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CENTRO ANDALUZ DE BIOLOGIA MOLECULAR Y MEDICINA REGENERATIVA (CABIMER)

Composicion
Hombres Mujeres Total
Investigadores Principales 16 1 17
Personal Investigador 13 32 45
Técnicos de Laboratorio 1 19 20
Personal Investigador en Formacién 12 37 49
Personal Técnico en Formacion 9 20 29
Personal de Administracion 3 9 12
Total 54 118 172
csIC FPS UPO us
Investigadores Principales 8 3 2 4
Personal Investigador 26 11 1 6
Técnicos de Laboratorio 15 39 0 4
Personal Investigador en Formacién 4 13 2 12
Personal Técnico en Formacion 7 2 1 -
Personal de Administracion - 11 - 1
Total 60 79 6 27

Areas de Investigacion

La actividad investigadora del Centro se desarrolla en cuatro grandes Departamentos:

. Biologia Molecular
o Senalizacion Celular
o Células Troncales

. Terapia Celular y Medicina Regenerativa
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Departamento de Biologia Molecular

El Departamento de Biologia Molecular tiene como objetivo identificar y entender los genes y
mecanismos que controlan la estabilidad y expresién de los genomas eucariéticos. Esta abierto al estudio
de células humanas y organismos modelos que permitan un abordaje complementario y mas sofisticado
como son las levaduras S. cerevisiae y S. pombe o el gusano C. elegans, y de modelos animales
murinos. El objetivo Ultimo es entender el impacto que la estabilidad del genoma y su expresién tienen en
los procesos de proliferacion y division celular y en diferenciacion celular. Estos objetivos estan
enmarcados dentro del interés general del Centro sobre problemas actuales de la Biomedicina, que
incluyen preferentemente el origen del cancer, sindromes genéticos relacionados con la estabilidad de los

genomas Y la estabilidad genética de células en diferenciacién y desarrollo.

El Departamento tiene una proyeccién metodolégica concreta dentro del Centro al hacer
aproximaciones genéticas y bioquimicas a los problemas estudiados, ademas de la Biologia Celular, y
tiene el propésito de usar y poner a punto abordajes de alto rendimiento de genémica funcional y

protedmica.

La estructura es la siguiente:

Chairman:  Andrés Aguilera (Profesor de Genética, Univ. Sevilla).
MB1: PI: Andrés Aguilera (Profesor).
Nombre: Inestabilidad gendmica y mRNP biogénesis.

Personal: 22 investigadores, 1 profesor visitante y 1 secretaria de direccion.

MB2: PI: José Carlos Reyes (Investigador Principal, CSIC).
Name: Epigenética.

Personal: 7 investigadores.

MB3: PI: Félix Prado (Investigador Principal, CSIC).
Name: Cromatina y reparacion de DNA.

Personal: 4 investigadores.
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MB4: PI: Ralf Wellinger (Profesor-contratado, Univ. Sevilla).
Name: Mitochondrial plasticity and replication.
Personal: 4 investigadores.
MB5: PI: Fernando Monje-Casas (‘Ramén y Cajal’ Investigador, Univ. Sevilla).

Nombre: Chromosomal segregation.

Personal: 1 investigador.

Lineas de Investigacion

La division y proliferacion celular son procesos basicos en diferenciacion y desarrollo. Estan
ligados y estan sujetos a un estricto control genético y a mecanismos que garantizan la integridad y
correcta segregacién de los genomas. Las lineas de investigacion prioritarias de este Departamento

tratan de conocer los factores y mecanismos que gobiernan estos procesos.

En las dos ultimas décadas se ha puesto de manifiesto que la activacion, la represion y el
silenciamiento de la transcripcion conllevan cambios en la estructura de la cromatina de promotores y
regiones reguladoras. Ademas, la herencia de estados de transcripcion diferentes, esencial durante la
diferenciacion celular, también implica modificaciones de la cromatina (marcas epigenéticas). Iguaimente,
existen evidencias crecientes que implican una correcta estructura y ensamblaje de la cromatina en el
mantenimiento de la integridad de los genomas. Las razones de esta asociacion no estan claras aun,
pero se conocen al menos dos vias por las que la integridad de los genomas puede verse comprometida.
Por un lado, defectos en el ensamblaje de nueva cromatina durante la replicacion del DNA, puede llevar
consigo la acumulacion de dafios replicativos recombinogénicos. Por otro, un cambio en el patron de
expresion de genes con una papel directo en el mantenimiento de la integridad, como pueden ser genes

de replicacion o reparacion entre otros.

Estos antecedentes indican que la estructura del cromosoma es un factor determinante en la
funcion y dindmica de los genomas. No obstante, no es el unico factor ni el mas importante. Asi, procesos
bioldgicos como la replicacion, la transcripcion, el transporte del RNA del nucleo al citoplasma, la
reparacion del DNA o la replicacion pueden afectar la integridad de los genomas y su segregacion. La, en

principio, sorprendente interconexién entre procesos aparentemente independientes del nicleo de la
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célula revelan la importancia de entender los mecanismos y factores que controlan la funcion de los
genes asi como la estabilidad de los genomas para entender y controlar la proliferacién y diferenciacion

celular, dos aspectos basicos de la Investigacion Biomédica.

Los objetivos generales enmarcados en la investigacion a desarrollar en este Departamento se
centran en descifrar los factores y mecanismos implicados en la dinamica y funcién de los genes y
cromosomas eucariéticos, su papel en proliferacién y diferenciacion celular y su impacto en la estabilidad
de los genomas asi como en envejecimiento y muerte celular. En ltimo término, se pretende aportar
conocimiento util para potenciar la prevencion del cancer, mejorar la terapia contra el cancer, y garantizar

el control de la diferenciacion bajo un programa genético definido y estable.

Las lineas de investigacion de este Departamento se resumen en:

e  Checkpoints de replicacion y reparacion de roturas cromosomicas. Sefializacion de dafios
cromosomicos.

¢ Inestabilidad genética asociada a transcripcion. Funcion de los complejos protéicos THO-
TREX, Thp1-Sac3, Mex67-Mtr2 y otros relacionados en el acoplamiento transcripcion-
transporte y su impacto en integridad gendmica.

e Reparacion por escisidn de nucledtidos acoplada a transcripcion. Papel de los complejos
NOT y PAF.

e Métodos para aumentar o disminuir los dafios en el DNA generados mediante
tratamientos  quimioterapéuticos.  Conexion  entre  inestabilidad  genética 'y
carcinogenicidad.

e Funcion de las proteinas SMC (cohesinas, condensitas y SMC5,6) en la integridad y
segregacion de los genomas.

e Control de la replicacion del DNA y su impacto en el origen de la inestabilidad genética.

e  Protedmica del envejecimiento celular.

o Epigenética de la reparacion de roturas de doble cadena del DNA. Inestabilidad genética
asociada a defectos de ensamblaje de cromatina.

e Complejos remodeladores de cromatina dependientes de ATP que intervienen en

transcripcion.
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o Silenciamiento transcripcional mediado por RNA de interferencia. Caracterizacion de la
helicasa de RNA TDRD9 en el silenciamiento transcripcional mediado por RNA de
interferencia.

e Mecanismos y funciones del proceso de modificacion por SUMO de proteinas de la familia
BET y las histonas.

e |dentificacion de genes eucarioticos implicados en estabilidad gendmica mediante analisis
de alto rendimiento con genotecas de deplecion generados por RNAi en humanos o de
knock-outs en S. cerevisiae.

e Papel de las ATPasas CHD6 a CHD9 en remodelacién de la cromatina asociada a la
elongacion de la transcripcion.

e Regulacién del transito nucleo citoplasmico de la proteina supresora de tumores SNF5,
una subunidad del complejo remodelador de cromatina SWI/SNF.

e Acoplamiento entre transcripcion y transporte del RNA: factores y mecanismos.

Las diferentes lineas de investigacion abordan problemas basicos celulares mediados por factores
y mecanismos conservados en todos los eucariotas y se llevan a cabo de forma complementaria en

células humanas, murinas y de Saccharomyces cerevisiae.

Departamento de Sefalizacion Celular

La constatacion de que alteraciones en la transduccién de sefiales en la célula son la base de
numerosas patologias neoplasicas, autoinmunes y degenerativas ha conducido a un gran esfuerzo para
conocer los mecanismos e identificar las proteinas que controlan el comportamiento celular tanto a nivel

individual como en el contexto del tejido y 6rgano del que forman parte.

En la actualidad, los centros de investigacion mas importantes a nivel internacional incluyen en su
organizacion unidades o departamentos dedicados al estudio de los mecanismos de sefalizacion celular
y de la transmisidén de sefiales bioquimicas desde el exterior celular al nicleo. Por lo anteriormente
expuesto, la existencia en un centro de Biomedicina como CABIMER de un departamento donde tengan
cabida grupos dedicados al estudio de diversos aspectos relacionados con los mecanismos moleculares y

celulares de la sefalizacién celular no sélo es deseable sino también necesario.
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Esta constituido por los siguientes grupos:

Chairman: Abelardo Lépez Rivas

e Grupo 1: Sefalizacién en la Muerte Celular: Abelardo Lépez Rivas (IP, Profesor de

Investigacion CSIC).

e Grupo 2: Ciclo Celular y Oncogénesis: José Antonio Pintor Toro (IP, Investigador
Cientifico CSIC).

e Grupo 3: Mecanismos de Organizacion Intracelular: Rosa M.2 Rios (IP, Cientifico Titular
del CSIC).

e  Grupo 4: Factores Neurotroficos y Enfermedades Neurodegenerativas: Alfredo Rodriguez
Tebar (IP, Investigador Cientifico CSIC).

Lineas de Investigacion

En los dltimos afios se ha desarrollado en torno a la sefalizacidn celular un area de investigacion
unica en Biologia y Medicina que va desde el analisis detallado de las moléculas y los mecanismos
sefializadores hasta el estudio de sus efectos fenotipicos y patologicos. La importancia del estudio de los
mecanismos de sefializacion reside en que casi todas las funciones celulares, division, muerte o
degeneracién de las células, establecimiento de la polaridad o de las adhesiones celulares, migracién o
diferenciacién celulares, son el resultado de sefializaciones especificas y su desregulacién causa

patologias severas.

Los distintos grupos del Departamento de Sefializacion Celular tienen como objetivos el estudio de
varias de estas funciones celulares desde sus aspectos mas basicos y la elaboracion de estrategias que
permitan una mayor eficacia en el tratamiento de ciertas enfermedades.

e Mecanismos de Organizacion Intracelular

Desde el punto de vista béasico, comprender cémo sucesos tan simples como las

modificaciones post-traduccionales o las interacciones proteina-proteina pueden producir




Memoria Curso Académico 2009-2010

-~
e

Investigacion

respuestas biolégicas adecuadas en el denso ambiente de la célula es un reto importante. Los
Ultimos datos apuntan a células donde se localizan el aparato de Golgi y el centrosoma se ha
revelado como la estacién principal de sefializacion. Ambos organulos comparten una
estrecha relacion funcional que se mantiene en multitud de procesos celulares como el
establecimiento de la polaridad y la migracion mientras que desaparece en otros como la
mitosis o la apoptosis. Se han descrito mas de 100 patologias cuyo origen es un fallo en la
organizacion y funcionamiento de estos organulos. Nuestro interés se centra en desvelar los
mecanismos moleculares que regulan la asociacion entre estos organulos y para ello estamos
analizando la dinamica de las proteinas GMAP-210 y AKAP-450, que juegan un importante

papel en este proceso.

Ciclo Celular y Oncogénisis

El control de la division y la migracion de las células es asimismo esencial para asegurar la
homeostasis de los tejidos y prevenir comportamientos inadecuados de las células que
conducen al desarrollo de tumores y a la aparicién de metastasis. El gen pttg1/sec parece
estar involucrado en ambos procesos mediante diversos mecanismos de accion que incluyen
su participacion en la separacion de cromatidas hermanas durante la mitosis, la parada del
ciclo celular y la induccion de muerte celular en determinadas circunstancias e incluso ciertos
mecanismos de reparacion del ADN. La implicacion de PTTG1 en estos procesos surge del
establecimiento de interacciones especificas con las proteinas separasa, p53 o el
autoantigeno Ku70/80. Ademas PTTG1 exhibe una potente actividad transactivadora cuyo
estudio ha puesto de manifiesto el aumento de la expresién de ciertas quimioquinas y la
represion de algunas moléculas de adhesion lo que sugiere una clara implicacion en el

proceso metastatico.
Sefializacion en la Muerte Celular
La busqueda de agentes capaces de inducir apoptosis en células tumorales ha sido una linea

de enorme interés en los Ultimos afios. El descubrimiento del ligando TRAIL como posible

antitumoral ha llevado a numerosos grupos internacionales a investigar diversos aspectos
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relacionados con su biologia y su aplicabilidad en clinica. Conocer los mecanismos de
sefalizacion de apoptosis y autofagia inducidos por el ligando TRAIL en células normales asi
como aquellas vias de sefializaciéon que pueden conferir resistencia a la accién de TRAIL en
células tumorales es de primordial importancia. Por esto, examinaremos en profundidad la
expresion de ciertos inhibidores de caspasas comparando sus niveles en células normales y
tumorales. Igualmente, estamos interesados en desvelar los mecanismos intracelulares que
controlan la expresion de TRAIL en células epiteliales normales de mama durante la formacion
del lumen mamario y si estos mecanismos son operativos tras la transformacion tumoral. Los
resultados que se obtengan de estos trabajos de investigacion basica pueden contribuir a
elaborar estrategias de tratamientos combinados basados en TRAIL e inhibidores de las vias

de sefializacion implicadas en la resistencia a este ligando.

Factores Neurotréficos y Enfermedades Neurodegenerativas

Por Ultimo, la degeneracion celular que ocurre en determinadas situaciones patolégicas puede
también surgir como consecuencia de sefializaciones anémalas. EI Amiloide beta (Ab), el
componente principal de las placas seniles, ha sido considerado como un agente patogénico
importante en el inicio y el progreso de la enfermedad de Alzheimer. EI Amiloide beta es un
producto natural generado por una doble rotura proteolitica de su proteina precursora. Datos
recientes apuntan que el Amiloide beta podria desempefiar un papel fisiolégico como factor
neurotréfico. Nuestra intencién es demostrar que una modificacion en el comportamiento del
Amiloide beta es responsable de transformar sus efectos fisioldgicos en patolégicos, alterando
la via de sefializacion que se activa tras su union al receptor comdn de neurotrofinas p75NTR.
Podria ocurrir que durante esta conversién, el Amiloide beta cambiara de comportarse como
un agonista a hacerlo como un antagonista del factor de crecimiento nervioso, esto es, podria

transformarse de agente neurotréfico en agente neurotoxico.
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Departamento de Células Troncales, Reprogramacion y Diferenciacion Celular

Las células troncales son un grupo de células clonogénicas, pluripotenciales y con capacidad de
autorenovacion. Las Células Troncales Embrionarias (CTE) son células pluri-potentes derivadas a partir
de la masa interna de los blastocistos cuya capacidad de diferenciacién y proliferacion incluye cualquiera
de los tipos celulares que se encuentran en el feto y en el adulto. Estas caracteristicas son las que les
confieren el tremendo potencial de aplicacion clinica que tienen estas células, ya que supondrian una
fuente ilimitada de células que se podrian trasplantar en los ensayos de terapia celular. Ademas, han
demostrado su utilidad en ensayos de toxicidad de farmacos, como una alternativa al uso de animales de
experimentacion, en estudios sobre la biologia del desarrollo y en investigaciones sobre la biologia del
cancer. Por su origen, las células troncales se clasifican en células troncales de origen embrionario (CTE)
y células troncales procedentes de tejidos adultos (CTA). En este segundo grupo nos encontramos con
un listado largo de tipos celulares cuyas propiedades sugieren aplicaciones clinicas distintas. Se han
descrito células troncales procedentes de la médula 6sea (mesenquimales, MAPC), del cordén umbilical,
del tejido adiposo (mesenquimales), de la placenta y liquido amniético, de sangre periférica (monocitos),

etc.

Los mecanismos de autorenovacion han sido explorados con mayor detalle en las células de
origen embrionario. Algunos factores transcripcionales tales como Oct4, Sox2 y NANOG tienen papeles
importantes en el mantenimiento del estado indiferenciado, y son llamados frecuentemente marcadores
de poblaciones indiferenciadas de CTE. En las células troncales embrionarias de raton el Factor Inhibidor
de Leucemia (LIF) es importante en el mantenimiento de este estado. La accion del LIF comprende su
interaccién con un receptor heteromérico compuesto por la proteina gp130 y el receptor de baja afinidad
de LIF (LIFR) para inducir la activacién de la ruta de sefializacion JAK/STAT, ruta que tiene un papel
esencial en el mantenimiento del estado indiferenciado. El blanco principal aguas abajo del LIF es el
sistema c-myc que es activado por STAT3 y se ha propuesto que su accion esta relacionada con la
induccion de la expresion de la subunidad reguladora de la telomerasa. El LIF y los componentes del
suero también inducen la activacién de otras proteinas tales como las Src tirosinas quinasas (SFK) y de
las proteinas quinasas activadas por mitdgenos, las ERKs. La activacién de las SFK es requerida para el

mantenimiento de la indiferenciacion y proliferacion, su inhibicién esta relacionada con la disminucion de
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las proteinas Oct4, NANOG vy de la actividad de fosfatasa alcalina. La contribucion de la activacion de

ERK por el LIF en el mantenimiento de la indiferenciacién no es clara.

Por otro lado, el LIF induce la activacion del sistema PI3K/Akt, ademéas se ha mostrado que
participa en la regulacion de la indiferenciacion y la proliferacién en las CTE de ratdn, adicionalmente, ha
sido descrito que la sobre-expresién de la forma activa de la Akt es suficiente para mantener el fenotipo
de estas células. Recientemente se ha reportado que la inhibicion de la GSK-3 es suficiente para
mantener la indiferenciaciéon y proliferacion en CTE de raton y CTE humanas, aspecto que es
controvertido ya que se han descrito resultados en que las sefiales de la ruta de Wnt por si solas no son
suficientes para mantener el estado de indiferenciacion y proliferacion en las CTE de ratdn, aunque si
incrementa el efecto del LIF. Reportes recientes han mostrado que la proteina morfogenética del hueso
(BMP) y proteinas relacionadas con ésta son capaces de mantener el estado de indiferenciacion y
proliferacion en CTE de ratén, sin embargo en CTE humanas promueven la diferenciacion. Las CTE
humanas son mantenidas y propagadas rutinariamente en estado indiferenciado en cultivos sobre capas
nodrizas de fibroblastos inactivados o sobre matrices de proteinas extracelulares con medio condicionado
en fibroblastos inactivados. La activacion de STAT3 por el LIF y otras citoquinas no son suficientes para
mantener la indiferenciacion en CTE humanas. Algunos factores de crecimiento, como el bFGF, estan
comprometidos en este proceso. Altas concentraciones de bFGF exdgeno son necesarias para mantener
la indiferenciacion de CTE humanas en ausencia de medio condicionado y la adicion de Noggin, un
antagonista de BMP, puede mejorar el efecto del bFGF. La adicién de bFGF y Noggin a cultivos de larga

duracién en sistemas libres de células nodrizas, no tienen buen rendimiento.

La diferenciacién in vitro utiliza estrategias basadas en la biologia del desarrollo,
fundamentalmente sefales intra- y extracelulares. Las sefiales intracelulares consisten en la activacion e
inhibicién de la expresion de genes reguladores del proceso, entre las sefiales extracelulares se han

propuesto factores de crecimiento, contacto intercelular y componentes de la matriz extracelular.
Por ultimo, la transferencia nuclear ha mostrado que el genoma de las células adultas de

mamiferos es susceptible de ser reprogramado. Esta posibilidad abre numerosas estrategias basadas en

la busqueda de los factores responsables de dicha programacion.

-10-
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Actualmente esta constituido por los siguientes grupos:

Chairman: Bernat Soria Escoms

e Grupo 1: Terapia Celular de la Diabetes Mellitus y sus complicaciones: Bernat Soria
Escoms (IP, Director del Departamento)

e Grupo 2: Reprogramacion y diferenciacion de Células Troncales Adultas: Francisco Martin
Bermudo (IP, Profesor Titular de Universidad, Universidad Pablo de Olavide)

e Grupo 3: Laboratorio de diferenciacion celular (IP. Dr. Mario Garcia Dominguez),

e Grupo 4: Desarrollo y regeneracion de Islotes pancreaticos (IP, Dr. Benoit Gauthier)

Lineas de Investigacion

Terapia Celular de la Diabetes Mellitus y sus Complicaciones

Los estudios de tipo prospectivo y epidemiologico (DCCT, UKPDS) han demostrado que el
control intensivo de la glucemia en pacientes diabéticos adultos disminuye de forma
significativa la aparicion de complicaciones microvasculares (retinopatia, nefropatia,
neuropatia). Sin embargo, la terapia intensiva con insulina aumenta el riesgo de sufrir
hipoglucemias. El tratamiento intensivo intenta reproducir el control fisiolégico (permanente,
preciso y regulado) de la glucemia sanguinea, para ello, el paciente debe someterse a un
control permanente de la glucemia y a la administracion intensiva (4-6 veces dia) de insulina,
la tarea que el pancreas endocrino realiza de forma continua es sustituida por la conducta de
un paciente entrenado y motivado. Los distintos modelos de “bombas de insulina” representan
una aproximacién similar. Sin embargo, una terapia que conduzca a que no se pierda o se
recupere la homeostasis de la glucosa en la Diabetes Mellitus tipo 1 sélo puede venir de: la
proteccidn de destruccidn de la poblacién celular beta mediante la prediccién y prevencion de
su desaparicién, la reposicion de la poblacién celular beta mediante la terapia celular
sustitutiva o la regeneracion pancreatica. Hasta el momento, los estudios de prediccién y

prevencion no han dado resultados positivos.

-11-
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En trabajos previos de colaboracion de los miembros del grupo hemos mostrado que las

células madre embrionarias (ES) adquieren in vitro un fenotipo pancreatico endocrino y/o

acinar. También hemos identificado varios factores solubles que permiten iniciar la

diferenciacién dirigida al incrementar ambos procesos. Tras seleccion genética utilizando

constructos quiméricos en los que el promotor del gen de la insulina o del factor de

transcripcion NKx6.1 esta fusionado al gen de resistencia a la neomicina y el de X-Gal. Por

otra parte, hemos demostrado que la diferenciacion hacia ectodermo permite obtener células

que producen insulina, pero carecen de otros rasgos del fenotipo pancreatico.

Objetivos

Obtencién de cultivos libres de contaminantes de origen no humano.

Obtencién de lineas celulares comprometidas con la diferenciacién hacia
endodermo.

Obtencion de Endodermo Definitivo, Progenitores Pancredticos y Células Beta
Pancreéticas.

Seleccidn, caracterizacion y trasplante de Linajes Celulares.

Reprogramacion de células madre utillizando transportadores del tipo Chariot y la
aplicacion de medio citosolico de células productoras de insulina tratados con
RNAasa y DNAasa.

Estudio molecular de las células generadas mediante microarrays: identificacion de
genes implicados en la diferenciacion endocrina.

Rescate funcional utilizando las células generadas en modelos animales de
diabetes.

Estudio de la regeneracion pancredtica utilizando modelos de regeneracion
exentos de procesos inflamatorios.

Estudio de la inestabilidad del genoma, organizacion de la cromatina y
modificaciones epigenéticas durante los procesos de reprogramacion y
diferenciacion.

Obtencién de cardiomiocitos humanos a partir de células troncales embrionarias

Obtencién de precursores endoteliales a partir de grasa humana.
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o Obtencién y ensayo clinico y experimental de composiciones celulares utiles en el
tratamiento de las complicaciones cardiovasculares de la Diabetes Mellitus
(insuficiencia cardiaca, pie diabético).

o Induccién de tolerancia en terapia celular.

e Reprogramacion y Diferenciacion de Células Troncales Adultas

Los estudios que desarrolla el Departamento giran en torno al doble origen de estas células.
Las lineas de trabajos relacionadas con las células troncales embrionarias cubren los

siguientes aspectos:

o Disefio de protocolos para la obtencion de lineas celulares humanas (CTE)
procedentes de embriones portadores de enfermedades monogénicas y de
animales transgénicos modelos de patologias o0 como instrumento para estudios de
regeneracion en animales.

o Disefio de protocolos para la obtencién de lineas celulares humanas (CTE) en
condiciones GMP utilizando técnicas de cultivo exentas de monocapa nodriza de
fibroblastos y medios exentos xenoproductos.

o Estudio de los procesos moleculares responsables del mantenimiento del grado de
indiferenciacion, pluripotencialidad y autorenovacion de células troncales.

o Desarrollo de protocolos de diferenciacién in vivo e in vitro de las mismas.

En cuanto a las células troncales de origen adulto, las lineas a desarrollar son:

o Busqueda de tejidos apropiados para la obtencion de células troncales.

o ldentificacion de marcadores y propiedades que nos permitan identificar estas
células.

o Desarrollo de protocolos de cultivo y de diferenciacion de las mismas.

o Andlisis de su capacidad de expansion y plasticidad.
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o Estudio de los procesos de transdiferenciacion y, mas especificamente de los
procesos de reprogramacion que permiten la adquisicion de pluripotencialidad en
células procedentes de tejidos adultos.

o Por Ultimo, el potencial uso clinico de las células troncales exige que se investigue
en los procedimientos y métodos para la produccion de células de grado clinico.
En este sentido en CABIMER se ha construido y puesto en funcionamiento una

Unidad de Produccién Celular que cumple con los criterios GMP.

Laboratorio de Diferenciacion Celular

El estudio de las células troncales es de gran interés en la actualidad. Debido a su caracter
pluripotente, la aplicacién de protocolos adecuados de diferenciacién permite derivar una gran
diversidad de células especializadas a partir de las células troncales. Este potencial resulta de
enorme interés en la aplicacion de terapias celulares en el ambito de la medicina regenerativa.
Para la elaboracién de protocolos especificos de diferenciacién, asi como para la
desprogramacion y reprogramacion celular se necesita un conocimiento profundo a nivel
molecular y genético de los procesos de proliferacion y diferenciacion celular. En nuestro
grupo estamos interesados en el estudio de la coordinacion entre ambos procesos. El
desarrollo embrionario constituye el modelo ideal para el estudio de estos procesos y de la
coordinacion entre ellos. Una parte importante de nuestra investigacion se centra en la
diferenciacién neuronal. Ademas del embrion de raton y de pollo, utilizamos como modelo de
investigacion lineas celulares susceptibles de diferenciacion in vitro, especialmente células

troncales.

Desarrollo y Regeneracion de Islotes Pancreaticos

La homeostasis de glucosa en sangre se consigue con la regulacion de la secrecion de insulina
y glucagon de las B de islotes pancreaticos y células a-. La Diabetes Mellitus, que comprende
un grupo heterogéneo de trastornos hiperglucémicos, se debe principalmente a la masa
inadecuada y la funcién de los islotes B-células. La destruccion autoinmune de las células B

causa la diabetes tipo 1 mientras que el tipo 2 se caracteriza por la secrecién de insulina
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alterada y se asocia a menudo con la disminucion de la accion de la insulina en los tejidos. Al
igual que la diabetes tipo 1 una pérdida gradual de la masa de células 3 se observa también en
la diabetes tipo 2 , requiriendo a menudo terapia con insulina. La comprension del mecanismo
molecular que regula la supervivencia de las &B-células y la regeneracidn, asi como su funcién
pueden proporcionar medios para desarrollar nuevas estrategias para el tratamiento de la

diabetes.

Linea de Investigacion

Nuestra investigacion se centra en la implicacion de los principales factores de transcripcion
del pancreas que juegan un papel importante no sélo en el desarrollo, sino también en el
mantener maduros en los islotes la funcidn de B-células. Las mutaciones de estos factores se
han relacionado con ambos, la diabetes tipo 1y tipo 2. Los animales transgénicos también se
estan desarrollando como sistema modelo para comprender el papel de estos factores sobre
la fisiologia del islote y determinar su impacto sobre el metabolismo de la glucosa en todo el
organismo. Tecnologias novedosas, como la imagen no invasiva en vivo se aplican para
evaluar las alteraciones en la masa de células B en respuesta a las agresiones del medio

ambiente en que viven los animales transgénicos.

Proyectos de Investigacion

o Elimpacto funcional de los islotes pancreaticos Pax4 en masa de células f.
o [-células expansidn de la regulacién epigenética.

o Elpapel de la B-Pdx1 en funcion de la célula y la supervivencia.

o Laimplicacién de Pax8 en la expansidn de los islotes durante el embarazo.

o LRH-1y lafisiologia del islote.




Memoria Curso Académico 2009-2010

-~
L

Investigacion

Departamento de Terapia Celular y Medicina Regenerativa

Durante el desarrollo y la regeneracion tisular, la proliferacion y diferenciacién celular junto con la
morfogénesis, dan lugar a estructuras complejas. La regulacién de estos procesos es funcion de la
informacién genética y de las instrucciones epigenéticas. En condiciones fisiologicas las aves y los
mamiferos aumentan su masa hasta alcanzar un determinado tamafio en el cual se estabilizan, pero esto
no es asi en todos los vertebrados; muchos crustaceos y peces continian aumentando su peso a lo largo
de toda su vida. En los mamiferos adultos existen numerosos tejidos que necesitan ser renovados
continuamente, como la sangre, la piel y el epitelio intestinal. Otros érganos como el higado, pueden
regenerarse en determinadas condiciones, por ejemplo, el higado tras una hepatectomia parcial, o el

hueso que esta sometido a un proceso de remodelacion continua. etc.

Alli donde hay renovacidn de células y regeneracion celular es porque las células pueden dividirse
0 porque hay células troncales y/o progenitoras que van renovando las células que desaparecen. Ademas
de la presencia de células madre y/o progenitoras comprometidas con un tejido sometido a un proceso de
renovacion constante o con cierta capacidad de regeneracion o de aumento de masa, en los Ultimos afios
se han encontrado células troncales en tejidos que hasta entonces se consideraba que no poseian
capacidad de dividirse (sistema nervioso) y, sobre todo, se ha descrito en estas u otras células una
plasticidad hasta entonces desconocida. En ensayos clinicos recientes se ha observado que
determinadas composiciones celulares procedentes de médula dsea pueden activar procesos de

regeneracion de base aln desconocida tras el infarto de miocardio.

Este departamento, liderado por el Dr. Shomi Bhattacharya, asume la aplicacién de los resultados
en terapia celular y medicina regenerativa asi como la transferencia de estos conocimientos hacia el
sistema sanitario, con el objetivo de mejorar la salud de los ciudadanos. La terapia celular tiene como
objetivo la sustitucion de las células dafiadas por otras nuevas. En este sentido, cobran una gran
importancia las células madre (embrionarias, adultas y fetales) y su capacidad para desarrollarse en
células de cualquier tipo de tejido. Ademas, las células madre poseen otras aplicaciones terapéuticas,
como el ensayo toxicologico y farmacolégico y el estudio de las primeras fases en la aparicion de

determinadas enfermedades genéticas.
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Este departamento plantea inicialmente lineas de investigacion en &mbitos como la regeneracion
pancredtica y terapia celular contra la Diabetes Mellitus, la inmunologia e induccién a la tolerancia, en
oncologia y patologia molecular, en ingenieria tisular y biomateriales y en trasplantes y regeneracion en

vertebrados.

Esta constituido por los siguientes grupos:

Chairman: Shomi Bhattacharya

e Grupo 1: Degeneracion de la Retina: de la genética a la terapia (IP, Shomi Bhattacharya,
Director del Departamento y Director de CABIMER).

e Grupo 2: Supervivencia de lIslotes Pancredticos: Francisco J. Bedoya Bergua (IP,
Catedratico de Universidad, Universidad Pablo de Olavide).

e Grupo 3: Terapia Celular de Neuropatologias (IP, cientifico titular Manuel Alvarez).

e Grupo 4: Terapias Avanzadas en Neuroproteccion (IP, cientifico titular David Pozo).

Lineas de Investigacion

e Degeneracion de la Retina: de la genética a la terapia

La genética molecular define un campo de estudio en el que, en ausencia de un defecto
bioquimico detectable (valido para la mayoria de las enfermedades hereditarias), un enfoque
de la genética inversa permite la asignacion cromosdmica y el aislamiento de los genes que
causan la enfermedad. El advenimiento de la tecnologia del ADN recombinante permitio la
clonaciéon de marcadores cromosémicos especificos de ADN en la década de los 80. La
capacidad de detectar polimorfismos de longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) en el
genoma humano permite el uso de estos marcadores como herramientas para los estudios de
ligamiento genético en familias segregantes para un rasgo particular de la enfermedad. Las
enfermedades hereditarias que afectan la retina son causa importante de ceguera incurable en
el mundo occidental. Entre ellas, una proporcion significativa se explica por un grupo

clinicamente heterogéneo de enfermedades conocidas colectivamente como retininosis

-17-
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pigmentaria (RP). RP es inicialmente caracterizada por ceguera nocturna y pérdida progresiva
de la vision periférica debido a la pérdida de las células de bastones. Conforme avanza la
enfermedad las células del cono en la retina central también estan involucrados, a menudo
conduce a la ceguera total en etapas avanzadas de la enfermedad.

Basado en el andlisis de pedigri se han verificado los tres modos de herencia mendeliana
(autosémica dominante, autosémica recesiva y ligada al cromosoma X-). Décadas de
investigacion sobre las bases bioquimicas de la enfermedad no pueden identificar ni un solo
factor causal. A tal efecto, clinicamente para este programa la caracterizacion de grandes
linajes han sido esenciales al igual que una serie de servicios oftalmoldgicos a nivel nacional e
internacional han sido fundamentales. La clonacion posicional ha conducido posteriormente a
la identificacién y caracterizacién de muchos de los genes de las enfermedades oculares

hereditarias.

Supervivencia de los Islotes de Langerhans

La evidencia acumulada por un nimero considerable de articulos experimentales y clinicos
indica que un descenso relativo o absoluto de la masa de células B pancreaticas es el comdn
denominador de la diabetes tipo 1y tipo 2. Las células B poseen un capacidad adaptativa
apreciable que le permite hacer frente a situaciones de demanda funcional incrementada
(embarazo, obesidad) o a situaciones de escasa demanda (como puede ser en el ayuno)
modulando su respuesta secretora y modificando su masa celular. Esta plasticidad del sistema
secretor de insulina y de la masa celular se ve comprometida en las diversas formas de
diabetes en el ser humano. Una estrategia terapéutica eficiente deberia combinar el control de
los factores causales de la enfermedad junto con la proteccion de la masa de célula f residual
y la atenuacién de los factores agravantes (control glucémico, control del sobrepeso, etc).

En la actualidad, se estudia el papel de ciertos factores de crecimiento y hormonas
gastrointestinales sobre la regulacion de la masa de células (3, tanto en animales transgénicos
con mutaciones en receptores para algunos de estos factores como en estudios in vitro en
islotes aislados. Los resultados que hemos generado en nuestro laboratorio a lo largo de los
tltimos 10 afios han mostrado una doble funcion del Oxido Nitrico (NO) como protector a bajas

concentraciones y como inductor de la apoptosis a altas concentraciones en la homeostasis
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de la célula B pancredtica. En ambas situaciones, la regulacion de la expresion de genes
proapotdticos y antiapoptdticos es antagonica.

Con los antecedentes anteriormente expuestos, pensamos que es interesante estudiar el
papel del sistema del NO en la sefializacion protectora de factores de crecimiento del tipo de la
insulina, IGF-1, GLP-1, y su agonista la exendina, etc. Para ello nos fundamentamos en
tres ideas: 1) Se ha descrito en la literatura cientifica que la insulina estimula la produccién de
NO por las células endoteliales y se ha propuesto que la resistencia a esta hormona puede
estar implicada en las alteraciones vasculares que tienen lugar en la diabetes. 2) La célula
del pancreas tiene receptores para la insulina y responde al IGF-1, asi como al GLP-1 y a su
agonista la exendina. 3) El islote pancreatico es un micro érgano muy vascularizado y su flujo
sanguineo esta controlado por nutrientes (glucosa) y por factores hormonales del tipo de la

angiotensina Il.

Lineas de investigacion

o Caracterizacion del efecto protector de factores extracelulares como la insulina, el
IGF-1, el glucagdn, el GLP-1, etc. frente a la apoptosis de la célula beta
pancreatica.

o Papel del NO como mediador de la sefializacion protectora en la célula beta

o ldentificacion de la sefializacion intracelular activada por el NO.

o Caracterizacion de la accién del NO en el control de los procesos de

autorrenovacion y diferenciacion de las células troncales.

Terapia Celular de Neuropatologias

Nuestro laboratorio tiene como objetivo el estudio de diversas células madre (CM), tanto
adultas como fetales, para su posible aplicacion en Medicina Regenerativa. Estudiamos los
mecanismos que emplean dichas CM para regenerar tejido dafiado y desarrollamos
estrategias de trasplante que puedan ser Utiles en el tratamiento de distintas neuropatologias,

como la ataxia, el ictus o la epilepsia.

-19-
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La Ataxia es una enfermedad denominada rara al afectar a un reducido nimero de personas,
pero no por ello menos importante. Los enfermos se caracterizan por su incapacidad de
coordinar movimientos debido a una degeneracion progresiva del cerebelo. Conlleva pérdida
de la locomocion, habla y a largo plazo problemas cardiacos y la muerte. Estamos
desarrollando un tratamiento mediante trasplante de CM adultas derivadas de la MO que, a
través de un mecanismo de fusion celular de reciente descubrimiento, podria revertir las
mutaciones que causan algunos tipos de Ataxia.

Por contra, el accidente cerebro-vascular o Ictus es una de las enfermedades mas frecuentes
en las sociedades modernas. En los Ultimos afos, se ha empezado a usar células de la MO en
el tratamiento de modelos animales con Ictus. Varios grupos han observado una mejora en los
sintomas post-isquémicos, que se ha asociado a la aparicion de nuevos vasos en la zona de
penumbra y la secrecion por parte de las células de MO de una serie de factores tréficos, pro-
neurogénicos y anti-apoptoticos. En el laboratorio estudiamos el mecanismo por el que se
forman los nuevos vasos y comprobamos si las CM derivadas de la MO pueden ser utilizadas
como vectores para el transporte de farmacos paliativos.

La tercera patologia que nos interesa es la Epilepsia, que afecta al 1% de la poblacion y
supone un trastorno crénico que impide el normal desarrollo cerebral y psiquico del individuo,
dificultando enormemente su plena integracion sociolaboral. Afecta a sectores muy jovenes,
tiene tratamientos muy costosos y una gran carga familiar. Actualmente existen tratamientos
farmacoldgicos con una eficacia aceptable, pero soélo palian los sintomas y en muchos casos
se desarrollan farmacoresistencias, por lo que se muestran inutiles. La terapia celular,
mediante el uso de precursores neuronales fetales, podria curar definitivamente las crisis

epilépticas y supone una alternativa terapéutica para los pacientes farmaco-resistentes.

Lineas de Investigacion

o Fusién Celular como Mecanismo Neuroregenerativo.

o Terapia Celular para la Ataxia Mediante Células Madre Adultas de MO.

o Papel de la Fusién Celular en la Regeneracion del Ictus.

o Trasplante de Precursores Neuronales de la MGE para el Tratamiento de la

Epilepsia.
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Terapias Avanzadas en Neuroproteccion

Basica orientada a la Enfermedad de Investigacion. Caracterizacion de los mecanismos de

regulacidén inmune, la neuroproteccion y la neurodegeneracion de péptidos bioactivos en los
procesos inflamatorios o trastornos autoinmunes. Explotacién terapéutica de péptido-
funcionalizado, sistemas de administraciéon de medicamentos basados en nanoparticulas en
los inflamatorias/enfermedades autoinmunes. La activacion de células inmunitarias
reguladoras endégenas como un enfoque hacia la terapia celular. Inmunolégicas efectos y
mecanismos de agregacion de la proteina de enfermedades vinculadas y la funcién

chaperona.

Investigacion orientada al Paciente. Los estudios en pacientes que sufren esclerosis multiple

destinados a producir resultados de la investigacion en la descripcidén de los estudios (por
ejemplo, la metabolémica, el gen del antigeno o matrices) para entender mecanismos de la
enfermedad desde la perspectiva de la biologia de sistemas como un enfoque no invasivo
para diagnosticar y determinar las enfermedades neurodegenerativas con una enfermedad
autoinmune / componente inflamatorio. Esto podria permitir la evaluacién de nuevas terapias
en ensayos clinicos, la identificacion de pacientes con riesgo de desarrollar efectos adversos
durante el tratamiento y la aplicacion definitiva de las nuevas herramientas hacia una medicina

mas personalizada.

Inmunologia Basica y de Investigacion Traslacional. Nuestro sistema inmunolégico interactua

constantemente con nuestro entorno interior, nos protege de nuestro medio ambiente externo
y proporciona los conocimientos inherentes a sentir la diferencia entre amigos y enemigos. Por
lo tanto, el sistema inmune es uno de los componentes de la carroceria mas dinamica en la
determinacién de nuestro estado de salud o enfermedad. La importancia de los trastornos de
base inmunolégica se destaca por el hecho de que las enfermedades inflamatorias mediadas
inmunologicamente se sabe que afectan a casi el 20 por ciento de la poblacién de EE.UU.
Estas condiciones, que incluyen la diabetes juvenil, la artritis reumatoide, esclerosis multiple,

asma, lupus eritematoso sistémico y sindrome de inmunodeficiencia adquirida, llevan a una
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debilitacién cronica, enfermedad de por vida, la morbilidad prolongada y resultar en grandes
gastos médicos. El sistema inmune también tiene una participacion importante en el rechazo
post-trasplante y en la capacidad del cuerpo para combatir la invasion de las células

cancerosas.

A pesar de estas enfermedades aparentemente inconexas, inmunologos basicos estan en una
posicion destacada para aprehender a un panorama mas amplio bajo un paradigma
coherente. Esta vanguardia de las futuras estrategias terapéuticas se basa en la aplicacién
exitosa de la inmunologia genética, molecular y celular para prevenir, tratar y curar los
problemas causados por trastornos del sistema inmune-basadas. Los aspectos de la
investigacion traslacional que estan directamente relacionados con la atencion de los
pacientes requieren integrada, las estrategias de participacion de equipos multidisciplinarios
especializados en la biologia basica e investigacién clinica, la ética y las cuestiones
reglamentarias. Para aprovechar al maximo de ese enfoque global, es esencial centrarse los
programas de investigacion en un numero limitado de los conceptos basicos bien validados
comunes a la autoinmunidad, la alergia y el trasplante de 6rganos. Por lo tanto, como hacer
cumplir mejor o al final la respuesta inmune en beneficio de los pacientes es, probablemente,

el objetivo mas emocionante para la terapia de hoy.

Lineas de investigacion

o La modulacién de la inmunidad innata y adaptativa por actividad dependiente de
neuroprotectoras.

o Proteina (ADNP) y los péptidos derivados de ADNP.

o Quimicos de sintesis y caracterizacion biologica de nanoparticulas metalicas
protegidas- funcionalizados con péptidos bioactivos.

o Inmunolégica efectos y mecanismos de agregacion de la proteina de

enfermedades relacionadas.
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Produccion Cientifica

Publicaciones

Revistas Cientificas Internacionales

Stimulation of direct-repeat recombination by RNA polymerase Il transcription.

M. C. de la Loza, R;. Wellinger, A. Aguilera.
DNA Repair (Amst.) A. Vol. 8, 620-626 2009. Amsterdam.

DNA double-strand break repair: how to fix a broken relationship.

B. Pardo; B. Gdmez-Gonzalez; A. Aguilera.
Cell Mol. Life Sci. R. Vol. 66. 1039-1056. 2009. Verlag, Basel.

Transcription at the proximity of the nuclear pore: A role for the THP1-SAC3-SUS1-CDC31 (THSC)

complex
R. Luna; C. Gonzalez-Aguilera; A. Aguilera.

RNA Biology R. Vol. 6 (2). 145-148. 2009. USA.

Genome-Wide Analysis of Factors affecting Transcription Elongation and DNA Repair: a New Role for

PAF and Ccr4 not in Transcription-Coupled Repair.

H. Gaillard; C. Tous; J. Botet; C. Gonzalez-Aguilera, M. J. Quintero; L. Viladevall; M. L. Garcia-Rubio; A.
Rodriguez-Gil; A. Marin; J. Arifio; J. L. Revuelta; S. Chavez; A. Aguilera.

PLos Genetics A. Vol. 5, €100036. 2009. USA.

Methods to study transcription-coupled repair in chromatin

H. Gaillard; R. E. Wellinger.; A. Aguilera.

Libro: Chromatin Protocols. Methods in Molecular Biology Series (Ed. S.P. Chellapan).
Humana Press CL Vol. 523141-159. 2009. EE. UU.
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Sem 1 is a Functional Component of the Nuclear Pore Complex-Associated Messenger RNA Export
Machinery.

M. B. Faza; S. Kemmler; S. Jimeno; C. Gonzalez-Aguilera; A. Aguilera; E. Hurt; V. G. Panse.

J. Cell Biol. A Vol. 184833-846. 2009. USA.

The Dot1 Histone Methyltransferase and the Rad9 Checkpoint Adaptor Contribute to Cohesin-Dependant

Double-Strand Break Repair by Sister Chromatid Recombination in Saccharomyces cerevisiae.

F. M. Conde; E. Refolio; V. Cordén-Preciado; F. Cortés-Ledesma; L. Aragén; A. Aguilera; P. San-
Segundo.

Genetics. A Vol. 182, 437-446. 2009. USA.

The Stress Activated Protein Kinase Hog1 Mediates S-phase Delay in Response to Osmostress.
G. Yaakov; A. Duch; M. Garcia-Rubio; J. Clotet; J. Jiménez, A. Aguilera; F. Posas.
Mol. Biol. Cell. A Vol., 203572-3582. 2009. USA.

R-loops do not accumulate in transcription-defective hpr1-101 mutants: implications for the functional role
of THO/TREX.

B. Gdmez-Gonzalez; A. Aguilera.

Nucl. Acids Res. A Vol. 37 (13), 4315-4321. 2009. Reino Unido.

The S-Phase checkpoint is required to respond to R-loops accumulated in THO mutants.

B. Gémez-Gonzalez; |. Felipe-Abrio; A. Aguilera.
Mol. Cell. Biol. A Vol. 329 (19), 5203-52. 2009. USA.

Chromosomal Translocations Caused by Either Pol32-Dependant or Independant Triparental Break-

Induced Replication.

J. F. Ruiz; B. Gdmez-Gonzélez; A. Aguilera.
Mol. Cell. Biol. A Vol. 29 (20), 5441-5454. 2009. USA.
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Coevolutionary cycling of host sociality and pathogen virulence in contact networks.
Prado, F.; Sheih, A.; West, J. D.; Kerr, B.
J. Theor. Biol. 2009. Dec. 21; 261 (4): 561-9. 2009.

Chromatin assembly controls replication fork stability.

Clemente Ruiz and Félix Prado.
EMBO reports (in press). 2009.

A novel approach for organelle-specific DNA damage targeting reveals different susceptibility of

mitochondrial DNA to the anticancer drugs camptothecin and topotecan.
de la Loza, M. C.; Wellinger, R. E.
Nucleic. Acids Res. 37 (4): e 26. 2009. Mar.

Requlation of Spo12 phosphorylation and its essential role in the FEAR network.
Tomson, B. N.; Rahal, R.; Reiser, V.; Monje-Casas, F.; Mekhail, K.; Moazed, D.; Amon, A.
Curr. Biol. Mar. 24; 19 (6): 449-60. 2009.

Cell polarity determinants establish asymmetry in MEN signaling.

Monje-Casas, F.; Amon, A.
Dev. Cell. 16 (1): 132-45. Jan. 2009.

TAK1 activates AMPK-dependent cytoprotective autophagy in TRAIL-treated epithelial cells.

Herrero-Martin, G.; Heyer-Hansen, M.; Garcia-Garcia, C.; Fumarola, C.; Farkas, T.; Lépez-Rivas, A;
Jaattela, M.
EMBO J. 2009. Mar, 18;28 (6): 677-85. Epub 2009. Feb, 5. Erratum in: EMBO J. 2009. May, 20; 28
(10):1532.

Induction of DIk1 by PTTG1 inhibits adipocyte differentiation and correlates with malignant transformation.

Espina, A. G.; Méndez-Vidal, C.; Moreno-Mateos, M. A.; Saez, C.; Romero-Franco, A.; Japon, M. A;
Pintor-Toro, J. A.
Mol. Biol. Cell. Jul; 20 (14): 3353-62. 2009.
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HDAC and Hsp90 inhibitors down-requlate PTTG1/securin but do not induce aneuploidy.

Hernandez, A.; Lopez-Lluch, G.; Navas, P.; Pintor-Toro, J. A.
Genes Chromosomes Cancer. Feb; 48 (2): 194-201. 2009.

Microtubule nucleation at the cis-side of the Golgi apparatus requires AKAP450 and GM130.
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