociacién y tramitaciéon de Contratos (Apoyo Tec-
nolégico e I+D), Acuerdos de Cesién de Material Bioldgico,
Acuerdos de Confidencialidad, etc.

¢ Colaboracién en la vigilancia tecnolégica, estudios de paten-
tabilidad y redaccién de patentes.

¢ Asesoramiento en las relaciones entre investigadores y em-
presas para solventar las necesidades tecnolégicas de éstas a
través de la cooperacién con grupos de investigacién del CIB.

¢ Transferencia de tecnologia y comercializacién de las ofertas
tecnolégicas, los resultados de los investigadores del CIB, pro-
tegidos por patentes u otros modelos de proteccién, estan dis-
ponibles para las empresas mediante la licencia de los mismos.

Knowledge Transfer Unit

CIB Knowledge Transfer Unit, as a part of the Deputy Vice-Presidency
for Knowledge Transfer (VATC) of CSIC, has the aim to promote,
coordinate and manage the relationships between researchers of

CIB and other public research organizations, public and private
foundations and corporations, both domestic and international, as well
as to promote innovation and support the transfer of knowledge and
results to companies.

Main services or activities are:

¢ Management, contract negotiation and processing (Technology
Support and R & D), Biological Material Transfer, Confidentiality
Agreements, etc.

¢ Collaboration in technology surveillance, and patentability studies,
and patent drafting.

o Adviser in the relationship between researchers and companies,
to solve companies’ technological needs through cooperation with
research groups from CIB.

o Technology transfer and commercialization of technology offers.
The results of the CIB researchers, protected by patents or
other intellectual property protection modes, are available for
exploitation under patent license agreements.

Responsable Técnico | Head Technician

Maria José Hernandez Paradelo

Responsable Cientifico | Head Scientist

German Rivas Caballero

@ https://www.cib.csic.es/es/servicios/servicios-internos/unidad-de-calidad

Unidad de Calidad

La Unidad de Calidad del CIB se cred en 2009 para coordinar y
mantener la mejora continua de los Servicios Cientifico-Téc-
nicos del CIB de acuerdo a la Norma UNE-EN ISO09001:2008.
El alcance de la certificacién abarca las siguientes técnicas:

e Determinacién del tamario, forma, estado de asociacién y gra-
do de homogeneidad de proteinas y otras macromoléculas
(biolégicas) mediante ultracentrifugacién analitica.

e Apoyo al usuario en la ejecucién de experimentos de disper-
sién de luz dinamica.

e Sintesis de oligonucleétidos.

e Andlisis automatico de aminoacidos mediante derivatizacién
post-columna con ninhidrina.

¢ Secuenciacién automatica de proteinas mediante degradacién
quimica de Edman.

¢ Determinacién de la masa molecular por espectrometria de
masas.

e Asistencia técnica en la adquisicién de imagenes de micros-
copia confocal.

Quality Assurance Unit

The Quality Assurance Unit of the CIB was created in 2009

to coordinate and promote the continuous improvement of the
Technical Units and Scientific facilities at the CIB, according to
the UNE-EN ISO 9001:2008 standards. Currently the certification
includes the following techniques:

e Determination of the size, shape, state association and degree of
homogeneity of proteins and other (biological) macromolecules by
analytical ultracentrifugation.

e Support to users in dynamic light scattering.

e Oligonucleotide synthesis.

e Automatic amino acid analysis.

¢ Automatic protein sequencing.

e Determination of molecular mass by mass spectrometry.

e Technical assistance in the acquisition of confocal microscopy
images.


http://www.cib.csic.es/ip-portfolio
https://www.cib.csic.es/es/servicios/servicios-internos/unidad-de-calidad
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ecugen

Secugen S.L. es una empresa especializada en tecnologias de
secuenciacién y andlisis de ADN que ofrece servicios que van
desde la secuenciacién Sanger hasta el diagnéstico genético en
humanos, pasando por la identificacién de microsatélites, la
identificacion varietal de vegetales, la identificacién microbiana
o el desarrollo de proyectos a medida.

En actividad desde el afio 2006, y nacida como “spin-off” del
Servicio de Secuenciacién de ADN del CIB-CSIC, Secugen es hoy
una referencia en el campo de la secuenciacién y anélisis de ADN
y en el diagnéstico genético. Sus mas de 400 centros clientes en
el area de secuenciacién se benefician de la mejora continua en
los procesos y de la atencién directa que prestan sus técnicos.
En el area de diagnéstico molecular colabora con alrededor de
un centenar de hospitales y tiene como clientes a varias com-
paiiias farmacéuticas.

Secugen, reconocida como PYME Innovadora por el ministerio
de Economia y Competitividad, esta certificada como empresa
que desarrolla I+D. Cuenta con un departamento de I+D que
desarrolla proyectos que le permiten introducir en el mercado
pruebas genéticas tutiles e innovadoras.

Como compromiso de calidad Secugen cuenta con la certificaciéon
ISO 9001:2015 y estd autorizado por la Comunidad de Madrid
como centro de “Diagnéstico analitico con unidad de genética”.

Secugen S.L. is a company specialized in sequencing and analysis of
DNA that offers services ranging from Sanger sequencing to genetic
diagnostics in humans, through the identification of microsatellites,
varietal identification of plants, microbial identification or custom
tailored projects.

In business since 2006, Secugen was born as a “spin-off” of the DNA
Sequencing Service of the CIB-CSIC, nowadays it is a reference in
the industry of DNA sequencing and genetic diagnostics. Secugen
has over 400 different centres in the area of DNA sequencing. These
customers benefit from the continuous improvement in processes and
from the direct contact with Secugen’s staff. In the area of molecular
diagnostics Secugen collaborates with around one hundred hospitals,
and has as clients several pharmaceutical companies.

|
Secugen is recognized as innovative SME by the Spanish Ministry
of Economy and Competitiveness, and is also certified as a company
that develops R&D. Secugen’s R&D department develops projects that
allow it to put on to the market useful and innovative genetic tests.

As a commitment to quality, Secugen is certified to ISO 900:2015
and it is also authorized by the Co ity of Madrid as
“Diagnostic Genetic Afialytical Unit”.
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Spin-offs

ANKAR PHARMA

passion for healing

Equipo Fundador | Founder Team

Ana Martinez (Investigador | Scientist)
Carmen Gil (Investigador | Scientist)
Michael de José (Presidente ejecutivo | Executive president)

Ankar Pharma es una compaiiia spin-off del CSIC que nacié en
2014 con la idea de ayudar a poner en el mercado medicamen-
tos que disminuyan el sufrimiento de los pacientes. Su primer
proyecto busca completar el desarrollo preclinico regulatorio
de AP-1, farmaco innovador para el tratamiento por via oral de
la esclerosis multiple, con propiedades neuroprotectoras, an-
tiinflamatorias y remielinizantes. AP-1 cuenta con una sélida
proteccién industrial (patente concedida en la Unién Europea,
Estado Unidos y Australia). En el afio 2018 se ha iniciado el de-
sarrollo preclinico de AP-1.
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AP-1 therapeutic benefits for Multiple Sclerosis therapy.

Ankar Pharma is a spin-off of CSIC founded in 2014 to accelerate the
pathway from drug discovery to drug market sales, aiming at obtaining
succesful preclinical trials of drugs for neurodegenerative diseases and
sell to pharmaceutical companies the rights to develop the drug into the
clincal stages and market development. The first proyect is based on the
development of an innovative candidate for the treatment of multiple
sclerosis named AP-1. In 2016, patent protection of AP-1 has been
granted in European Union, United States and Australia. During 2018
the preclinical development of AP-1 has been started.
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abvance

Smart Medicines

Equipo Fundador | Founder Team

M. Cristina Vega (Investigadora | Scientist)
Santiago Rodriguez de Cérdoba (Investigador | Scientist)
Francisco J. Fernandez (Director Ejecutivo | Executive Director)

Abvance es una spin-off del CSIC fundada en 2016 que se espe-
cializa en el desarrollo de sofisticadas medicinas innovadoras
basadas en anticuerpos dirigidos contra proteinas y complejos
multiproteicos del sistema del complemento cuya desregula-
cién esta firmemente establecida como la causa de patologias
humanas. Con este fin, Abvance explota una combinacién tnica
de conocimientos y capacidades en los campos de expresion e
ingenieria de proteinas, sistema inmune y complemento, pro-
duccién de anticuerpos monoclonales y de un solo dominio y su
caracterizacién y explotacién como herramientas terapéuticas
y biotecnolégicas.
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Abvance is a spin-off of CSIC founded in 2016 which develops
sophisticated, next generation antibody drugs that selectively
target key proteins and protein complexes of the complement
system whose dysregulation has been firmly established as the
root cause of human diseases. To this end, Abvance is taking
advantage of its unique combination of skill sets in the fields of
protein expression and engineering, complement and immune
system, monoclonal antibody and single-domain antibody
production, characterisation and exploitation as therapeutic and
biotechnological tools.
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Outreach

The CIB is organizing on an annual basis seminar series inviting
prestigious speakers on cutting edge biological topics. During the last
biennium speakers included:

¢ Francisco Mojica,
Universidad de Alicante, Alicante (Spain)

¢ Victor de Lorenzo,
Centro Nacional de Biotecnologia, Madrid (Spain)

¢ Paul Williams,
University of Nottingham, Nottingham (UK)
¢ Richard ] Youle,
National Institutes of Health (NIH), Bethesda (USA)

¢ Carlos Gancedo,
Instituto de Investigaciones Biomédicas, Madrid (Spain)

¢ Rafael Delgado,
Hospital 12 de Octubre, Madrid (Spain)

e Susana Marcos,
Instituto de Optica, Madrid (Spain)

¢ Joe Yeeles,
MRC Laboratory of Molecular Biology, Cambridge (UK)

e Jacco van Rheenen,
Hubrecht Institute, Utrecht (Nederland)

¢ Aarti Jagannath,

University of Oxford, Oxford (UK)
¢ Thomas Blundell,

University of Cambrigde, Cambridge (UK)
¢ Harald Stenmark,

Oslo University Hospital, Oslo (Noruega)

¢ Paola Bovolenta,
Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa, Madrid (Spain)

A whole range of activities to reach out the general public is being
organised on a continuous basis. Some of these events during the
last biennium include:

o Science Week (“SEMANA DE LA CIENCIA”), a yearly promotional
activity organised by the Community of Madrid. CIB is
participating in this event through scientific presentations, publicity
booths, and informal visits of high-school students to our research
Center with hands-on demonstrations (Biotechnology of spirulina,
the use of microbial enzymes on vegetable waste, growing plants
in space, chemistry of molecules of life in 3D, birth of a medicine:
synthesis of paracetamol). We regularly host throughout the year
guided visits of secundary schools to our centre in an effort to
immerse youngsters with our biological sciences.

Prof. Francisco Mojica
during his seminar
(2017)

e The institute is hosting a range of formal activities such as the
celebrations of the Foundation Francisco Cobos annual awards or
the Spanish Royal Society for Chemistry awards.

e CIB staff is organising several cycles of gatherings in local pubs to
discuss biological science topics, such as “Jam Science”, Ciencia en
Pangea” and Ciencia con Tres Encantos.

e The CIB is proactively participating in a variety of events,
promoting women in science, giving talks and taking part in a
variety of initiatives, like mentoring or gender-discussion in social
media (https://www.muyinteresante.es/ciencia/fotos/cientificas-
espanolas-que-deberias-conocer/flora-de-pablo-medicina).

e There is a continuous
obligation for scientists to
keep contact with society,
explaining what their research
is about. In this context CIB
scientists have been editing
several dissemination books, T B TR P
such as “Cémo se fabrica un
medicamento” (How medicines
are fabricated) (Editorial CSIC- a -
Los libros de la Catarata): .
Maria del Carmen Ferndndez
& Nuria Campillo that
attracted considerable media H
attention. i

se fabricaun
medicamento

Art & CIB. On May 9th the permanent exhibition of the ceramic
mural Everything I know about Biology was inaugurated in the
main hall at Centro de Investigaciones Bioldgicas. The mural was
built by Kenneth Moser, student at the Workshop of muralism of
the Escuela Municipal de Cerdmica de la Moncloa.

Ceramic mural “Everything I know about Biology” by Kenneth Moser, inaugurated on May 9th 2018, in the CIB entrance hall



Formacion

Training of stakeholders is one of our pillars towards scientific
excellence. Over time the CIB has been developing continued efforts
to develop Masters and other specialised training courses on
advanced biology topics. A brief summary:

Mcib
1. Master in Molecular and Cellular Integrative Biology (MCIB)

Mcib (Master in Molecular and Cellular Integrative Biology) is a
90 ECTS research school co-organized by the Spanish Research
Council (CSIC) and the International University Menéndez Pelayo
(UIMP) to provide advanced training in molecular and cellular
life sciences to graduate students in a cutting-edge scientific
environment. (https://www.master-mcib.com)

Next to scientific seminars, Mcib is also organizing a range of
specific workshops on specific science related topics that are open
to the public, such as:

e First steps towards entrepreneurship,

e Social responsability (ethics) in science

e Basic principles of bio-statistics

e Scientific writing, presentation, bibliographic databases

2. Training courses for CSIC staff

Every year the CIB staff engages in a variety of specialized
courses that are open to all CSIC personnel. Some of the topics
that have been lectured during the last two years are:

Actividades y Datos
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e Initiation to techniques for protein purification and
characterisation (Javier Varela y Maria Jestis Martinez)

e Introduction to Flow Cytometry (Pedro Lastres)

e Confocal and in vivo Multidimensional Microscopy:
Basics and applications (Pilar Sanchez Testillano)

. Training for High School teachers and health professionals

In collaboration with the governmental authorities of the
Community of Madrid and the CSIC, the CIB has been organising a
course for professionals that are involved in biology related topics:
“Scientific controversies and cutting edge research in Biomedicine
and Biotechnology”, organized by Enrique J. de la Rosa (CIB).

. The CIB has managed the participation of the bioscience

research in the Doctorate Programme of Science and Technology,
organized under the agreement signed by the International
University Menéndez Pelayo and the CSIC.

This Programme is intended to be an important tool for training
of researchers according to the criteria of scientific and technical
excellence and adaptation to the needs of the society. The CIB
proposal included three main areas or research:

e Structural and Molecular Biology

e Cellular and Molecular Basis of the Physiopathology

e Biotechnology

The scientific staff engaged in this Bioscience Research

programme is formed by 15 scientists and supported by
11 research projects.

The faces of Mcib (2017): students, teachers, directors and collaborators


https://www.master-mcib.com
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Biologia Celular y Molecular | Cellular and Molecular Biology

- Miguel Herndndez Gonzdilez
Trdfico a través del aparato de Golgi y extensién apical en
Aspergillus nidulans
Universidad Complutense de Madrid, febrero 2018
Director: Miguel Angel Pefialva Soto

- Sara Villa Herndndez
The Bul2/Rsp5 ubiquitin ligase complex promotes cohesin-mediated fork-restart
Universidad de Salamanca, febrero 2017
Director: Rodrigo Bermejo

- Prakhar Bisht
Mechanisms preserving genome integrity at sites of replication-transcription
interference
Universidad de Salamanca, marzo 2017
Director: Rodrigo Bermejo

- Grazia Pellicano
Contribution of DNA polymerase epsilon to replication forks collapse
Universidad Auténoma de Madrid, diciembre 2018
Director: Rodrigo Bermejo

- Fabio Nicolini
Polycomb RING1B in neural stem cells proliferation
Universidad Auténoma de Madrid, junio 2017
Directores: Miguel Angel Vidal Caballero y Carmela Calés Bourdet

- Katarzyna Klaudia Starowicz
Polycomb RING1B complexes in hematopoietic cells
Universidad Auténoma de Madrid, septiembre 2017
Directores: Miguel Angel Vidal Caballero y Carmela Calés Bourdet

- Carolina Gomez Moreira

El receptor de quimioquinas CCR7 induce ubiquitinacién de proteinas en el niicleo
de las células dendriticas

Universidad Complutense de Madrid, julio 2018

Director: José Luis Rodriguez-Fernidndez

- Vanesa Ferndndez Calleja

Andlisis de la expresion génica diferencial de células eritroleucémicas resistentes
a la diferenciacion: relevancia de las proteinas del citoesquelto de actina
Universidad Complutense de Madrid, marzo 2017

Directora: Dora Beatriz Krimer Smunis

- Alicia Castdn Garcia

Topologia del DNA durante la replicacion
Universidad Complutense de Madrid, junio 2017
Director: Jorge Bernardo Schvartzman Blinder

- Marta Riera Borrull

Assessment of pathophysiological mechanisms in obesity-related diseases
through metabolomics, transcriptomics and mouse models of disease
Universidad Rovira i Virgili, mayo 2017

Directores: Angel L. Corbi y Jorge Joven

- Ana Serrano Puebla

Lysosomal dependent cell death: molecular players and implications in disease
Universidad Complutense de Madrid, marzo 2018
Directora: Patricia Boya

- Laura Molina Garcia

Desarrollo de nuevas herramientas para la deteccién e inhibicién de la
amiloidosis causada por el prionoide RepA-WH1 en Escherichia coli y
caracterizacion de su toxicidad

UCM, junio 2015

Director: Rafael Giraldo Suérez

Biomedicina Molecular | Molecular Biomedicine

- Ana de la Encarnacién Salmerén

Demencia frontotemporal lobar asociada al déficit de progranulina: biisqueda
de nuevas dianas terapéuticas y modelos experimentales para su desarrollo
preclinico

Universidad Complutense de Madrid, julio 2017

Directora: Angeles Martin Requero

- Marta Diaz Martinez

Papel de Src quinasas en invasion y de microRNAs en resistencia a
quimioterapia en células de melanoma

Universidad Complutense de Madrid, junio 2017

Director: Joaquin Teixidé Calvo

- Roi Villar Vazquez

Diagnéstico y pronéstico del cancer colorrectal mediante la cuantificacion
de autoanticuerpos en suero de pacientes

Universidad Complutense de Madrid, mayo 2017

Directores: José Ignacio Casal Alvarez y Rodrigo Barderas Manchado

- Beatriz Escudero Paniagua

Nuevas dianas diagnésticas y terapéuticas en cdncer colorrectal utilizando
diferentes estrategias proteémicas

Universidad Complutense de Madrid, octubre 2017

Director: José Ignacio Casal Alvarez

- Sergio Esteban Iglesias

Nuevos mecanismos de regulacién de la angiogénesis por brote capilar e
intususcepcién: papel de las oscilaciones de calcio y de la proteasa MT1-MMP
Universidad Auténoma de Madrid, diciembre 2018

Directora: Alicia G. Arroyo

- Polyxeni Gkontra

Image analysis and modelling of the infarcted heart response at the
microvascular level

Universidad Politécnica de Madrid, septiembre 2018.

Mencién Doctorado internacional

Directores: Alicia G. Arroyo y Andrés Santos Lleé

- Magdalena M. Zak

Development of lentiviral-based strategies to modulate angiogenesis during
post-infarction heart remodelling

Universidad Auténoma de Madrid, marzo 2018

Directora: Alicia G. Arroyo

- Jestis Gbmez Escudero

PKM2 regula la angiogénesis mediante la produccion de ATP de forma local en
células endoteliales

Universidad de Salamanca, septiembre 2017.

Mencién Doctorado internacional

Directora: Alicia G. Arroyo

- Eunate Gallardo Vara

Endoglina soluble: Mecanismo de generacion y funcion en células endoteliales y
su efecto en el remodelado vascular

Universidad Complutense de Madrid, junio 2017

Director: Carmelo Bernabeu Quirante

- Luis Gamella Pozuelo

Papel de endoglina soluble en los sintomas de la preeclampsia. Estudio en
modelos animales

Universidad de Salamanca, febrero 2018

Directores: Carmelo Bernabeu Quirante, José M. Lépez Novoa y
Miguel Pericacho Bustos

- Ana Nogués Pevidal

Determinacion de la Endoglina y VEGF como marcadores de angiogénesis y
diseminacion en el cdncer colorrectal

Universidad Auténoma de Madrid. Hospital la Paz, mayo 2017
Directoras: Isabel Prieto y Luisa-Maria Botella
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Biologia Estructural y Quimica | Structural and Chemical Biology

- Marta Acebrén
Fragment Based Ligand Discovery on Focal Adhesion Kinase
Universidad Auténoma de Madrid, septiembre 2018
Director: Daniel Lietha

- Alessandra Lacetera
Computational studies of carbohydrate-protein interactions
Universidad Complutense de Madrid, junio 2017
Directora: Sonsoles Martin Santamaria

- Lucia Pérez Regidor
Computational studies of Toll-like receptor 4
Universidad Complutense de Madrid, octubre 2017
Directora: Sonsoles Martin Santamaria

- Jean-Marc Billod
TLR4 modulation: molecular recognition studies and drug design by molecular
modelling
Universidad Complutense de Madrid, mayo 2018
Directora: Sonsoles Martin Santamaria

- Javier Rodriguez Salarichs
Desarrollo y validacién experimental de un método para la obtencién de estructuras
de complejos ligando/receptor basado en R ia Magnética Nuclear
Universidad Auténoma de Madrid, septiembre 2017
Directores: José Fernando Diaz Pereira

- Javier Sastre Martinez
Reconocimiento molecular basado en técnicas de RMN
Universidad Complutense de Madrid, diciembre 2017
Directores: Francisco Javier Cafiada y Jesus Jiménez Barbero

- Juan Manuel Gonzdlez Morena
Estudio de la hap ion de pre por antibiéticos betalactdmicos
Universidad de Alcala de Henares, mayo 2018
Directores: M.? Dolores Pérez-Sala Gozalo y Francisco Javier Sanchez Gémez

- Miguel Lopez Estepa
Estudio estructural y funcional del sistema de trdfico de azufre CSD (Cysteine
Sulfinate Desulfinase) y de las proteinas que interacciona
Universidad Complutense de Madrid, mayo 2017
Directora: M.? Cristina Vega Fernandez

- Javier Querol Garcia
Andlisis estructural de la proteina GAPDH de bacterias patégenas Gram-
positivas y su funcién como factor de inmunoevasién
Universidad Complutense de Madrid, mayo 2017
Directores: M.? Cristina Vega Fernandez y Francisco J. Fernandez

- Andprea Flores Ibarra

Structural characterization of Galectin-3 and Galectin-Related Protein by X-ray
crystallography

Universidad Auténoma de Madrid, octubre 2017

Director: Antonio Romero Garrido

- Jaime Alegrio Louro

Cryo-EM structures of free monomeric and Rrn3-bound RNA polymerase I
unveil the structural changes in the transition from inactive dimers to the
activated state

Universidad Auténoma de Madrid, septiembre 2017

Director: Carlos Ferndndez Tornero

- Marta Sobrinos Sanguino

Organizacién bioquimica de FtsZ en sistemas minimos de membrana y entornos
citomiméticos aglomerados

Universidad Complutense de Madrid, junio 2018

Directores: German Rivas Caballero y Silvia Zorrilla Lépez

- Ana Raso Alonso

Organizacién bioquimica del proto-anillo de division bacteriano: impacto del
sistema MinCDE de seleccién del sitio de division

Universidad Complutense de Madrid, julio 2018

Director: Germéan Rivas Caballero

- Carlos Roca Magaddn

Estrategias computacionales en el desarrollo de neurofdrmacos:
Una tecnologia de éxito

Universidad Complutense de Madrid, octubre 2018
Directoras: Nuria Campillo y Ana Martinez

- Josefa Zaldivar Diez de Bonilla

LRRK2 inhibitors as effective drugs for the treatment of neurodegenerative
diseases

San Pablo/CEU, diciembre 2018

Directoras: Ana Martinez y Carmen Gil

- Albert Vergoiiés Tomds

Doctor en Biologia
Universidad Auténoma de Madrid, junio 2017
Directora: Sonia Huecas Gayo

Biotecnologia Microbiana y de Plantas | Microbial and Plant Biotechnology

- Ana Isabel Vicente Martin
Evolucién dirigida de lacasas fiingicas termoestabilidad y sintesis de colorantes
heteropoliméricos
Universidad Complutense de Madrid, marzo 2017
Directores: Miguel Alcalde y Susana Camarero

- Juan R. Carro Aramburu
Nuevas oxidorreductasas GMC de basidiomicetos ligninoliticos: Screening
gendémico, mecanismo catalitico y potencial biotecnoldgico
Universidad Complutense de Madrid, mayo 2017
Directores: Angel T. Martinez y Patricia Ferreira

- Manuel J. Nieto Dominguez
Estudio de xilanasas fiingicas para el aprovechamiento de la biomasa lignocelulésica
Universidad Complutense de Madrid, junio 2017
Directoras: M.? Jesiis Martinez y Laura de Eugenio

- Lorena Ferndndez Cabezén
Biotransformacién bacteriana de esteroides
Universidad Complutense de Madrid. Facultad de Quimicas, junio 2017
Directores: José Luis Garcia y Beatriz Galdn

- Ignacio Plaza Gordo
Efecto de Arthrospira platensis sobre el comportamiento y flora intestinal de
Oreochromis niloticus
Universidad Politécnica de Madrid. Escuela Técnica Superior de Ingenieros
Agrénomos, noviembre 2018
Directores: Morris Villarroel y José Luis Garcia

- Helga Fernandez Llamosas
Adaptacién de Azoarcus sp. CIB a diferentes condiciones ambientales
Universidad Auténoma de Madrid, junio 2018
Directores: Manuel Carmona Pérez y Eduardo Diaz Ferndndez

- Ana Martin Camargo
Uso sostenible del maiz Bt: optimizacién del manejo de la resistencia en
noctuidos plaga
Universidad Complutense de Madrid, octubre 2018
Directores: Pedro Castafiera Dominguez y Gema Pérez Farinés

- Miguel Gonzdlez Ximénez de Embiin
Drought-stressed tomato plants trigger bottom-up effects on key mite pests
Politécnica de Madrid, marzo 2017
Directores: Pedro Castafiera Dominguez y Félix Ortego Alonso

- Lorena Bordanaba Ruiseco

Caracterizacion de las actividades de RepB y su implicacién en el proceso
replicativo del plasmido promiscuo pMV158

Universidad Complutense de Madrid, septiembre 2017

Directores: Gloria del Solar Dongil y José Angel Ruiz Masé

- Kenza Zarour

Etude de la diversité phénotypique, génotypique et aptitudes technologiques des
souches de Leuconostoc isolées localement

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Universidad de Oran, Argelia,
enero 2018

Directores: Mebrouk Kihal y Paloma Lépez

- Emmanuel Aguilar Parras

Identificacién de factores de virulencia determinantes de necrosis en infecciones
compatibles planta-virus y su papel en la respuesta a estreses abiéticos
asociados al cambio climdtico

Universidad Complutense de Madrid, junio 2017

Director: Francisco Tenllado Peralo

- Cristian Carrasco Lépez

Regulacién diferencial del metabolismo de mRNAs por los complejos LSM en la
tolerancia a estreses abiéticos en Arabidopsis thaliana

Universidad Complutense de Madrid, julio 2017

Directores: Julio Salinas y Rafael Catala

- Ema Yolanda Olate Rodriguez

Molecular and functional characterization of NPR1 in plant responses to abiotic
stress conditions

U. Pontificia Universidad Catdlica de Chile, diciembre 2017

Directores: Julio Salinas y Loreto Holuigue

- Sergio Salgado Briegas

Construccién de una libreria genética con GoldenGate-Modular Cloning para
la modificacién de polihidroxialcanoatos en Pseudomonas putida KT2440
(Master Tesis)

Universidad Complutense de Madrid, julio 2018

Directora: M.? Auxiliadora Prieto
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Trabajos Fin de Master (TFM)
y Fin de Grado (TFG)

Biologia Celular y Molecular | Cellular and Molecular Biology

TFM

- Almodévar Olivares, Sergio
Responsable: Vidal Caballero, Miguel Angel

- Aranda Pardos, Irene
Responsable: Rodriguez Fernandez, José Luis

- Arias Sarda, Cristina
Responsable: Herndndez Valenzuela, Pablo

- Deniz Henriquez, Cristina
Responsable: Giraldo Sudrez, Rafael

- Esteso Moya, Cristina
Responsable: Herndndez Valenzuela, Pablo

- Gil Plaza, Alba
Responsable: Herndndez Valenzuela, Pablo
- Herndndez Martinez, Ivan
Responsable: Carballo, Jestiis Antonio
- Jiménez Holguin, Javier
Responsable: Giraldo Sudrez, Rafael
- Lucero Lopez, Leticia
Responsable: Giraldo Suérez, Rafael

- Luengo Cerron, Luis Miguel
Responsable: Schvartzman Blinder, J. Bernardo

- Martin Lopez, Patricia

Responsable: Corbi Lépez, Angel L.

- Merino Salomén, Adrian

Responsable: Rivas Caballero, German

- Moscoso Romero, Esteban

Responsable: Pefialva Soto, Miguel Angel

- Ortuno Camuiias, Alejandro

Responsable: Bravo Garcia, Alicia

- Paramio Lorente, Ana

Responsable: Schvartzman Blinder, J. Bernardo

- Perruca Parrado, Carlos

Responsable: Rodriguez Fernandez, José Luis

- Pita Pérez, Caridad

Responsable: Schvartzman Blinder, J. Bernardo

- Ramirez Pardo, Ignacio

Responsable: Boya, Patricia

- Ramén Landreau, Morgan

Responsable: Rodriguez Fernandez, José Luis

- Sanvicente Garcia, Adridn

Responsable: Rodriguez Fernandez, José Luis

- Segales Rovira, Paula

Responsable: Giraldo Sudrez, Rafael

- Sierra Cruz, Marta

Responsable: Colmenares Brunet, Maria Isabel

- Strouhalova, Katerina

Responsable: Carballo, Jesus A.

- Tejero Ojeda, Maria del Mar

Responsable: Giraldo Sudrez, Rafael

- Tomico Cuenca, Irene

Responsable: Espeso Ferndndez, Eduardo

TFG

- Bermejo Delgado, Carmen Teresa

Responsable: Carballo, Jesiis Antonio

- Casado de Mata, Sara

Responsable: Rodriguez Ferndndez, José Luis

- El Ouazizi el Kahia, Laila

Responsable: Rodriguez Fernandez, José Luis

Biomedicina Molecular | Molecular Biomedicine

TFM

TFG

- Burdiel Herencia, Miranda
Responsable: Casal Alvarez, José Ignacio

- Cuervo Iturrioz, Natalia
Responsable: Garcia Sanz, José Alberto

- Escobar Verduga, Horacio
Responsable: Sdnchez-Puelles Gonzalez-
Carvajal, Jose Maria

- Ferndndez Sanchez, Isabel
Responsable: De la Rosa Cano, Enrique J.

- Garcia Fernandez, Patricia Laura
Responsable: De la Rosa Cano, Enrique J.

- Molina Ruiz, Natalia
Responsable: Botella Cubells, Luisa M.?

- Palacios Ibariez, Patricia
Responsable: Botella Cubells, Luisa M.?

- Posa Podean, Diana
Responsable: Martin Requero, M.? Angeles

- Sampedro Vallina, Nestor
Responsable: Sudrez Gonzalez, M.? Teresa

- Sdnchez Vencells, Anna
Responsable: Teixidé Calvo, Joaquin

- Uceda Castro, Rebeca
Responsable: Garcia Pardo, M.* Angeles

- Barrio Alonso, Celia

Responsable: Teixidé Calvo, Joaquin

- Bescos Villa, Gonzalo

Responsable: Botella Cubells, Luisa Maria

- Carrasco Ferndndez, Cristina

Responsable: Botella Cubells, Luisa Maria

- Cerro Pardo, Isabel

Responsable: Garcia Pardo, M.* Angeles

- Clares Villa, Laura

Responsable: Garcia Sanz, José Alberto

- Corzo Martinez, Maria

Responsable: Garcia Sanz, José Alberto

- Delgado Alvarez, Marisa

Responsable: Garcia Sanz, José Alberto

- Gaetano Gil, Andrea

Responsable: Rodriguez de Cérdoba, Santiago

- Garcia Peia, Pablo

Responsable: Martin Requero, M.? Angeles

- Laxalde Fernandez, Diego

Responsable: Casal Alvarez, José Ignacio

- Palacios Ibdfiez, Patricia

Responsable: Botella Cubells, Luisa M.?

- Pérez Sanchez, Cristina

Responsable: Garcia Pardo, M.* Angeles

- Pifiera Segura, Natalia

Responsable: Martin Requero, M.? Angeles

- Ruiz Lopez, Marcos

Responsable: Martin Requero, M.? Angeles

- Tosat Bitrian, Carlota

Responsable: Casal Alvarez, José Ignacio

- Vaquero Morales, Paloma

Responsable: Teixid6 Calvo, Joaquin



Actividades y Datos
Activities and Data

Biologia Estructural y Quimica | Structural and Chemical Biology

TFM

TFG

- Alfaro Sierra, Maria
Responsable: Vega Ferndndez, M? Cristina

- Baldominos Botas, Sara
Responsable: Pérez Fernandez, Ruth

- Benitez Colomo, Marta
Responsable: Vega Ferndndez, M.? Cristina

- Benitez Ferndndez, Rocio
Responsable: Martinez Gil, Ana

- Canal Martin, Andrea
Responsable: Pérez Fernandez, Ruth

- Chaves Balbontin, Belén
Responsable: Caflada Vicinay, Francisco Javier

- Crespo Barranco, Sergio

Responsable: Rivas Lépez, Luis Ignacio
- Crisman Vigil, Enrique

Responsable: Martin Santamaria, Sonsoles
- De Miguel Jiménez, Adridn

Responsable: Gil Ayuso-Gontan, Carmen

- Del Teso Rodriguez, Javier
Responsable: Gil Ayuso-Gontan, Carmen

- Diaz Garcia, Bernardo
Responsable: Cafiada Vicinay, Francisco Javier

- Estaii Aparicio, Nestor
Responsable: Campillo Martin, Nuria

- Fonseca Crespo, Alba
Responsable: Gil Ayuso-Gontan, Carmen

- Garcia Diaz, Juan Carlos
Responsable: Vega Fernandez, M.? Cristina

- Gémez Pozo, Adridn Miguel

Responsable: Campillo Martin, Nuria E.

- Guzman Lorite, Miriam

Responsable: Vega Ferndndez, M.? Cristina

- Jiménez Garcia, Beatriz

Responsable: Rial Zueco, Eduardo

- Lastra Romero, Alejandro

Responsable: Rial Zueco, Eduardo

- Lépez Garcia, Antonio

Responsable: Martinez Gil, Ana

- Lépez Garcia, Antonio

Responsable: Martinez Gil, Ana

- Navarrete Mufioz, Maria de los Angeles

Responsable: Campillo Martin, Nuria E.

- Navarro Carrasco, Elena

Responsable: Pérez-Sala Gozalo, M.? Dolores

- Novoa Rodriguez Luis Manuel

Responsable: Gil Ayuso-Gontan, Carmen

- Parto Herndndez, Carlos

Responsable: Fernandez Tornero, Carlos

- Pereda Herndndez, Amaia

Responsable: Cafiada Vicinay, Francisco Javier

- Sdanchez Barron, Gara

Responsable: Vega Ferndndez, M.? Cristina

- Tosat Bitrian, Carlota

Responsable: Martinez Gil, Ana

- Tremps Fuster, Blanca

Responsable: Martinez Gil, Ana

- Casa Rodriguez, Nuria

Responsable: Rial Zueco, Eduardo

- De la Gandara Ferndndez, Alvaro

Responsable: Fernandez Tornero, Carlos

- Ferndndez Martin, Begoiia

Responsable: Rivas Lopez, Luis Ignacio

- Ferndndez Garzén, Maria José

Responsable: Martinez Gil, Ana

- Ferndndez-Caballero Palomeque, Lidia

Responsable: Rial Zueco, Eduardo

- Pitarch Jiménez, Borja

Responsable: Alfonso Botello, Carlos

- Ras Carmona, Alvaro

Responsable: Fernandez Tornero, Carlos

- Vivanco Maroto, Santiaga Maria

Responsable: Oliva Blanco, Maria Angela

Biotecnologia Microbiana y de Plantas | Microbial and Plant Biotechnology

TFM

TFG

- Alonso Fernandes, Maria Elena
Responsable: Diaz Fernandez, Eduardo

- Arévalo Rey, Sonia
Responsable: Ruiz Duefas, Francisco Javier

- Barata Garcia, Sergio
Responsable: Del Solar Dongil, Gloria

- Blanco Parte, Francisco Germdn
Responsable: Prieto Jiménez, M.? Auxiliadora

- Castillo Lopez, Maria
Responsable: Garcia Lépez, José Luis

- Covielles Pérez, Eva
Responsable: Canto Ceballos, Tomas R.

- Cubas Cano, Enrique
Responsable: Prieto Jiménez, M.? Auxiliadora

- De la Fuente Cantalapiedra, fiiigo
Responsable: Camarero Fernidndez, Susana

- Garcia de la Morena, Diego
Responsable: Del Solar Dongil, Gloria

- Gonzdlez Ramirez, Andrés Manuel
Responsable: Ruiz Dueifias, Francisco Javier

- Herndndez Delgado, Juan Gerardo
Responsable: Juan Nogales Enrique

- Herndndez Recio, Sara
Responsable: Lépez Garcia, Paloma

- Iturbe Sanz, Pablo
Responsable: Diaz Fernandez, Eduardo

- Jiménez Jiménez, Carlos

Responsable: Sdnchez Testillano, Pilar

- Martinez Ferndndez, Jose Alberto

Responsable: Martinez Herndndez, M.? Jesus

- Moldovan, Maria Doina

Responsable: Martinez Hernandez, M.? Jesus

- Olmedo Gandara, Miguel Angel

Responsable: Diaz Fernandez, Eduardo

- Peces Pérez, Rosa Maria

Responsable: Martinez Hernandez, M.? Jesus

- Pérez Saavedra, Julia

Responsable: Ruiz Dueiias, Francisco Javier

- Plasencia Plasencia, Nicolds

Responsable: Ruiz Dueiias, Francisco Javier

- Rodriguez Escribano, David

Responsable: Camarero Fernidndez, Susana

- Rodriguez Alonso, Guillermo

Responsable: Diaz Fernandez, Eduardo

- Rosa Nuiiez, Elena

Responsable: Salinas Mufoz, Julio

- Salgado Briegas, Sergio

Responsable: Prieto Jiménez, M.? Auxiliadora

- Sdnchez Ruiz, Maria Isabel

Responsable: Ruiz Dueifias, Francisco Javier

- Alfaya Muiioz, Eva

Responsable: Llave Correas, César

- Beltrdn Nogal, Alejandro

Responsable: Salinas Mufioz, Julio

- Blanco Parte, Francisco Germdn

Responsable: Prieto Jiménez, M.? Auxiliadora

- Echavarri Muiioz, Alberto

Responsable: Gonzalez Guzmaén, Miguel

- Jorge Pulido, Mario

Responsable: Camarero Ferndndez, Susana

- Laloux Bauer, Marcos

Responsable: Ruiz Duefias, Francisco Javier

- Lomban Guzmadn, Maria

Responsable: Barriuso Maicas, Jorge

- Martin Sdnchez, Marcos

Responsable: Gonzalez Guzman, Miguel

- Medina Garrues, Maria

Responsable: Martinez Hernandez, M.? Jesus

- Mencia de la Rica, Eva

Responsable: Canto Ceballos, Tomas R

- Moreno Llanos, Marina

Responsable: Tenllado Peralo, Francisco

- Sdnchez Sdnchez, Inés

Responsable: Salinas Muiioz, Julio

- Sdnchez Sabater, Daniel

Responsable: Martinez Hernandez, M.? Jests
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Visitantes Extranjeros’

Biologia
Celular y
Molecular |
Cellular and
Molecular
Biology

Biomedicina
Molecular |
Molecular
Biomedicine

Biologia
Estructural

y Quimica |
Structural
and Chemical
Biology

Biotecnologia
Microbiana

y de Plantas |
Microbial

and Plant
Biotechnology

- Andrs, Martin

Pais: Republica Checa
IP Laboratorio: Bermejo Moreno,
Rodrigo

- Andrzejewska, Angelika

Pais: Polonia
IP Laboratorio: Bermejo Moreno,
Rodrigo

- Forika, Edith

Pafs: Austria
IP Laboratorio: Bermejo Moreno,
Rodrigo

- Alexaki, Diamanto

Pais: Grecia
IP Laboratorio: Garcia Sanz,
José Alberto

- Bennici, Giorgia

Pais: Italia
IP Laboratorio: Garcia Sanz,
José Alberto

- Chiapparino, Elisa

Pais: Italia
IP Laboratorio: Bernabeu Quirante,
Carmelo

- Agrisa, Nadia Dwanda Luhur

Pais: Indonesia
IP Laboratorio: Rivas Lépez, Luis Ignacio

- Barrau, Clara

Pais: Francia
IP Laboratorio: Martin Santamaria,
Sonsoles

- Brangbour, Clotilde

Pais: Francia
IP Laboratorio: Vega Fernandez, Cristina

- Cabrales Rico, Ania

Pais: Cuba
IP Laboratorio: Rivas Caballero, German

- Cheng, Grace

Pais: EE.UU.
IP Laboratorio: Oliva Blanco,
Maria Angela

- Coliva, Giulia

Pais: Italia
IP Laboratorio: Pérez-Sala Gozalo,
M.? Dolores

- Avellaneda Avendaiio, Hernan

Pais: Colombia
IP Laboratorio: Diaz Fernandez,
Eduardo

- Azzouz, Zahra

Pais: Argelia
IP Laboratorio: Martinez Hernandez,
M.? Jesus

- Bagheri, Sara

Pais: Irdn
IP Laboratorio: Sanchez Testillano,
Pilar

- Besrour, Norhane

Pais: Tinez
IP Laboratorio: Lépez Garcia, Paloma

- Gambino, Simona

Pais: Italia
IP Laboratorio: Lépez Garcia, Paloma

- Gulino, Davide

Pais: Italia
IP Laboratorio: Garcia Lépez, José Luis

- Hahn Schneider, Willian Daniel

Pais: Brasil
IP Laboratorio: Martinez Hernandez,
M.? Jesus

- Fratti, Camila

Pais: Italia
IP Laboratorio: Bermejo Moreno,
Rodrigo

- Loayza, Francisco Javier

Pafs: EE.UU.
IP Laboratorio: Larraga Rodriguez de
Vera, Vicente

- Oresti, Gerardo Martin

Pais: Argentina
IP Laboratorio: Del Mazo Martinez,
Jesus

- Fernandez Coto, Diana Lashidua

Pais: México
IP Laboratorio: Casal Alvarez,
José Ignacio

- March, Molly Anna

Pais: Reino Unido
IP Laboratorio: Garcia Sanz,
José Alberto

- Nagaraj, Siranjeevi

Pais: India
IP Laboratorio: Martin Requero,
Angeles

- De Blasio, Rossella

Pais: Italia
IP Laboratorio: Gil Ayuso-Gontan, Carmen

- Eleuteri, Pietro

Pais: Italia
IP Laboratorio: Diaz Pereira,
José Fernando

- Flores Ibarra, Andrea

Pais: México
IP Laboratorio: Romero Garrido, Antonio

- Forgione, Rosa Ester

Pais: Italia
IP Laboratorio: Martin Santamaria,
Sonsoles

- Goossens, Kenneth

Pais: Bélgica
IP Laboratorio: Diaz Pereira,
José Fernando

- Juarez Saldivar, Alfredo

Pais: México
IP Laboratorio: Campillo Martin, Nuria E.

- Herndndez Alcdntara, Annel

Magdalena
Pais: México
IP Laboratorio: Lépez Garcia, Paloma

- Hou, Weina

Pais: China
IP Laboratorio: Tenllado Peralo,
Francisco

- Kropatsch, Katrin Gabriele

Pais: Austria
IP Laboratorio: Martinez Hernandez,
M.? Jesus

- Lopes Telmo, Matilde

Pais: Portugal
IP Laboratorio: Sanchez Testillano,
Pilar

- Olate Rodriguez, Ema Yolanda

Pais: Chile
IP Laboratorio: Salinas Mufoz, Julio

- Oliveira da Silva, Ana Isabel

Pafs: Portugal
IP Laboratorio: Medina Diaz, F. Javier

- Pacheco Camus, Nicolds

Pais: Chile
IP Laboratorio: Prieto Jiménez,
M.® Auxiliadora

* Visitantes Extranjeros (estancia minima de dos meses; incluye estudiantes de programa ERASMUS)
** Foreign visitors (minimum stay two months; includes students of ERASMUS program)

- Patiiio Martinez, Eduardo

Pais: México
IP Laboratorio: Corbi Lépez, Angel L.

- Ramon Landreu, Morgan

Pais: Francia
IP Laboratorio: Rodriguez Fernindez,
José Luis

- Staszak, Klaudia

Pais: Polonia
IP Laboratorio: Bermejo Moreno,
Rodrigo

- Vaca Altamirano, Gabriela

Pais: Italia
IP Laboratorio: Martin Requero,
Angeles

- Van Delf, Thys

Pais: Holanda
1P Laboratorio: Mollinedo Garcfa,
Faustino

- Ziegler, Kevin

Pais: Alemania
IP Laboratorio: Botella Cubells,
Luisa M.®

- Lamberigts, Thomas

Pais: Bélgica
IP Laboratorio: Diaz Pereira,
José Fernando

- Metternich, Justus

Pais: Alemania
IP Laboratorio: Gil Ayuso-Gontan, Carmen

- Nesi, Ginevra

Pais: Italia
IP Laboratorio: Vega Fernandez, Cristina

- Pedersoli Mantoani, Susimaire

Pais: Brasil
IP Laboratorio: Cafiada Vicinay,
Francisco Javier

- Pellerin, Lea

Pais: Francia
IP Laboratorio: Martinez Gil, Ana

- Upegui Zapata, Yulieth

Pais: Colombia
IP Laboratorio: Rivas Lépez, Luis Ignacio

- Pérez Pastrana, Jacobo

Pais: México
IP Laboratorio: Sanchez Testillano, Pilar

- Romero Marulanda, Jefferson

Pais: Colombia
IP Laboratorio: Martinez Ferrer, Angel T.

- Sandoval Oliveros, Maria Rosa

Pais: México
IP Laboratorio: Garcia Lépez, José Luis

- Shukla, Rhythm

Pafs: India
IP Laboratorio: Lépez Garcia, Paloma

- Smiri, Marwa

Pais: Tinez
IP Laboratorio: Espeso Fernandez,
Eduardo A.

- Sora, Ludovico

Pais: Italia
IP Laboratorio: Medina Diaz, F. Javier

- Tiso, Till

Pais: Alemania
IP Laboratorio: Prieto Jiménez,
M.? Auxiliadora

- Zaghetto de Almeida, Paula

Pais: Brasil
IP Laboratorio: Garcia Lépez, José Luis



Cambios de Personal |

Incorporaciones |
Recruitments

Pajares Tarancén, Maria de los Angeles
Personal Cientifico | 13/1/17

Carmona Pérez, Manuel
Personal Cientifico | 28/2/17

Ruiz Duenas, Francisco Javier
Personal Cientifico | 1/3/17

Rodriguez de Santos, José Francisco
Personal Administrativo | 1/5/17

Esteban Espinosa, Santiago
Personal Administrativo | 11/8/17

Garcia Arroyo, Alicia
Personal Cientifico | 1/12/17

Sanz Morales, Jesus Miguel
Personal Cientifico | 8/1/18

Calzada Garcia, José Arturo
Personal Cientifico | 27/3/18

Arias Palomo, Ernesto
Personal Cientifico | 16/7/18

Montoya Gonzalez, Maria
Personal Cientifico | 1/10/18

Lietha, Daniel
Personal Cientifico | 1/10/18

Esteban de Antonio, Luis Maria
Personal Administrativo | 1/10/18

Chimeno Llorat, Domingo
Personal Administrativo | 1/10/18

Hortigiiela Mecerreyes, Rafael
Personal Técnico | 30/11/18

Nuero Garcia, Oscar Mariano
Personal Técnico | 17/12/18

Jubilaciones | Retirements

Aller Tresguerres, Patricio
Personal Cientifico | 12/3/17

Angulo Zapatero, José Manuel
Personal Técnico | 18/5/17

Lara Martinez, Felicidad
Personal Técnico | 29/6/17

Moreno Calle, Manuel
Personal Técnico | 1/7/17

Cabarias Olivares, José
Personal Técnico | 1/9/17

Reoyo Hernandez, Elena
Personal Técnico | 4/12/17

Larraga Rodriguez de Vera, Vicente E.
Personal Cientifico | 19/2/18

Barasoain Blasco, Isabel
Personal Cientifico | 26/5/18

Castafiera Dominguez, Pedro
Personal Cientifico | 30/9/18

Ramos Jiménez, Maria Teresa
Personal Administrativo | 1/12/18

Schvartzman Blinder, Jorge Bernardo
Personal Cientifico | 14/12/18

Moreno Diaz de la Espina, Susana
Personal Cientifico | 31/12/18

Traslados | Transfers

Calvo Saavedra, Julia
Personal Administrativo |
Ministerio de Justicia | 1/6/17

Fernandez de Palencia Delgado, Pilar
Personal Cientifico | ICTAN-CSIC | 21/6/17

Zamarro Molina, Maria Teresa

Personal Técnico | Agencia Estatal de
Investigacién | 30/6/17

Actividades y Datos

Activities and Data [151] |

%

-

Llorca Blanco, Oscar
Personal Cientifico | CNIO | 9/7/17

Torreira Ontiveira, Eva Maria
Personal Técnico | CNB-CSIC | 25/7/17

Lafita Togores, Maria Victoria

Personal Administrativo | Instituto de
Biologia Integrativa de Valencia-UV-CSIC |
31/5/18

Bermejo Arruego, Luis

Personal Administrativo |
Ministerio de Justicia | 1/8/18

Martinez Guijarro, Jorge
Personal Técnico | ISCIII | 16/10/18

Giraldo Suérez, Rafael
Personal Cientifico | CNB-CSIC | 31/12/18

Defunciones | Passed away

Montero Vera, Lorenzo
Personal Técnico | 1/2/17

Pérez Maceda, Blanca Teresa
Personal Cientifico | 15/9/18

Women in Science (2018): 55% of CIB staff is female

The CIB is proactively participating in a variety of events, promoting women in science, giving talks and taking part in a variety of initiatives, like mentoring or
gender-discussion in social media (https://www.muyinteresante.es/ciencia/fotos/cientificas-espanolas-que-deberias-conocer/flora-de-pablo-medicina).


https://www.muyinteresante.es/ciencia/fotos/cientificas-espanolas-que-deberias-conocer/flora-de-pablo-medicina
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Alfonso Botello, Carlos

Andreu Morales, José Manuel
Arias Palomo, Ernesto

Barbero Esteban, José Luis
Barriuso Maicas, Jorge

Bermejo Moreno, Rodrigo
Bernabeu Quirante, Carmelo
Botella Cubells, Luisa Maria
Boya, Patricia

Bravo Garcia, Alicia

Calzada Garcia, José Arturo
Camarero Ferndndez, Susana
Campillo Martin, Nuria Eugenia
Canto Ceballos, Tomas

Canada Vicinay, Francisco Javier
Carballo , Jesus A.

Carmona Pérez, Manuel

Casal Alvarez, José Ignacio
Colmenares Brunet, Maria Isabel
Corbi Lépez, Angel Luis

De la Rosa Cano, Enrique J.

De Pablo Davila, Maria Flora

del Mazo Martinez, Jesus

del Solar Dongil, Gloria

Diaz Fernandez, Eduardo

Diaz Pereira, José Fernando
Espeso Fernandez, Eduardo Antonio
Espinosa Padrén, Manuel
Fernandez Tornero, Carlos
Garcia Arroyo, Alicia

Garcia Gonzélez, Pedro Aurelio
Garcia Lépez, Emesto Angel
Garcia Lopez, José Luis

Garcia Luque, Isabel

Garcia Pardo, Maria de los Angeles
Garcia Sanz, José Alberto

Gil Ayuso-Gontéan, Carmen
Giménez Abian, Juan Francisco
Gonzalez Manchén, Consuelo
Hernandez Crespo, Pedro
Hernandez Sanchez, Catalina
Hernandez Valenzuela, Pablo
Jiménez Sarmiento, Maria Mercedes

Krimer Smunis, Dora Beatriz

Larraga Rodriguez de Vera, Vicente E.

Lastres Varo, Pedro

84
88
90
16
118
18
60
60
32
12
18
94
86
106
74
119
98
46
30
30
38
38
26
104
98
72
10
12
82
50
100
100
96
102
56
40
86
34
38
102
38
28
84
28
24
125

carlosa@cib.csic.es
j.m.andreu@cib.csic.es
earias@cib.csic.es
jlbarbero@cib.csic.es
jbarriuso@cib.csic.es
rodrigo.bermejo@csic.es
bernabeu.c@cib.csic.es
cibluisa@cib.csic.es
pboya@cib.csic.es
abravo@cib.csic.es
arturo.calzada@cib.csic.es
susanacam@cib.csic.es
nuria.campillo@csic.es
tomas.canto@cib.csic.es
jcanada@cib.csic.es
j.carballo@cib.csic.es
mcarmona@cib.csic.es

icasal@cib.csic.es

maria.colmenares@cib.csic.es

acorbi@cib.csic.es
ejdelarosa@cib.csic.es
fdepablo@cib.csic.es
jdelmazo@cib.csic.es
gdelsolar@cib.csic.es
ediaz@cib.csic.es
fer@cib.csic.es
eespeso@cib.csic.es
mespinosa@cib.csic.es
cftornero@cib.csic.es
agarroyo@cib.csic.es
pgarcia@cib.csic.es
e.garcia@cib.csic.es
jlgarcia@cib.csic.es
igarcia@cib.csic.es
agarciapardo@cib.csic.es
jasanz@cib.csic.es
carmen.gil@csic.es
gimenezjf@cib.csic.es
cgmanchon@cib.csic.es
pedro@cib.csic.es
chernandez@cib.csic.es
p-hernandez@cib.csic.es
enoe@cib.csic.es
dbkrimer@cib.csic.es
vlarraga@cib.csic.es

plastres@cib.csic.es

4338
4381
4446
4317
4450
4411
4246
4312
4369
4418
4307
4307
4370
4223
4374
4241
4262
4363
4242
4376
4375
4362
4324
4413
4426
4269
4227
4209
4327
4309
4428
4424
4427
4410
4430
4431
4336
4323
4441
4393
4335
4240
4355
4238
4207
4295

BO8
308
B47
170.4*
170.3*
203
108
109
147
304
204
200
BO4
209
BOO
104
342
243
145
145
172*
100
140
305
342
309
247
370.2*
BO3
302
341
340
344
270.1*
142
144
BO6
309
174
240
101
104
170.1*
103
349
277
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followed bv the 4 digit extension number
followed by the 4 digit extension number

% For direct calls, dial

Lietha, Daniel 67 daniel.lietha@cib.csic.es 4213 345
Llave Correas, César 116 cesarllave@cib.csic.es 4259 207
Lopez Garcia, Paloma 104 plg@cib.csic.es 4202 306
Lozano Puerto, Rosa Maria 14 rlozano@cib.csic.es 4208 307
Martin Requero, Maria Angeles 42 amrequero@cib.csic.es 4222 242
Martin Santamaria, Sonsoles 68 smsantamaria@cib.csic.es 4389 BO1
Martinez Ferrer, Angel Tomaés 94 atmartinez@cib.csic.es 4407 248
Martinez Gil, Ana 86 ana.martinez@csic.es 4437 BO5
Martinez Hernandez, Maria Jesus 94 mjmartinez@cib.csic.es 4440 249
Medina Diaz, Francisco Javier 108 fimedina@cib.csic.es 4261 205
Mollinedo Garcia, Faustino 48 fmollin@cib.csic.es 4248 148
Montoya Gonzalez, Maria 62 maria.montoya@cib.csic.es 4300 244
Oliva Blanco, Maria Angela 119 marian@cib.csic.es 4323 309
Ortego Alonso, Félix 102 ortego@cib.csic.es 4267 202
Pajares Tarancén, Maria de los Angeles 76 mapajares@cib.csic.es 4351 BO7
Palomo Ruiz, Maria del Valle 66 vpalomo@cib.csic.es 4276 183
Pefialva Soto, Miguel Angel 10 penalva@cib.csic.es 4358 246
Pérez Farinds, Gema Maria 102 gpfarinos@cib.csic.es 4306 201
Pérez Fernandez, Ruth 86 ruth.perez@csic.es 4370 B04
Pérez-Sala Gozalo, Dolores 76 dperezsala@cib.csic.es 4212 BO7
Prieto Jiménez, Maria Auxiliadora 114 auxi@cib.csic.es 4228 343
Prieto Orzanco, Alicia Maria 94 aliprieto@cib.csic.es 4204 245
Rial Zueco, Eduardo 70 rial@cib.csic.es 4236 301
Rivas Caballero, Germén 84 grivas@cib.csic.es 4304 B09
Rivas Lépez, Luis Ignacio 70 luis.rivas@cib.csic.es 4234 300
Rodriguez de Cérdoba, Santiago 52 srdecordoba@cib.csic.es 4432 143
Rodriguez Fernéndez, José Luis 22 rodrifer@cib.csic.es 4302 303
Rodriguez Muela, Natalia 118 nrodriguez@cib.csic.es 4450 147
Rojo Hernandez, José Maria 58 jmrojo@cib.csic.es 4217 146
Romero Garrido, Antonio 80 romero@cib.csic.es 4244 BO2
Ruiz Duenas, Francisco Javier 94 fjruiz@cib.csic.es 4253 200
Salinas Munoz, Julio 110 salinas@cib.csic.es 4303 241
Sanchez Ayuso, Matilde 42 msayuso@cib.csic.es 4272 171*
Sanchez Rodriguez, Lucas 16 Isanchez@cib.csic.es 4322 272*
Sanchez Testillano, Pilar 112 testillano@cib.csic.es 4366 208
Sanchez-Puelles Gonzalez-Carvajal, José Maria 54 jmspuelles@cib.csic.es 4404 270.4*
Sanz Morales, Jestus Miguel 100 jmsanz@cib.csic.es 4421 340
Schvartzman Blinder, Jorge Bernardo 28 schvartzman@cib.csic.es 4232 102
Sudrez Gonzalez, M.? Teresa Margarita 38 teresa@cib.csic.es 4398 105
Teixidé Calvo, Joaquin 44 joaquint@cib.csic.es 4392 141
Tenllado Peralo, Francisco 106 tenllado@cib.csic.es 4379 206
Vega Fernandez, Maria Cristina 78 cvega@cib.csic.es 4270 107
Vega Palacios, Miguel Angel 30 mavega@cib.csic.es 4386 149
Vidal Caballero, Miguel Angel 20 mvidal@cib.csic.es 4382 106
Zorrilla Lépez, Silvia 84 silvia@cib.csic.es 4408 B09
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CIB Centro de Ciudad Universitaria | University Campus
Investigaciones Biolégicas Metro: Linea 6 Estacién Vicente Aleixandre (salida Gregorio del Amo) |
Ramiro de Maetzu, 9 Underground: Line 6 Vicente Aleixandre Station (exit Gregorio del Amo)
28040 Madrid - SPAIN EMT Madrid | Bus Lines: 132- F,Cly C2

Otros Teléfonos del Centro
Other CIB Telephone Numbers

Departamento | Department Contacto | Contact Teléfono | Telephone Despacho | Office No.
Biblioteca Olvido Partearroyo Lacaba 4299 S21

Compras y Almacén M.? Dolores Munoz Sauquillo 4342 Directo: 91 535 0627 B46

Direccién Ana Chao Vazquez (Secretaria) 4250 Directo: 91 535 4486 173

Gerencia Irene Pérez Redondo 4254 Directo: 91 535 2194 B43

Gestién Econdémica Juan Carlos Gonzalez Baena 4282 Directo: 91 535 0519 B42

Gestién de Personal Carmen Rodriguez-Palancas Corrales 4420 B43

Gestién de Proyectos Isabel Varén Crespo 4314 175

Servicio Técnico Miguel Angel Mufioz Diaz (Secretario) 4286 528

Emergencias 4444

\\ Para llamadas directas marque y después el nimero de extensién de 4 digitos
For direct calls, dial followed by the 4 digit extension number
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