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INTRODUCCION

Juan M. RAMIREZ DE VERGER
Direclor

Por segunda vez consecutiva me corresponde presentar la
memoria cientifica del Centro de Investigaciones Biolégicas,
en esta ocasion la del whimo bienio del siglo y, esperemos que
también, la del ultimo periodo que incluye exclusivamente
actividades desarrolladas en el viejo edificio de las calles de
Velazquez y Joaquin Costa: tras innumerables inconvenientes
y dilaciones, parece ya inminente la mudanza al nuevo edifi-
cio de la calle de Ramiro de Maeztu en el campus de la
Universidad Complutense. Confiemos en que los retrasos
queden compensados por la garantia de que las nuevas insta-
laciones van a funcionar correctamente desde el primer
memento cuando, por fin, llevemos a cabo el traslado. Quiero
reconocer aqui el gran esfuerzo del personal de nuestros
Servicios Técnicos, que lleva meses revisandolas y corrigien-
do las multiples deficiencias que presentan.

El contenido de la memoria pone de manifiesto que la acti-
vidad desarrollada en el Centro se mantiene en el nivel de cali-
dad alcanzado en periodos anteriores y que, dentro de la
variabilidad que es de esperar de un centro del tamano v la
naturaleza del nuestro, una fraccion importante de nuestros
grupos de investigacion son francamente competitivos en su
parcela especifica de actividad. Y aungue resulta algo arries-
gado calificar los resultados obtenidos en una linea particular
de investigacion come los de mayor interés o trascendencia,
por la facilidad con que se puede errar al emitir un juicio
sobre las posibles repercusiones de la investigacion bdsica a
medio y largo plazo, quiero mencionar aqui el andlisis de las
bases moleculares de la alkaptonuria, trabajo realizado en
colaboracion entre grupos de los departamentos de
Inmunologia y de Microbiologia Molecular, como uno de los
mds llamativos entre los que se han completado en el bienio
que cubre la presente memoria.

En contraste con la actividad de los grupos de investiga-
cién, la memoria no refleja explicitamente la de los servicios
del Centro. Sin embargo, su buen funcionamiento repercute

directamente en el desarrollo de los programas, proyectos v
contratos, y es uno de los factores que hacen al Centro atrac-
tive como lugar de trabajo. La atraccién esta documentada
por el hecho de que siete investigadores de carrera de otros
institutos del Consejo han solicitado oficialmente su incorpo-
racion al nuestro, y se refleja también en que resulta muy difi-
cil convencer a algunos de nuestros propios investigadores de
que se trasladen a otros centros de temdtica mds acorde con su
tipo de actividad; y todo ello a pesar de los graves problemas
de espacio de laboratorio que tenemos y que continuaremos
teniendo en la nueva sede. De nuevo, también resulta dificil
destacar la importancia de un servicio sobre las de los demas.
Por eso sélo mencionaré a los de mayor repercusion externa:
el de Secuenciacién de DNA, que ha actualizado recientemen-
te su infraestructura para poder satisfacer el incremento de la
demanda, en variedad y nimero, de las prestaciones ofrecidas,
y la Biblioteca, que continua siendo la de mayor actividad de
todo el CSIC en nmumero de documentos solicitados y facilita-
dos.

Para acabar esta introduccion, quisiera mencionar que,
tras un largo periodo de escasez de plazas, la tendencia ha
experimentado en el bienio un cambio positivo que ha resul-
tado en la incorporacion de siete nuevos Cientificos Titulares
a cinco de nuestros departamentos, y en la promocion a nive-
les superiores de otros seis companeros. Aunque estos nime-
ros son insuficientes para compensar el déficit acumulado en
los arios anteriores y no llegan a tiempo de corregir dafos irre-
versibles, crean expectativas de futuro para los que estan ini-
ciando su profesion investigadora y suponen un reconoci-
miento para los que, ya con una posicion estable, llevan afios
en los puestos inferiores de las escalas correspondientes.



INTRODUCTION

Juan M. RAMIREZ DF VERGER
Director

[t is for the second time that I have to introduce the bien-
nial Scientific Report of the Biological Research Centre (CIB)
of the Spanish Research Council (CSIC}, the last report of the
century and, hopefully, the last one, too, that includes work
only petformed in the old building at the crossing of
Veldzquez and Joaquin Costa sireets: after never ending pro-
blems and delays, it seems that the moving to the new premi-
ses at the campus of the Complutense University is very close.
Let us hope that the long wait may have at least a positive
effect on the reliability of the new installations: our technical
staff has had the chance to spend several months testing them
and trying to correct their numerous deficiencies.

The contents of the present report illustrates that the
scientific activity of the CIB remains at the level reached in
previcus years and, within the variability expected from an
institute of our characteristics and size, that a significant part
of our research groups are fairly competitive in their own
fields of activity. Even though it may seem risky to state that
the results of any particular research line are the most inte-
resting or important, since it is easy to make an erroneous
judgement on the future relevance of a piece of basic research,
[ will take the risk and peint out the analysis of the molecu-
lar bases of human alkaptonuria, carried out in collaboration
between groups of our Immunology and Molecular
Microbiclogy departments, as cne of the most cutstanding
results among those obtained within the couple of years cove-
red by this report.

In contrast with the activity of the research groups, the
work of the general services of the CIB is not described in the
report. However, their correct functioning influences to a con-
siderable extent the ability of the groups to successfully carry
out their programs, projects and contracts, and is one of the
factors that make our Centre attractive as a working place: in
the last year we had applications to join the CIB from 7 care-
er sclentists who were working at the moment at other CSIC
institutes, in spite of the severe shortage of lab space that we

presently have and that we shall continue to have in the new
building. Again, it is also difficult to direct the reader’s atten-
tion to a particular service as the most important. Thus [ shall
mention here only those that are more used by people outsi-
de the CIB: DNA Sequencing, which recently updated its ins-
truments to cope with the increase in internal and external
demand for analyses, an our Library, that keeps its first place
among those in the CSIC in number of documents supplied to
external users,

I would like to finish this introduction mentioning that
alter several years with a very low rate of positions opening,
in the period of the report we have incorporated 7 new staff
scientists to 3 of our departments, while 6 other members of
our stafl have been promoted. Even though these numbers are
still low and come toc late, they raise expectations for both
the young people that are starting their careers and the seniors
that have spent several years working hard at the low levels.



RECUERDOQS DEL CIB

EL CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOLOGICAS EN FL
TRANSCURSO DEL TIEMPO
Antonio Portolés
Las ciencias aplicadas no existen, lo que
existe son las aplicaciones de las ciencias.
Louis Pasteut.

Cumplide ya ¢l medio siglo desde que el Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas encargara al arquitecto Miguel
Fisac el proyecto de construccion de un edificio en el que reu-
nir varios de sus institutes de investigacian dispersos por dife-
rentes zonas de la capital, creo que merece la pena resaltar lo
que este singular Centro ha ido significando para la Ciencia
Espaticla. No puedo evitar, por tanto, que en esta ocasién tan
préxima a la inauguracién de un nuevo Centro de
Investigaciones Biologicas, mi memeoria discurriendo por el
laberinto del tiempo me traiga recuerdos de lo que supuso la
construccion de este edificio de la madrilena calle Velazquez,
....el de la senera fuente representando "al hombre que con su
ciencia tapona el orificio por donde la vida se escapa" y con
aquel otro pequeto surtidor, localizado en el jardin y "dedi-
cado al raton de laboratorio”, un simpatico monumente de
efimera vida por culpa de caprichosos depredadores noctur-
nos,

Cuando se empezd a construir nuestro antigue Centro,
uno era todavia un joven becario postdoctoral del Instituto
"Jaime Ferran" que, junto con otros y liderades por el Dr.
Socias, iba todos los sdbados a comprobar cémo temaban
forma los flamantes laboratorios donde pensaban alojarnos,
puesto que estabamos recogidos en el Instituto "Torres
Quevedo". Mientras, el Instituto "Ramdn y Cajal", permane-
cia en la Escuela de Ingenieros del Retiro, y otros institutos
estaban distribuidos por diversas Facultades de la capital.

En principio, el edificio iba a ser destinado para acoger tan
solo a los Institutos Cajal y Ferrdn, con una gran torre en el
dngulo para animalarios comunes de ambos centros. Sin
embargo, pronto la realidad de la situacién ciendfica en
Espana y la presion de las distintas "etnias de investigadores"
consiguieron modificar este criterio y asi, fueron varios los
institutos que, de un modo definitivo, habrian de quedar alo-

jados alli mediante un mejor aprovechamiento de los espacios
para laboratorios y a costa de que los animalarios de la totre
fueran bastante mds reducidos ...... ;Os imagindis a persona-
lidades cientificas de la época como Maranén, Sanz Ihaiiez,
Socias, Burriel, Rodriguez Candela, Castro, Carrato y Arteta,
principalmente, justificando las necesidades de sus grupos
cientificos para conseguir laboratorios distribuyéndose por
pasillos, alas, plantas, etc.? ....... Todavia no se habia descu-
bierto "el médulo ventana®", que tantas discusiones zanjaria
entre nosotros posteriormente,

Asi se inicié la andadura de nuestre Centro y, con tan esca-
sos grupos cientificos empezé a convertirse en el germen para
la formacidn del primer nucleo profesional de investigadores
espaiioles. Su vital competitividad generd activos procesos de
gemacion, dando lugar al desarrollo de muy diversas lineas de
investigacion en funcién de las posibilidades econémicas de
cada instituto o departamento, ya que cada grupo, por su
parte, intentaba conseguir ayudas de distintas instituciones e
industrias.

Aunque segin Shakespeare "el tiempo lleva en su espalda
una alforja en que va echando las limosnas que recoge para el
olvido", aquellos que perienecemos al ayer del primitive
Centro, todavia podemos recordar las muchas dificultades y
carencias sufridas hasta avanzados los arios sesenta en los que,
pese a las deficiencias de infraestructura se empezaron a con-
seguir mas medios de trabajo. Al acceder a la Direccion del
Centro a mediados de los setenta, pude comprobar los
muchos sacrificios y esfuerzos que hacian los distintos grupos
cientificos en su afin de mantener un nivel digno de investi-
gacion junto a otros equipos extranjeros, mejor dotados eco-
nomicamente, y con los que se establecian estrechas relacio-
nes de trabajo cientifico. La febril actividad, desarrotlada
desde el principio por todos los investigadores iba atrayendo
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neevos becarios, scbre todo al reclamo de los Planes de
Formacion de Personal Investigador. Esto v el retorno de los
primeros colaboradoeres que habian completado su formacion
en distintos centros del extranjero propicio la organizacion de
nuevos departamentos como los de Enzimologia, Biologia
Molecular y Endocrinologia, asi como también algunos nue-
vos Tnstitutos como €l de Biologia Celular y el Departamento
de Genética.

Singularmente, la década de los setenta estuvo repleta de
accidentes y cambios estructurales; asi, en junio del 73, hubo
necesidad de vencer las dilicultades derivadas de una catas-
tréfica explosion en la calle de Joaquin Costa, que destruyo
parte del edificio v afectd esencialmente al Instituto "Jaime
Ferrdan" y particularmente a nuestros laboratorios del sétano
donde teniamos instalados dos sistemas para cultivo continuo
de microorganismos y que, ni que decir tiene, hubimos de
rehacer lo mids rdpidamente posible en otra zona del instituto
para no entorpecer la marcha del trabajo;....pricticamente se
tardaron dos afios en lograr la recuperacion de este accidente.
A mediados de los setenta y coincidiendo con la transicion
democratica de Espatia, es cuando se produjeron mas cambios
en las estructuras organizativas por la creacion de nuevos ins-
titutos y asi, a partir de los Institutes de Biologia Celular y del
"Gregorio Maranén" se crearon el de Bioquimica de
Macromoléculas, y el de Biologia del Desarrollo; en tanto que
a finales del ano 73, con personal procedente de los Institutos
"Jaime Ferrdn" y Biologia Celular, se creaba el de Inmunologia
y Biologia Microbiana, A principios del 77. el CSIC se con-
vertia en un solo organismo auténomo v a mediados de este
mistmo afo, se sustituia la Junta Rectora del CIB por la Junta
de Directores. En el afio 79, el Departamento de Biofisica se
integra en el Instituto "Ramon y Cajal" como Unidad de
Neuropsicofarmacologia.

También, en cuanto a otras modificaciones estructurales
experimentadas en el centro, habrad de tenerse en cuenta que
en el primer tercio de los anos ochenta, por reorganizacion de
los efectivos personales del CSIC, se suprimié la organizacion
estructural por institutos y el Centro de Investigaciones
Biologicas quedd organizado como un centro multidisciplinar
aunque sin alterar los departamentos, secciones o grupos de
trabajo; de este modo, se pensé en facilitar el enriquecimien-

o de cada uno de los grupos dedicados a las muy diferentes
lineas de investigacion que siempre han sido libres, dingmi-
cas y abiertas a muy distintas fronteras de la Ciencia. Aquello
ne alecté a la productividad ni al entusiasmo del personal
cuyas publicaciones, seminarios, cursos, etc. mostraban un
incremento imparable en cantidad y calidad cientifica.
Asimismo, el personal auxiliar fue adecudndose cada vez mas
a las nuevas técnicas y mejorando su formacion hasta conver-
tirse en el valioso nucleo profesional con que hoy se cuenta.
Ouwro importante avance se consiguid entre los afios 1987 y
1991 en los que el Gobierno decidio impulsar la investigacion
y el desarrollo tecnolégico. Asi, poco a poco, el centro fue
convirtiéndose en uno de los mejor dotados del pais. El entu-
siasmo mantenido desde la época inicial fue adecudndose a la
necesaria profesionalidad y permitié llegar lelizmente a los
Planes Nacionales de Investigacion en los que, entre todos, se
procurd una eficaz colaboracién que hiciera posible afrontar
la consecucion de grandes objetivos de caracter pluridiscipli-
nar y aprioristicamente establecidos; en su caleidoscopica
imagen se asociaren investigaciones tante de genética y viro-
logia como de endocrinologia e inmunologia o de otras espe-
cialidades.

Al superar en mas de diez veces las previsiones de perso-
nal cientifico y auxiliar a albergar en el CIE de Velizquez, su
crecimiento hubo de proyectarse hacta el exterior y asi, lo que
en principio fueron departamentos dieron lugar a nuevos cen-
tros de excelencia como el de Biologia Celular "Severo
Ochoa", el Centro Nacional de Biotecnologia v el Instituio de
Investigaciones Biomédicas "Alberto Sols"; los tres en relacion
con la Universidad Auténoma de Madrid, mientras que otros
vieron su origen en otras provincias como el Instituto de
Micrgbiologia y Bioguimica de Salamanca vy el Instituto de
Biologia Vegetal y Fotesintesis de Sevilla. Esta falta de espacio
hizo que el Instituto de Genética y Antropologia se desplaza-
ra a uno de los edificios de la calle Serrano y también que se
edificara un nuevo Instituto " Ramon y Cajal"; ... siempre la
escasez de espacio y las dificultades economicas han obligado
a poner en juego los continuos esfuerzos del personal.

Este tan extraordinario desarrollo, hecho posible gracias al
entusiasmo, dedicacion y esfuerzo del personal del CIB, obli-
ga a recordar a compafieros que estuvieron en aquellos tem-



pos dificiles, cuyo talante y valfa cientifica tanto aportaron al
engrandecimiento y expansion del Centro. Desdichadamente
su prematura marcha de este mundo no les permitira dislru-
tar con todos nosotros de la inauguracién de un nuevo edifi-
cio. Por ello, recordamos aqui a José Avelino Pérez Geijo,
auténtico mago de las finanzas que en momentos acuciantes
podia proporcionar algun respiro economico. a Angel Pellicer

del Departamento de Genética.; a Jesus Morales y Carlos |

Ramirez, siempre atraidos por los hongos filamentosos; a
Maximiano Rodriguez buscando aplicaciones a una biomasa
de algas verdes: a Carlos Asensio, excelente bioquimico inves-
tigando metabolismos enzimdticos v de quien pocos sabian de
su habilidad como escultor en los ratos de ocio. Del mismo
modo son merecedores de nuestro carifiose recuerdo, sobre
tedo por las escuelas de investigacién que han dejado: David
Vazquez, para quien los mecanismos de antibiosis tenfan una
atraccién particular; Alberto Sols, impulsor de la Enzimologia
en Espafia y Eladio Vifiuelas, destacado cientifico en Biologia
Molecular y que tanto aporté al conocimiento de los virus.
Los (res eran muy valorados y respetados en los ambientes
cientificos internacionales.

En esta ocasién, parece obligado mencionar come se fue-
ron creando los dislintos servicios de apovo a la investigacion,
asi como su crecimiento evolutive a medida que iban sur-
giendo las necesidades. Pese al acentuado protagonismo que
en su dia se dio a la "lorre" para alojamiento de animalarios,
es posible que sea este servicio uno de los que, a lo largo del
tiempo, haya sufrido mds cambios en el CIB tanto en su capa-
cidad. ubicacion, y perfeccionamiento como en su dotacion
en especies animales muy particulares, lo que en la actualidad
le convierte en un servicio plenamente moderno.

Asi mismo, una muy especial mencion merece la existen-
cia del Taller de Instrumentacion creado hace una treintena de
afios que, en principio alendia a los servicios de mecdnica v
electricidad para, enseguida, ampliarse con los servicios de
electrénica y pldsticos, asi como los de fotografia y delinea-
cign, Su desarrollo "in crescendo” permite considerar a estos
servicios como una estructura modélica de eficaz apoyo a la
investigacién, ya que ademds de atender a un buen manteni-
miento de los delicados aparatos en uso, tienen capacidad
para [abricar otros de particular interés para los investigado-

res. Dicho departamento técnico se completa con laboratorios
de moderna tecnologia para estudios de microscopia electré-
nica y conlocal, quimica de proteinas, citometria de flujo,
secuenciacion de acidos nucleicos, etc.

No quiero terminar mi entrafiable recuerdo sin citar aqui,
ademds de los importantes Setvicios de Administracion vy
Almacén, las mejoras y cambios beneficiosos en la organiza-

¥ cion del Servicio de Biblioteca, tan eficazmente llevados a

cabo por su personal/Y, por ultimo, este repaso no quedaria
completo  sin recordar también a un Servicio, organizado
desde el principio, considerado mas modesto y que pocas
veces se menciona, como es el de Comedor; elle no obstante,
destacaremos que su hogarefia cocina siempre hizo "sentirse
como en casa" a tode el personal y ahorrar preciosos interva-
los de tiempo para estudio o para llevar a cabo tediosas técni-
cas de larga duracion.

Pese a tan perfecta organizacion, la critica situacion de
falta de espacio llego a extremos tales que, hace una quincena
de afios, bajo el impulso del entonces Director José Gomez
Acebo, otre de los compartieros prematuramente fallecidos, las
autoridades del CSIC se plantearon la necesidad de construir
un nuevo CIB en algin lugar de la zona NO de Madrid. Asi
decidieron que aguel eshelio edificio en "uve”, de amplias
ventanas y peripatéticos pasillos cuyas luces pronto serfan
obscurecidas por grandes aparatos, habria que sustituirle por
otro, mds moderno, sobrio, funcional y con mayor capacidad,
que hoy ya es una realidad en la Ciudad Universitaria, proxi-
mo a las tres Facultades de Ciencias, de Medicina y de
Farmacia; lo que permite una mas fdcil comunicacion entre
los grupos de investigadores en el Campus. Hoy, este edificio,
estd proximo a entrar en [uncionamiento coincidiendo con el
inicio del nuevo milenio como si de un feliz augurio se trata-
ra mirando al exitoso futuro que no dudamos le acompanara.
Es cierto sin embargo, que en el cultivo de la Ciencia no basta
con disponer de buenos edificios, sino que se requiere un
trato especial de los poderes publicos y todavia el porcentaje
del PIB destinado a la investigacion en Espafa no alcanza al
valor medio de la cifra que se destina en Europa. Cabe espe-
rar que la creacion del nuevoe Ministerio de Ciencia y
Tecnologia logre salvar esta situacion y solucionar, también, el
urgente problema de la incorporacion de cientificos porque,



pese a lo conseguido hasta ahora y con la mirada puesta en el
siglo XXI, es preciso superar esta situacién dando un nuevo
salto cualitativo y cuantitativo en potencial humano, equipa-
miento y organizacién que mejore aun mds su buen hacer
cientifico, Esto hard posible una rapida incorporacién a aque-
llos paises europeos mds adelantados en investigacion cienti-
fica v 1ecnolégica.

Me gustaria tener posibilidades para dibujar, en tiempo de
[uturo, este nuevo CIB a punto de inaugurarse, ya que estoy
seguro de sus éxitos, a juzgar, al menos, por lo que conozco
de algunas investigaciones que llevan a cabo actualmente los
que otrora, jévenes becarios, eran mis compartieros de trabajo
en temas de genética microbiana y también de aquellos con
los que mas 1arde estudidbamos problemas relativos a la regu-
lacién de la respuesta inmune. Hoy, éstos, ya maduros inves-
tigadores, dirigen grupos que trabajan en temas que miran
hacia los recientes campos cientificos de la gendmica y prote-
omica. A ellos y al resto de los investigadores de la casa y de
los que me considero un antiguo compafiero, me permito
ofrecer una tribuna en la Real Academia de Farmacia donde
comunicar sus mas recientes descubrimientos y publicacio-
ues, en la seguridad de que serdn muy bien acogidos.

En esta, supongo, ultima memoria de actividades del
"anciano" CIB a punto de jubilarse, hago veotos por los sobre-
salientes éxitos del recién nacido Centro de Investigaciones
Biolégicas en el que estoy seguro que las nuevas corrientes
cientificas de bioinformdtica, gendmica y protedmica tendrdn
un amplio desarrollo con vistas a solucionar los nuevos retos
y objetivos planteados por la investigacion hiologica.



MEMORIES OF THE CIB

THE CENTER OF BIOLOGICAL SCIENCES ALONG THE
TIME
Antonio Portolés
The applied science do not exist,
only exist applications of sciences.
Louis Pasteur

More than half a century has passed since The Spanish
Research Council asked the architect Miguel Fisdc the project of
construction of a new building to hold several of the research ins-
titutes, then dispersed at Madrid. I think that is worth noting to
pay attention on its significance for the Spanish Science. Thus, I
cannot avoid that the opening of a new Cenire for Biological
Sciences bring me vemembrances about the old building at
Veldzquez street, then a boulevard, at Madrid, with the fountain
in which “ the man attempts to stop with his knowledge the flow
of life that escapes” and with the other small mice fountain des-
troyed by nightly predators.

When our old Centre was begun to be built, I was a young
post doctoval fellow t the “Jaime Perrdn” institute that in the
company of ather laboratory fellows with the head of the labora-
tory Dr: Socias used to go to see how were growing the new labo-
ratories where we will be placed. At that time we were working
at the “Torres Quevedo” institute, the Histology institute “Ramon
y Cajal” was at its old building at the Retiro garden and the rest
of the of the research institutes were distributed at different uni-
versity faculties.

At the beginning, only the Ferrdn and Cajal institutes were
going to be placed at the new building, with big tower at the angle
for breeding centre and operdation rooms to be shared for both ins-
titutes. However, the weak situation of Science in Spain and the
political pressure of the distinct “researchers tribes” lead the aut-
horities to modify the initial planning. New laboratories building
included reducing the animal breeding and operation rooms faci-
lities....Can you imaging relevant scientific personalities such ds
Mearanén, Sanz Ibanez, Seoclas, Burriel, Rodriguez Candela,
Castro, Carrato or Arteta justifying their scientific needs to get a
laboratory along the corridors, floors etc?. The “window modu-
le” that aveided so many arguing was still unknown.

In this way began to walk our Centre with a few scientific
groups that with time would became the first nucleus of profes-
sional research in Spain after the Civil War Their live competiti-
ve spirit developed different research lines depending on the abi-
lity of each group on getting funds from different institutions or
industries.

Although according to Shakespeare “Time brings a saddle-
bag on his back for the alms recovered for the oblivion® those
who belong to the times of the beginning of the center remember
the difficulties and lacks that we suffer until the end of the sixties
for getting the necessary equipment to do our research. When 1
became the divector of the centre at the middle of the seventies 1
was able to assess the efforts and sacrifices carried out by the dif-
ferent groups to maintain scientific relations with foreign groups
better financed. The activity of the researchers to attract young
students, thanks to the “Formation of scientific personnel plans”,
and the return of young scientist formed a¢ reputed foreign labo-
ratories, gave as a result the creation of new departments, such
Enzymology, Molecular Biology, Endocrinology or new institutes
like Cell Biology and the department of Genetics.

The decade of the seventies was full of changes and accidents.
Thus, at June 1973 it was necessary to overcome the difficulties
after the explosion, due to underground works, that destroyed
part of the building specially the laboratories of the “Jaime
Ferran” institute. Specially our laboratories at the basement for
continuous growth of microorganisms. Tt took more than two
years to reconstruct all the affected laboratories. At the middle
of the decade and coincident with the political changes in Spain
at the end of the dictatorship there were changes at the depari-
ment structure of the Center. From the institutes of Cell Biology
and Gregorio Maranon were created to new institutes
Biochemistry of Macromolecules and Developmental Biology and
with scientist from Cell Biology and Jaime Ferrdn a Immunology



und Molecular Microbiology institute was created. At the begin-
ring of 1977 the Spanish research Council became a single auto-
nomous organism dnd the CIB. Committee was substituted by the
directors committee, at 1979 the Biophysics department integra-
ted as a Newropharmacology unit at the Ramon y Cajal Institute.

Referving the structural changes at the Centre, it has to be
considered that at the first third of the cighties the researchers
were reorganised and the old institutes were melted in a single
institute wit the name of Centre for Biological Research. This ins-
titute was multidisciplinar and remained organised in depart-
ments, sections and groups devoted to different fields of research
that always have enjoved of freedom at the distinct frontiers of
Science. This reorganisation did not affect neither the producti-
vity or the enthusiasm of the research people that showed an
increase in the number and quality of scientific seminars and
publications. At the same time the technical assistants were
incorporating the new techniques and improving their skills.
Another important step was the government decision of support
the research which provides the Centre with an excellent equip-
ment between 1987 and 1991, In this way the Centre become one
of the best research centres in Bielogy in Spain. The enthusiasm
maintained from the initial times was becoming a professional
skilfulness able to fulfil the government priorities in which gene-
tics, virology, immunology, endocrinology and other fields melted
as an a kaleidoscope.

The increase, by an order of ten of the vesearch personnel esta-
blished for the centre new institutes were growing with vesear-
chers from the CIB. New excellent scientific institutes such The
Institute for Biomedical research "Alberto Sols”, the Center for
Molecular Bielogy, the Institute of Microbiology at Salomanca or
the Institute for Plant Biology and Photosynthesis at Sevilla. The
Institue of Genetics and Anthropology moved to another building
at Servane Str and a new building for the “Ramon y Cajal” insti-
tute was built.

This extraordinary development was mainly due to the ent-
husiasm and effort of the CIB researchers and technicians that in
those difficult times gave their effort to the improvement of scien-
ce and the Centre of Biological Sciences. Unfortunately the pass
of time do not allow to some of them be present and enjoy the ope-
ning of the new building of the Centre. We have to remind here at

Aveline Pérez Geijo, a true magician obtaining funds for the
Center in difficult times and always attracting new students with
his enthusiasm; Angel Pellicer of the department of Genetics,
Jestis Morales and Carlos Ramirez always thinking on fungi,
Maximiano Rodriguez on algae biomass or Carlos Asensio, exce-
llent biochemist and sculptor. We have to remind heve three exce-
llent scientists that fortunately leave behind good scientific scho-
ols : Alberto Sols organiser of the first biochemistry in Spain,
David Vdzquez devoted to the antibiotics mechanisms and Eladio
Vinuela prominent scientist in molecular biology. All of them
were members of the “Centro de Investigaciones Biologicas” and
internationally well renown.

In this occasion we have to refer the creation of new services
supporting research that were appearing according to the needs
originated for the new times. The initial protagonist, the breeding
cenive of the tower, was changing with the addition of new servi-
ces with transgenic animuls at present. The scientific workshop
was one excellent achievement of the centre, from mechanical and
electrical services was improving their scientific supplies to rese-
arch with phetography, design (now electronic). The development
of the functions developed for the old workshop reflects the evo-
lution of the research quality at the CIB giving now a support for
the new needs of research with modern services of electron
microscopy, CCD, flow cytometry, synthesis and sequencing of
proteins and oligonucleotides etc.

I can't finish my references on the centre facilities without a
refevence to the administration, supplying services as well as the
library facility one of the best in Spain in Biology so well atten-
ded by its personnel. Last but not least, the dinning room that
make feel us like at home during the long stays at the laboratory
following the development of an experiment.

In spite of such good organisation structure, the critical situa-
tion, due to the lack of laboratories and proposed by the then
directar José Gamez Acebo, lead the CSIC quthorities to construct
a new building for the CIB at the “Ciudad Universitaria”. A new
sober and functional building in the neighbourhood of the facul-
ties of Sciences, Pharmacy and Medicine. Today this building is
near to be epened coincident with the new millennium as a pro-
mise of splendours scientific future that undoubtedly will come
for the CIB. It is certainly tvue that the culture of science do not



grounds only on excellent buildings but depends on the special
treatment of the political power to science development, Spain do
not reach half of the amount devoted for the rest of the European
countries budget to science. It should be expected that the creation
of the new ministry of Science and Technology will help to over-
come this situation as well as one of the main problems, the incor-
poration of new scientists to the science system doing an step for-
ward not only from the quantitative but also from a qualitative
point of view. This will allow our incorporation to the more
advanced countries in science and technology.

I'would like to have the possibility of design the new futurc of
the new centre. I am pretty sure of the coming success, judging. at
least for the new research being carried out at present for the jor-
mer students, now excellent scientists that were my laboratory
cotleagues at he microbial genetics laboratory as well as with
those with we studied the problems of the immune response.
Today the head groups working on intevesting genomic and pro-
teomic projects. To them and to the vest of the components of the
researchers group of this house from which I consider myself us a
colleague I offer the Roval Academy of Pharmacy to communica-
te their interesting results wheve there will be welcome.

Is this, T suppose, the last memory book of the “Old CIB” close
to retirement, I hope that the new born CIB have brilliant results
in new fields as bioinformatic, genomics and proteomics that will
help to solve new objectives on the biomedical research.
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Portada del ejemplar N° 3 del Volumen 286 correspondiente al 26 de Febrero de 1999 de
la revista Journal of Molecular Biology, editada por Academic Press. Los editores de la
revista eligieron ilustrar la portada de este numero con una figura correspondiente a
nuestro trabajo (Sogo et al., 1999) en la que se muestra una fotografia al microscopio
electronico de un intermediario cle replicacion del plasmido pHH5.8 digerido con la enzi-
ma de restriccion AlwNI (representada por un par de tijeras) conteniendo una burbuja
interna anudada. A la derecha, un dibujo interpretativo del plasmido intacto en el que se
senalan los sitios de corte de la enzima.

Cover page of the Academic Press Journal of Molecular Biology, Volume 286, issue # 3 corres-
ponding (o February 26, 1999. The Editors of the Journal chose to illustrate the cover of this
issue with a figure corresponding to our work (Sogo et al., 1999). The figure shows an elec-
tron micrograph of a pHH5.8 replication intermediate containing a knotted bubble after diges-
I.. - ?MHWWHWE tion wlith AlwNI ('iml'i_mrlrd h)': a pair of scissors). At the right, a diagram illustrating the intact
il P iyl e plasmid and the restriction sites.
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Palabras clave: Origenes ¥y terminos de replicacion, barreras de
replicacion, electroforesis bidimensional en geles de agarosa,
estereoisémeros, nudos, cromosomas artificiales, virus del
Papiloma bovino (BPV), virus de Epstein-Barr (EBV), genes
TRNA, terminacion de franscripeion, expansion de repeticiones
de wrinucledtidos, enfermedades neurcdegenerativas. eritroleu-
cemia, hemalopoyesis, HMBA, clk/STY, proteina quinasa, ran,
expresion genica, diferenciacion celular, librerias de cDNA,
RDA, microarrays

Iniciacion, bloqueo y terminacion de la replicacion

Desde 1987 nuestro grupo trabaja en la caracterizacién de
la mecanica de la replicacion del DNA tanto en sistemas cro-
Mosomicos como extra-cromosdmtcos. Utilizamos plismidos
bacterianos y de levaduras como modelos experimentales sen-
cillos antes de pasar a YACs {cromosomas artificiales de leva-
duras) y cromosomas de organismos supericres. Nos interesa
no s6lo la identificacion de origenes, t€rminos y barreras para
el progreso de las horquillas, sino también los cambios topols-
gicos que sufre el DNA a medida que progresa ia replicacion.
Creemos que s6lo asi podremos avanzar en el conocimiento de
la estructura y funcion de los cromosomas eucaridticos. A mas
largo plazo, nuestro objetivo es la construccion de cromosormas
artifictales que puedan ser utilizados como vectores estables
para transformar células de plantas y mamiferos, con el objeto
de poder realizar una terapia génica eficaz en estos organismos
superiores. Hemos observado que en los pldsmidos de
Escherichia coli de pequeno tamario y con mas de un origen de
replicacion, solo se activa un origen por pldsmido. Ademas, en
aquellos plasmidos con dos origenes ColL1 enfrentados, el ori-
gen silencioso actia como una barrera para el progreso de Ia
horquilla iniciada en ¢l otro origen. A lo largo de estos dos 1ilti-
mos afos hemos estudiado algunas de las consecuencias de
este bloqueo prematuro de la replicacién. La acumulacion de
imtermediarios de replicacion con una burbuja interna hace que
las topoisomerasas de tipo 1T generen nudos en la regién va
replicada del pldsmido. La gran mayoria de los cruces de estos
nudos son de signo pesitivo, lo que indica que a lo largo del
proceso replicativo, tanto la regién no replicada como la ya
replicada, estdn superenrolladas negativamente (Sogo et al.,
1999). Hemos observado que este bloqueo de las horquillas no
€5 U evento coyuntural, ya que conduce a la terminacion pre-

Keywords: Replication origins and termini, veplication Jork bar-
riers, two-dimensional agarose gel electrophoresis, stereoiso-
mers, knots, artificial chromosomes, bovine papilloma virus
(BPV, Epstein-Barr Virus (EBV), rRNA §enes, transcription ter-
mination, trinucleotide repeats expansion, neurodegenerative
diseases, erythroleukemig, hematopoiesis, HMBA, clh/STY pro-
tein kinase, ran, gene expression, cellular differentiation, cDNA
libraries, RDA, microarrays

Initiation, Blockage and Termination of DNA Replication

Qur group studies the mechanics of DNA replication in chro-
mosomes and extra-chromosomal elements since 1987, We use
hacterial and yeast plasmids as simple experimental systems
before moving-on to YACs (Yeast Artificial Chromosomes) and
the complex chromosomes of higher eukaryotes. Our interest is
focused not only in the identification of origins, barriers and ter-
mini, but also in the topolagical changes that occur during DNA
replication. In this way we hope to improve our knowledge on the
structure and function of eukaryotic chromosomes. Our long-
term goal is to build-up artificial chromosomes that might be
used as stable vectors to transform plant and mammalian cells.
We found that in small Escherichia colj plasmids bearing more
than one origin, initiation only occurs at one of the origins.
Moreover; in those plasmids with two inversely oriented ColE]
origins, the sienced origin acts as u polar barrier for the fork ini-
tiated at the active origin. During the last two years we studied
some of the consequences of this prematutre blockage of DNA
replication. Blockage of the replication fork leads to the uccumu-
lation of replication intermediates (RIs) containing an internal
bubble, which may serve as a substrate for inadvertent knotting
events vesulting from topo l-type action that tend to fix some of
the crossings present in interwound supercoiled molecules. For
this reason most of these nodes have positive signs (Sogo et al.,
1999). This observation provides the best evidence so far indi-
cating that precatenanes are negatively supercoiled in partially
replicated plasmids. We showed that blockage of the replication
Jorks is not just a pause but permanent, since it leads to a pre-
mature termination event (Santamaria et al., 2000a).
Combination of 2D agarose gel electrophoresis with repeated
primer extension by PCR (“Polymerase Chain Reaction™) led us
to show that the 3" end of the lagging strand at the origin and the




Riolagia Molecular de los Cromosomas Eucaridticos / Molecular Biology of Fukaryotic Chromosomes

matura de la replicacion. La combinacion de técnicas como el
andlisis de intermediarios de replicacion por electroforesis bidi-
mensional en geles de agarosa y la extension repetida de ceba-
dores {“Repeated-Primer-Extension”™) por PCR (“Polymerase-
Chain-Reaction™) nos ha permitido comprobar que el extremo
3" de la cadena retrasada del origen y del sitio de blogqueo coin-
ciden exactamente a nivel nucleotidico (Santamaria et al.,
2000a). Por otra parte, la preparacién de muestras enriquecidas
en moléculas especificas parcialmente replicadas, nos ha per-
mitido demostrar por microscopia electronica, que las burbujas
acumuladas son susceptibles de sufrir la reversién de al menos
una de las horquillas (Viguera et al., 2000), algo que se habia
sugerido pero no se habia logrado visualizar con anterioridad.
Finalmente, hemos demostrado que en plasmidos de la levadu-
ra Sdccharomyces cerevisiae con un origen bidireccional, la ter-
minacion de la replicacién no ocurre siempre en el mismo sitio
sino que puede ocurrir en cualquier lugar dependiendo de la
sincronia de partida v la velocidad de progresion de las horqui-
las.

Barreras de replicacion del DNA en eucariontes y su relacion
con las mutaciones dindmicas

Al contrario de lo que se asumié durante mucho tiempo, el
movimiento del complejo de replicacién a lo large del DNA no
es uniforme, va que puede encontrarse con obsticulos que
inducen el bloqueo o la parada temporal de las horquillas de
replicacion en sitios especificos. Una horquilla de replicacién
detenida es una estructura susceptible de recombinar con otras
zonas del genoma e inducir mutaciones deletéreas. Estamos
estudiando dos de estas barreras para la replicacion del DNA:
aquellas que de forma natural estén presentes en el rDNA y las
inducidas por algunas repeticiones trinucleotidicas, cuya
expansion constituye la mutacion responsable de una serie de
enfermedades hereditarias humanas. En cuanto a la barrera del
DNA (denominada RFB), hemos comprobado que estd alta-
mente conservada en todos los organismos eucarioticos anali-
zados. Estamos estudiando ¢! mecanismo molecular involucra-
do, su regulacion v su papel biologico. En Pisum sativum, los
elementos cis de la RFB son una serie de repeticiones en tdn-
dem de 27 bp localizadas en el espaciador, cerca del extremo 3
de la unidad transcripcional. Estos elementos no son suficien-
tes para promover el bloqueo de la replicacién, ya que ademas

blocking site coincides precisely at the nucleotide level.
Interestingly, Ris containing an internal bubble may undergo
reversion of the fork, at least in vitro (Viguera et al., 2000). Fork
reversion was hypothesized but never shown before. Finally, we
showed that in Saccharomyces cerevisiae plasmids with a bidi-
rectional origin, termination does not occur at a fixed site but
may take place anywhere depending on the firing synchrony and
the rate of forks progression (Santamaria et al., 2000).

DNA replication arrest in eukaryotes and its relationship with
dynamic mutations

Conirary to what was thought for many years, movement of
replication complexes along DNA is not uniform. The replisome
may encounter obstacles that could induce pausing or even block-
age of the replication fork at specific sites. An arrested replication
fork is prone to recombine with other regions of the genome and
to induce deleterious mutations. We are currently studying two of
these DNA replication fork barriers (REBs): the natural barrier
present in eukaryotic rDNA and the replication arvest induced by
trinucleotide tandem repeats. An expansion of some trinucleatide
repeats is the mutation responsible for a series of hereditary
human diseases. Concerning the rDNA replication fork barrier
(RFB), it is highly conserved from yeast to mammals and higher
plants. Our objective is to determine the molecular mechanism
involved, ifs regulation and biological role. In Pisum sativum, a
series of 27-bp imperfect tandem vepeats located in the spacey,
close to the 3 end of the transcriptional unit, is the cis-acting ele-
ment of the RFB. These repeats, however, are not sufficient to pro-
mote replication arrest. At least one trans-acting nuclear protein
that binds the 27-bp repeats in vitro is also required. This
requirement explains our previeus observation that these 27-bp
repeats do not act as an REB when they replicate in heterologous
SYStems.

In vivo studies demenstrated a strong RFB in the ¥DNA of
mouse cells. Cis- and trans-acting factors involved in this barri-
er are also used by the cell to terminate rRNA transcription by
RNA polymerase I However, in the budding yeast
Saccharomyces cerevisiae, the mechanism of fork arrest at the
rDNA RERB is independent of transcription termination. This sug-
gests that although the yDNA RFB was conserved throughout the
evolution of eukaryotes, the molecular mechanism that regulates
it diverged. Characterization of the Schizosaccharomyces



se requiere, al menos, una protefna de localizacién nuclear que,
en ensayos in vifro, se une especificamente a estas repeticiones.
El requerimiento de un factor trans explica nuestras observa-
ciones de que estas repeticiones de 27 bp no actiian como una
barrera cuando replican en sistemas heterslogos.

Esmidios in vivo realizados en nuestro laboratoria demos-
traron la presencia de una fuerte RFB en el tDNA de ratén, en
la que los factores cis v frans implicados coinciden con los res-
ponsables de la terminacién de la transcripeién del rRNA por
RNA polimerasa . Sin embargo, en la levadura Saccharomyces
cerevisiae, el mecanisme de blogueo de la replicacion es inde-
pendiente de la terminacion de la transcripcion. Esto sugiere
que aunque la barrera del rDNA se ha conservado a lo largo de
la evolucian, el mecanismo molecular que la regula ha divergi-
do. Los estudios que estamos realizando en
Schizosaccharomyces pombe apoyan esta hipétesis, dado que en
esta especie, evolulivamente mds proxima a mamiferos que a S.
cerevisiae, coexisten ambos mecanismos. El rDNA de S. pombe
contiene dos tipos de RFBs, uno dependiente de los factores de
terminacion de la transcripeion y otro, atin por caracterizar, en
el que los factores implicados no participan en la terminacion
de la transcripcién.

La estructura secundaria adoptada por algunas secuencias
de DNA también pueden ocasionar un bloqueo de la replica-
cion, sin la intervencion de factores asociados. Este parece ser
el caso del bloquea inducido por microsatélites trinucleotidi-
cos, cuya expansién constituye la mutacion responsable de un
elevado numero de enfermedades hereditarias humanas,
Estamos estudiando la relacion causa-electo entre el blogueo
de la replicacion en estas secuencias y su inestabilidad. Hemos
abservado que en sistemas procarioticos modelo, esta relacion
es cterta para todos los rinucleotidos asociados a enfermeda-
des. En la actualidad estamos estudiado esta relacién en culii-
vos de ¢élulas humanas normales y procedentes de individuos
alectados por estas enfermedades de expansion de trinucleéti-
dos.

Regulacién de la diferenciacion inducida en células eritroleu-
cémicas

Las caracteristicas predominantes de la mayoria de las
enfermedades tumorales a nivel celular incluyen una pérdida
del control de la proliferacion y un bloqueo de la dilerenciacion
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pombe RFB supports this hypothesis. In this species, closer to
higher eukaryotes than S. cerevisiae, the mechanisms previously
described for budding yeast and mammals coexist, '

Secondary structuve of some DNA sequences can also induce
replication arrest per se without the requirement of additional

Jactors, This seems (o be the case for some trinucleotide randem

repedts that are expanded in a growing number of hereditary
human diseases. We are studying cause-cffect relationships
between replication fork avrest al these triplet repeats and their
instability. We found this relationship occurs in prokaryetic mod-
els for all the trinucleotide repeats associated with expansion dis-
eases in humans. We are now studying this relationship in cul-
tured human cells established from normal and affected individ-
uals.

Regulation of induced differentiation in murine ery-
throleukemia cells

Tumor cells are characterized by a loss of control of cell pro-
liferution and blockage of cell differentiation. In many instances
however, cells are able to reinitiate and successfully complete the
differentiation program, including the reestablishment of termi-
nal cell division. The main goa! of our lab is to understand how
oncogenic transformation interferes with mechanisms of regula-
tion and how the normal process can be reconstituted. Our stud-
ies are based on the melecular analysis of blockage of diffeventi-
ation in murine erythroleukemia (MFEL) cells.

MEL cells blocked at the proerithroblast stage by the integra-
tion of the Friend complex virus, can be induced to reenter their
terminal differentiation program by the action of several agents
such as HMBA. Our main goal is to identify genes that are acti-
vated or repressed during the early steps of cell commitment. Our
working hypothesis is that o temporal sequence of changes in
expression of certain genes is an essential part of switching tumor
cells back into terminal differentiation. Using differential
hybridization and subtracted libraries we identified genes whose
expression is modulated through MEL induced differentiation.
Among those, a) ran GTPase and b) protein kinase clk/STY are
specially relevant for preferential expression in erythropoietic cell
lines and possible vole in differentiation.

a) Ran is an abundant protein that is gradually inactivated
throughout MEL cell differentiation, probably due to exit of the
cell cycle. Blockage of ran however, preferentially affects cells
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celular. Existen evidencias que demuestran que las células
tumorales son capaces, bajo condiciones apropiadas, de reini-
ciar vy completar su programa de diferenciacién, incluyendo el
camino hacia la divisién celular terminal. Desde hace ya varios
anos, el objetivo de nuestro laboratorio es avanzar en el conoci-
miento de como la transformacion oncogénica interfiere con los
mecanismos de regulacion en células tumorales y cémo estas
perturbaciones pueden ser revertidas para reestablecer los con-
troles normales. Nuestro planteamiento se basa en el estudio de
las bases moleculares del bloqueo de la diferenciacién en células
de la eritroleucemia murina y de los cambios que tienen lugar
cuando se inducen a las mismas a una diferenciacion terminal.

Las células MEL, bloqueadas a nivel de proeritroblastos por
integracion del complejo virico Friend, pueden ser inducidas a
reiniciar el programa de diferenciaciéon mediante inductores
como el HMBA. Nuestro objetivo se centra en la identilicacion de
genes cuya activacion (o desactivacion) tenga lugar durante las
primeras etapas de la determinacion celular. Esto se basa en la
existencia de cambios temporales y secuenciales en la expresion
de genes que estimularian (o reprimirian) el paso de una célula
tumoral a una diferenciacién terminal. Mediante el empleo de
técnicas de hibridacion diferencial y librerias de substraccién
hemos identificado genes cuya expresion se ve modulada a lo
largo de la diferenciacion inducida de células MEL. Por su expre-
sién preferencial en lineas eritropoyéticas y por su posible parti-
cipacion en el proceso de diferenciacién son de especial interés:
a) la GTPasa Ran, y b) la proteina guinasa clk/STY.

a) Ran es una proteina abundante en células MEL que se
inactiva gradualmente a lo largo de la diferenciacién, hecho que
estd relacionade con la salida de las células del ciclo celular. El
bloqueo de ran sin embargo, afecta preferencialimente a células
que han iniciado la diferenciacion, provocande un aumento de
apoptosis en la poblacion diferenciada.

b) CIK/STY es una proteina quinasa de doble accién, capaz
de fosforilar residucs de serina/treonina asi como de tirosina,
que interactia preferencialmente con las proteinas de la familia
SR. Hemos comprobado que clk se activa a lo largo de la dife-
renciacion inducida de células MEL v que la expresion exoge-
na de clk acelera la aparicion de células diferenciadas.
Utilizando vectores de expresion inducibles por tetraciclina,
estamos analizando en qué momento del procese actiia clk v
cudles son los efectos de un bloqueo en los distintes momentos
de la diferenciacion.
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Regulacion del ciclo celular por rutas de chequeo

La regulacion del ciclo celular por retrcalimentacion esta
a cargo de los llamados genes de chequeo, o supresores tumo-
rales en mamiferos. Ellos permiten retrasar cualquier transi-
cion irreversible entre dos fases secuenciales del cicle celular,
propercionando asi a la célula un tiempo adicional para com-
pletar un requisito. Los bloqueos del cicle por chequeo son,
pues, reversibles. Ademas, dichas bloqueos tienen caducidad:
si no se cumple el requisito en un cierto tiempo, la célula
acaba realizando la transicién (adaptacion). Las consecuen-
cias de dicha adaptacion en rutas que controlan la idoneidad
del DNA llevan a inestabilidad génica v/o aneuploidias. La
cafeina, inhibidor de las quinasas ATM (mutada en pacientes
con ataxia-telangiectasia) y ATR {relacionada con ella} poten-
cia la cancelacion de miltiples rutas de chequeo, al ser dichas
guinasas componentes de ellas.

Hemos determinado que la hidroxiurea, al producir una

Keywords: Cell cycle, regulation by checkpoints, chromosome
structure and function, DNA damage and repair, eukaryotic cells

Cell cycle regulation by checkpoint pathways

The feedback regulation of cell proliferation is under the con-
trol de checkpoint genes, known as tumor suppressor in mamma-
lian cells. They delay irreversible transitions between two
sequential cycle phases, providing the cell with and additional
time to fulfill certain requirement. Chechpoini-induced blocks are
then reversible. They are alse frail, as if the requirement is not
fulfilled afier a time, the cell will entry into the next cycle phase
in spite of its inability to deal with later processes. This undue
override, known as checkpoint adaptation, is serious when the
checkpoint is activated by failures in the DNA, as adaptation is
the source of genome instability and/or aneuploidy. Caffeine, a
drug that inhibits the ATM hinase (mutated in ataxia-telangiec-
tasia patients) and the relatied ATR kindse, promotes the overri-
de of multiple checkpoint blocks, because both kinases are com-
ponents af the signal transduction segmeni of the checkpoint
pathways.

We have found that hydroxyurea, an inhibitor of the ribonu-



deplecion de nucleatidos por inhibicién de la ribonuclestido
reductasa, activa en las células vegetales dos rutas de chequeo
que interrumpen la replicacion al comienzo y en el centro del
periado 5. La superacion indebida por caducidad de ambos
bloqueos no impidié que las ¢élulas iniciaran y cursaran su
periedo G2, ni que -dentro del G2- se enfrentaran con los
chequeos de terminacion de replicacién y de reparacion del
DNA antes de permitirse la iniciacion de mitosis. La cafeina
fue incapaz de favorecer la adaptacién de los bloqueos por
chequeo en el periodo S, aunque si el de dafo al DNA en G2.
Esa eficacia era independiente de 1a historia previa de la célula
y del inductor del chequeo, ya que también era inducida por
metales pesados. La relacion entre cantidad de dano oxidativo
y chequeo G2 se abordé también en pacientes con sindrome de
Down y anemia de Fanconi, que siempre presentan un dano
cromosomice mayor que los controles. El empleo de cafeina
también favorecia en ellos la adapracién al chequeo G2, mien-
tras que un antioxidante rebajé el dafo cromosomico.

En cuante a la posible regulacién por chequeo de otros
procesos del ciclo cromosémico, hemos definido, por prime-
ra vez, que la capacidad para ensamblar ejes cromosémicos
previa induccién de condensacion cromosomica prematura
en células cultivadas de mamiferos (M. munjak), cuyos ejes
fueron tenidos por plata, se pierde transiloria y localmente
durante la replicacion (figura), para ganarse de nuevo poco
después del paso de la horquilla de replicaciéon. Mds aun,
pudimos determinar que la individualizacién premitotica del
cremosoma depende de la actividad de la topoisomerasa 11, v
que dicha actividad se encuentra bajo un control por chequeo
en (2. Su superacion indebida permitio observar estructuras
cromosdmicas (figuras omega) que representan zonas de anu-
damiente entre regiones no homélogas, por ello no relaciona-
das con la replicacion semi-conservativa, sino con un proce-
s0 de anudamiento casual, cuya resolucion va seguida de
recombinacion en G2.
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cleatide reductase that produces depletion of nuclestides, activa-
tes two sequential checkpeint pathways, one in early and the
ather in mid S. The undue override of one or both replication
checkpoints did not prevent the initiation and completion of the
ensuing G2. Their entry into mitosis did not take place before
their confrontation with the DNA completion and DNA damage
checkpoints in G2. It wus found that caffeine did not favour the
undue override of the S checkpoint, while it was efficient in the
override of the DNA damage chechpoint in G2. Caffeine effect
was independent from the previous cell history and from the indu-
cer of DNA damage, as it also responds to heavy metals, The
relationship between oxidative DNA domage and override of the
G2 checkpoint was also tackled with in patients that displayed
increased basal damage in relation to controls (Down syndrome
and Fanconi’s anemia). The use of an antioxidant decreased the
chromosomal damage reaching mitosis, while caffeine override of
the G2 checkpoint incredsed such a damage.

In relation to the chromosomal cycle in interphase we found,
after the induction of premature chromosome condensation in
mammalian cells (M. Muntak) (figure) how the competence to
assemble the non-histone chromosomal axis or scaffold is tran-
siently and locally lost during the passage of the DNA throughout
the replicosome, and it is regained shortly afterwards. We have
also found that the process of chromosomal individualization
that takes place in G2 depends on topoisomerdse 1 activity.
Moreover, this activity was under a checkpoint control. Its undue
override allowed to observe the formation of omega figures in
their chromosomal cores. They seem to represent places of ran-
dom non-replicative entangles formed between non-homologous
sequences, resolved in G2 itself.
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Induccioén de apoptosis y necrosis por drogas antitumorales
especificas del DNA

El tratamiento de las lencemias v otros tumores requiere
frecuentemente el uso de agentes citotéxicos/citostiticos
especificos del DNA, Ello incluye la hidroxiurea v la citarabi-
na {ara C); agentes alquilantes, tales como el cisplatino y el
melfalan; inhibidores de la DNA topoisomerasa 1, tales como
los agentes intercalantes amsacrino (mAMSA), mitoxantrona
y doxorrubicina (adriamicina), y los no intercalantes etopdsi-
do {(VP-16) y tenipssido (VM-26); v, todavia bajo ensayo cli-
nico, algunos derivados de la camptotecina, inhibidor de Ia
DNA topoisomerasa 1. Hemos demostrado que el tratamiento
in vitro con bajas concentraciones de estos agentes induce a
largo término (72-96 h) la diferenciacion y muerte por apop-
tosis de células lencémicas mieleides, fenémenos asociados a
alteraciones especificas en el ciclo de divisién celular (parada

Keywords: Apoptosis, necrosis, stress proteins, antitumour drugs,
monocytic cells

Induction of apoptosis and necrosis by DNA antitumour drugs

The trearment of leuhemia and other types of cancer fre-
quently requires the use of DNA-specific cytotoxic/cytostatic
drugs. This includes DNA synthesis inhibitors, such as hydrox-
yuea and cytarabine; alkylating drugs, such as cisplatin and
melphalan; DNA topoisomerase 1 inhibitors, such as amsacrine
{(mAMSA), mitoxantrone, doxorubicin (adriamycin}, etoposide
(VP-16) and teniposide (VM-26); and some analogs of camp-
tothecin, a DNA topoisomerase 1 inhibitor. We earlier demon-
strated that prolonged in vitro treatments {(72-96 W) with low
cencentrations of these drugs induce differentiation and death by
apoptosis of myeloid leukemia cells, in association with specific
alterations of the cell cycle (S andfor G2 arrest and unbalanced
cell growth). By contrast, high concentrations of the drugs rapid-
ly cause apoptosis by mechanisms not directly related with the
cell cycle, Nevertheless, some cytotoxic treatments may cause
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en fases S y/o G2 e hipertrofia celular). Por el contrario, a con-
centraciones elevadas dichos agentes inducen rapidamente
apoptosis por mecanismos no estrictamente dependientes del
ciclo de divisién. No obstante, algunos agentes citotdxicos
pueden provocar no sélo apoptosis, sino también necrosis,
dependiendo del tipo celular v de las circunstancias experi-
mentales - p.e., alterando el contenido en glutation (GSH)
intracelular, segin hemos demostrado recientemente (Galan
et al.: Eur. ]. Cell. Biol., en prensa)}. Esta distincion es impor-
tante con vistas a la optimizacion de las terapias antitumeora-
les, dado que la muerte apoptotica es claramente preferible
para el organismo al evitar la libre diseminacion de residuos
celulares y el dano subsiguiente de los tejidos circundantes
{p.e., inflamacion).

Nuestro trabajo actual se centra en el analisis de distintos
factores que pueden regular la generacién de apoptosis, y
decidir la seleccion del tipo de muerte celular (apoptética-
necrdtica), tras tratamiento con las drogas antitumorales arri-
ba indicadas. Utilizando especialmente células del linaje
menocitico-macrofdgico - humanas (U-937 y THP-1) v de
ratén (RAW) - estamos estudiando: (a) La capacidad de los
agentes antitumorales, bajo distintas condiciones experimen-
tales, para provocar apoptosis y necrosis. (b) La regulacion de
ambos tipos de muerte por estrés oxidativo. Para ello analiza-
mos la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), v
la modulacién de la apoptosis y necrosis por agentes antioxi-
dantes con distinta especificidad. (¢) La regulacion de la
muerte celular por otros laciores dependientes de oxidacion,
lales como: (i) alteracion en los niveles de ATP; (i} disfun-
cion mitocondrial; v (iii) actividades caspasas v alteraciones
en sus vias de activacion (p.e., liberacién de citocromo C). (d)
La implicacion de proteina quinasas - en particular las MAP
quinasas p38 v ERK1/2, v la PKC delta - v de factores de
transcripeién criticos - especialmente Jun/AP-1 y NF-kB - en
la induccién de apoptosis vy la seleccién entre apoptosis y
necrosis.

Regulacién de la respuesta de estrés: Expresion de protei-
nas de choque térmico (HSPs) y resistencia celular

Una propiedad de algunos agentes fisico quimicos (tales
como la hipertermia, los metales pesados, v algunos imhibi-
dores del metabolismo energético} es su capacidad de activar

apoptasis or necrosis, depending on the cell {type and the experi-
mental conditions - e.g., alterations in the intracellular glu-
tathione (GSH) content, as recently demonstrated (Galdn et al.:
Eur . Cell. Biol., in press). Apoptosis seems to be clearly advan-
tageous for the organism, since this mode of death prevents the
free dissemination of cell debris and the consequent damage of
the surrounding tissue, as it occurs during necrosis.

Our present research consists in the investigation of factors
possibly involved in the regulation of apoptosis and in the selec-
tion between apoptosis and necrosis in monocyte-macrophage
cells (U-937 human promonocytic cells and RAW mouse
macrophages) treated with the above indicated antitumour
drugs. In particular, we are studying: (a} The capacity of the
antitumour agents, under different experimental conditions, to
cause apoptosis and necrosis. (b) The regulation of both types of
death by oxidative stress. With this aim, we analyze the genera-
tion of reactive oxygen species (ROS), and the modulation of
apoptosis and necrosis by antioxidant agents. (c} The regulation
of cell death by exidation-dependent factors, such as (i} alter-
ations in intracellular ATP levels; (i} mitochondriul disfunction;
and (iii) caspasas and their mechanisms of activation {e.g.,
citochrome C release). (d} The invelvemente of protein Rinases -
in particular the p38 and ERK1/2 MAP kinases and PKC delta -
and critical transcription factors - Jun/AP-1 and NF-kB - in both
apaptosis and necrosis induction.

Regulation of the stress reponse: Expression of heat-shock pro-
teins (HSPs) and cell resistance

A well known property of some physical and chemical agents
(such as heat, heavy metals and inhibitors of energy metabolism)
is the capacity to induce the stress response, characterized by the
synthesis and accumulation of heat-shock proteins (HSPs). The
stimulation of H5P gene expression by stress inducers in higher
eukaryotes seems to be specifically regulated by heat-shock fac-
tor | (HSF1). Thus, under stressful conditions, HSF1 {present in
the cytoplasm as a monomer of forming heteromeric complexes)
undergoes homotrimerization, translocation to the nucleus, bind-
ing to its DNA vecognizing sequence (the heat-shock element, or
HSE), and finally hyperphosphorylation to fully acquire the
transactivation capacity. The expression of HSPs is now consid-
ered ds a subject of greai clinical-pharmacological intevest, due
(o the capacity of HSPs te confer resistance against apoptosis.
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la respuesta de estrés, caracterizada a nivel molecular por la
sintesis y acumulacién de “proteinas de choque térmico”, o
HSPs. La induccion de los genes HSP por estrés en células
eucarioticas superiores estd regulada: por el factor transcrip-
cional HSF1 (*heat-shock factor 17), siguiendo un proceso
que comprende su liberacion de un complejo represor en el
citoplasma, homotrimerizacién, translocacién al nicleo,
union a la secuencia consenso de reconocimiento en el DNA
(HSE, o “heat-shock element”), y finalmente hiperfos(orila-
cion para adquirir la plena actividad transactivadora. Aungue
contemplado inicialmente come un tema de interés casi
exclusivamente académico, la expresion de las HSPs ha
adquiride recientemente interés clinico-farmacolégico, dada
la evidencia de que algunas de estas proteinas inhiben el pro-
ceso de apoptosis. Por ello, se sospecha con fundamento que
la expresion constitutiva de HSPs en algunos tipos tumorales
(p.e., HSP70 en cdncer mamario) puede haber contribuido al
desarrollo del fenotipo tumoral. Ademds, la sobreexpresion
de HSPs, sea constitutiva o inducida por farmacos, podria
limitar seriamente la eficacia de la terapia antitumoral.
Finalmente, hay otros genes de gran importancia fisiologica
distintos a los clasicos HSPs que también son regulables por
HSF1 - pee., el gen MDRI/P-gp, responsable principal del
fenotipo de resistencia multiple a drogas.

Nuestro trabajo actual consiste en el analisis de factores
posiblemente implicados en la regulacion de la respuesta de
estrés, y en el estudio de la relacion entre expresion de HSPs
y la muerte celular (apoptética y necrética). Como modelos
celulares utilizamos células promonociticas humanas U-937 y
macrofagicas de raton RAW, y como inductores de estrés uti-
lizames normalmente el choque térmico y el metal pesado
cadmio. Continuando nuestro trabajo ya iniciade (Galan el
al., Biochim. Biophys. Acta [en prensa]), estamos estudiando:
{a) La dependencia de la respuesta de estrés tespecto de la
oxidacién celular. Ello se lleva a cabo midiendo la generacion
de especies reactivas de oxigeno, y analizando el efecto de dis-
tintos agentes antioxidantes sobre le expresion de los genes
HSP {a nivel de RNA y proteina} y sobre los distintos pasos de
la activacién de HSF1 (oligomerizacién, union al DNA, v fos-
forilacién). (b) La implicacion de MAP quinasas - JNK, p38y
ERK 1/2 - v de la PKC delta en la fosforilacién-activacién de
HSF1. (c} Ademds, estamos analizando la capacidad de agen-
tes antitumorales con distinte mecanismo de accién para

Because of this property, the constitutive overexpression of HSPs
in some tumours (e.g., HSP70 in breast cancer cells) may be
determinant for the development of the malignant phenotype.
Maorevover, the increased expression of some HSPs, either consti-
tutive or induced by antitumour drugs, may severley compromise
the efficacy of the antitumour therapy. Finally, some genes of
great physiological importance other than the classical HSP
genes are also regulated by HSF1 - e.g., the MDRI/P-gp gene, the
main determinant of the multidrug resistance phenotye.

Our present interest is focussed on the analysis of some fac-
tors possibly involved in the regulation of the stress response, as
well as on the relationship between HSF expression and cell death
(apoptotic and necrotic). The cell models used are U-937 human
promonocytic cells and mouse RAW macrophages, and the stress
inducers used are heat-shock and the heavy metal cadmium.
Following our already initiated studies (Galdn ef ul., Biochim.
Biophys. Acta, in press), the following aspects are under investi-
gations: {(a) The regulation of the stress vespanse by intracellular
oxidation. This aspeci is analyzed by medsuring the generation
of reactive oxygen species, as well as by determining the effect of
antioxidant agents on HSP expression (at both the RNA and pro-
tein levels) and on HSF1 activation (oligomerization, DNA bind-
ing, and phosphorylation). (b) The involvement of MAP hinases
- JNK, p38 and ERK1/2 - and PKC delta on HSF! phosphoryla-
tion-activation. (¢) In addition, we are analyzing the capacity of
antitumour drugs to induce the stress response. In all cases (a-c),
the possible alterations in HSP expression (specially HSP70 and
HSP2Z7) is correlated with changes in the cell susceptibility to
dpoptosis and necrosis.
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inducir la respuesta de estrés. En todos los casos (a-¢} inten-
tamos correlacionar los posibles cambios en la expresion de
las HSPs (especialmente HSP70 v HSP27) con alteraciones en
la susceptibilidad celular a la apoptosis y necrosis.
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Derepresion de genes Hox en embriones de = | .
raton con mutaciones en los genes Polycomb Genoti po: Saivaj €,

M33 y RinglA. Se muestran embriones de Ring1A~”~ 6 M33 /= Ringl1A-~/- y M33 =
raton de 11.5 de desarrollo hibridados en
toto a mRNA antisentido de Hoxc9. Los
embriones deficientes en RinglA y en M33
(B) muestran expresion de Hoxe9 en estruc-
turas anteriores de neuroectodermo y meso-
dermo en las que en embriones salvajes o
deficientes para uno solo de los dos genes
(A) no hay expresion.

Synergistic interactions between the murine
Polycomb group genes RinglA and M33. Expresi on
Whole mount in situ I'_I_}-J'n’!dl.‘:drrun of 1 I‘J _dp( Hoxc9
mouse embryos to antisense Hoxc9 mRNA. The
comparison of the expression patterns showed
an anteriorization of the rostral boundary of Hoxe9 expression in embryos lacking both RinglA and M33 (B) compared to that of wild
type embryos or embivos lacking either RinglA or M33 (A).
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génicos, ratones knock-out

Nuestro laboratorio estudia los mecanismos de silencia-
miento en vertebrados mediades por proteinas del grupo
Polycomb {(PcG). Estos mecanismos son especialmente rele-
vanles en ¢l mantenimiento de estados transcripcionales inac-
tivos, Mutaciones en genes que codifican proteinas PcG pro-
ducen alteraciones de los procesos de desarrollo, asi como de
la actividad proliferativa de una variedad de tipos celulares.

Clonaje molecular y caracterizacién funcional de genes del
grupa Polycomb de raiom

En la actualidad, gran parte del estudio de la funcién PcG
deriva de la experimentacién en la mosca Drosophila melano-
gaster. Los productos de los genes PcG forman complejos que
participan, mediante un mecanismo(s) molecular(es}) no
caracterizado en la represian transcripcional de un nimero de
genes relevantes en desarrollo, y en particular de los genes
Hox. El sistema de represion transcripcional PeG estd conser-
vado evolutivamente, aunque e} conocimiento de la funcion
PcG en mamiferos es muy limitado. En el laboratorio hemos
identificado dos nuevas proteinas de raton, RinglA y Ringl B,
que muestran blogques de homologia a lo largo de sus secuen-
cias, aunque son codificadas por genes diferentes. Estas pro-
teinas contienen un motivo RING finger, implicado en la aso-
ciacién a proteinas PcG y que forma parte de la region N-ter-
minal con actividad represora de transcripeion. Otro bleque
de homologia, en la region C-terminal, es esencial para la aso-
ciacion a otras proteinas PcG. A diferencia de lo que ocurre
con la mayoria de los genes PeG de mamiferos, los genes
RingIA v RinglB carecen de homélogos con funcion PcG
conocida en Drosophila. Para determinar si se trata de genes
PcG hemos iniciado un estudio funcional de estas proteinas
en ratones mutantes con ganancia y pérdida de funcion,
mediante su expresion eclopica en ratones transgénicos y
mediante la inactivacion de uno de los genes por recombina-
cion homologa en células ES (en colaboracion con T. Magin,
Bonn}, respectivamente. La caracterizacion de estos animales
muestra transformaciones homedticas y otras alteraciones del
esqueleto axial comparables a las de ralones con mutaciones
en genes PcG. El estudio de los patrones de expresion en la

Keywords: Polycomb genes, Ringl proteins, repression, transge-
nic mice

Our laboratory is intevested in the transcriptional silencing
mediated by the Polycomb group of genes (Pc-G) in vertebrates.
This function is specially relevant for the maintenance of the
transcriptionally inactive state. Pe-G mutations result in alieva-
tions of developmental processes, as well as of the normal proli-
feration of a number of cell types.

Molecular cloning and functional characterization of murine
members of the Polycomb group of genes

Most of our understanding of the PcG function derives from
work in the fly Drosophila melanogaster. The products of the
PcG genes form complexes which are involved in transcriptional
repression of a number of developmentally relevant genes, such
as the Hox genes. The molecular mechanism(s} of PcG function
are not known. The PcG system is conserved throughout evolu-
tion, although its function in mammauls is being studied only
recently. In the lab we have identified two new murine proteins,
RinglA and RinglB, structurally related but encoded by diffe-
rente genes. These proteins ave transcriptional vepressor that
interact with PcG protein through conserved domains in both the
N-terminal region (which contains a RING finger motif} and the
C-terminal region. In contrast with all other mammalian PcG
genes identified to date, the Ringl genes lack a functional PcG
homolog in Drosophila. To study Ringl function we generated
both RinglA overexpressing and Ringl A deficient mice (the lat-
ter in collaborationwith 1. Magin, Bonn). Analysis of these
mutant animals showed homeotic transformation and other alte-
rations of the axial skeleton similar to those observed in PcG
mutant mice. The study of the expression of Hox genes, during
the maintenance phase of expression, showed anteriorization and
posteriorization of the rostral boundaries of expression of some
Hox genes in the loss and gain of function mutants, respectively.
Taken together, these results indicate that RinglA is a new PcG
gene.



fase de mantenimiento de genes Hox, muestra efectos opues-
tos sobre los bordes anteriores de los dominios de expresion
de algunos genes Hox (anteriorizacién en el modelo de pér-
dida de funcién; posteriorizacion, en el modelo de ganancia
de funcion). En conjunto, los dos modelos animales proveen
evidencia genética de funcién PcG para RinglA.

Identificacion de nuevos genes (putativos) PeG

La caracteristica de las proteinas PcG para formar comple-
jos ha sido utilizada para identificar componentes de esos
complejos mediante la deteccion de sus interacciones en el
sistema genético del di-hibride en levaduras. Utilizando
RinglA fusionada al dominio de union a DNA de LexA,
hemos identificado ¢<DNAs de una genoteca de embriones de
raton que codifican para una proteina nueva que interacciona
directamente con las proteinas Ringl. Esta proteina también
interacciona con YY1, un ortélogo del gen PcG de Drosophila
pleiochomeotic (pho). Tanto YY1 como pho tienen la capacidad
de interaccionar con DNA y por esto, la proteina que hemos
identilicado, denominada RYBP por su propiedad de unirse a
Ringl y a YY1, puede ser funcionalmente relevante en la loca-
lizacion de complejos PeG sobre loct especilicos.
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Search for new putative PcG members

A two-hybrid screen in yeast was used to search for new
Ringl interacting proteins. Using RinglA as a bait we have iden-
tified cDNAs encodign for a new polypeptide, which also inte-
racts with YY1. Because of this, the new protein has been termed
RYBP (from Ringl and YYT binding protein). RYBE like all the
kinown PcG components acts a transcriptional repressor when
tethered to reporter plasmids in transiently transfected tissue cul-
ture cells. YY1 is the mammalian ortholog of the Drosophila PcG
gene pleichomeotic (pho), and share a multizincfinger DNA bin-
ding domain. This suggests that RYBP may play a role in targe-
ting PcG complexes to DNA.

— Casanova, M., Bravo, A, Ramirez, A, Morreale de Escobar, G.,Were, F, Merlino, G.,Vidal, M.. and Joreana, |. (1999). Exocrine pancreas disorders in transgenic mice

overexpressing human keratin 8. ). Clin. Invest. 103, 1 587-1595.

— Garcia, E., Marcos-Rodriguez, C., Lorente, M., Moreno, |., and Yidal, M. (1999). RYBP, a new repressor protein that interacts with components of the mammalian
Polycomb complex, and with the transcription factor YY1.EMBO |. 18, 3404-3418.
— Ramirez, A, Vidal, M. A, Bravo, A, and Jorcano, ). L. (1999). Transgenic animais for the determination of agents which stimulate or repress epidermal hyperproli-

feration and hair growth. "U.S. Patent 6, 087-554".
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Caractlerizacion estructural y funcional de dos nuevos [ac-
tores de transcripcion: FHX y KIAA1041

Uno de nuestros objetivos fundamentales es el estudio de
los mecanismos de control transcripcional en eucariotas.
Actualmente estamos llevando a cabo la caracterizacion de
transcripcion: FHX y KIAA1O041. THX
(FOX]2) es un factor de transcripcion de la familia lork head,

dos factores de

muchos de cuyos miembros han sido implicados en procesos
de desarrollo embrionario. FHX es un activador transcripeio-
nal que se expresa como dos isoformas con distinta capacidad
transcripeional. Reconoce dos tipos de secuencias en el DNA
presentes en muchos genes de vertebrados. FHX se expresa en
numerosos tejidos y organos adultos y embrionarios aunque
no en todos los tipos celulares. En el desarrollo pre-implanta-
cion de raton FHX comienza a expresarse en el estadio de 8
células y se mantiene durante todo el desarrollo. Esto sugiere
que podria tener un papel importante en los primeros eventos
de diferenciacion en el desarrollo temprano, probablemente
en la diferenciacion de los dos linajes celulares del blastocis-
to: el trofoectodermo vy la masa celular interna. Nuestro obje-
tivo es aproximarnos a la funcion biologica de FHX en el

g
i

Keywords: FHX, KIAA1041, Freac, embryonic pre-implantation
development, fork head

Structural and functional characterization of two new tran-
cription factors: FHX and KIAA1041

The main line of research of our laboratory is the study of the
molecular mechanisms of transcriptional control in higher
enkaryotes. Currently, we are working on the characterization of
two transcription  factors denoted FHX(FOX]2) and
KIAA1042(FOX]J3). Both factors are members of the Fork head

family of transcription factors. Transient transfection experi-

ments showed that FHX is a transcriptional activator. FHX is
expressed as two isoforms of diffevent size and diffevent trans-
criptional capacities. FHX binds two types of DNA sequences
present in vegulatory regions of many vertebrates genes. I is
expressed in several adult and embryonic tissues, although not in
all cell types. In pre-implantation embryonic development FHX is

[first expressed at the 8-cell stage, coincident with the first diffe-

rentiation events of early development. Thus, FHX could play
some vole during these stages of development, and perhaps in the
differentiation of the two distinct cell lincages of the blastocyst:
the trophectoderm and the inner cell mass. We want to get insight
into the biological function of FHX in early embryonic develop-
ment. To do so, we want to characterise target genes regulated by
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desarrollo temprano buscando por un lado genes regulados
por FHX que se expresen en ¢l desarrello pre-implantacion y
per otro generando mutantes de pérdida de funcién del gen
{ratones Knock-out). :

KIAAL041 (FOXJ3} es el factor de manscripcion de la
familia fork head con mayor identidad con FHX. Nuestros
datos sugieren que ambos genes surgieron a partir de un
ancestro evolutive comin por duplicacién de una region
gendmica completa. KIAA1041 tiene una expresion materna
(se expresa en oocitos sin fecundar) y una expresion zigética
muy temprana, detectindose desde el estadic de 2-células.
Puesto que entre FHX y KIAA1041 puede existir algun tipo
de redundancia o solapamiento funcional, queremos caracte-
rizar en paralelo con FHX la funcién bioldgica de KIAA1041.

Mecanismos moleculares del desarrollo embrionario pre-
implantacion: Una aproximacién a los problemas de inferti-
lidad en el hombre y a nuevas estrategias anticonceptivas

El objetivo principal de esta linea es el estudio de los
genes que se expresan duranie el desarrollo embrionario pre-
implantacion de mamiferos, utilizando el ratén como mode-
lo. Hasta el esladio de 2-células, el embrion utiliza RNAs y
proleinas maternas presentes en el cocito. Fn el estadio de 2-
células tardio tiene lugar la activacién del genoma zigotico
(AGZ) que supone la activacion de genes especilicos respon-
sables de la progresion del desarrollo del embrién hasta blas-
tocisto, como por ejemplo: los genes Qct-4, mTEAD-2, FHX
¥ KIAALO41 Pretendemos con este proyecto conocer qué
genes son necesarios para la viabilidad del embrion y/o su
progresion adecuada 2 lo largo del desarrollo pre-implanta-
cion. Queremos determinar por un lado el repertorio de genes
expresados en cada estadio de desarrollo pre-implantacion;
oocitos, zigotos, morulas, morulas compactadas y blastocis-
tos. Por otro lado, queremos estudiar la [uncion biologica de
los genes que regulan la expresion génica durante estas etapas
de desarrollo, tanto de los ya conocidos como de los nuevos
que identifiquemos. Para ello, analizaremos los cambios feno-
tipicos y del patrén de expresion génica producidos tanto por
la sobreexpresion de estos genes, como por la inhibicién de su
expresion mediante dsRNAi, en embriones. Creemos que los
resultados de este proyecto podrian aproximarnos a la identi-
ficacion de genes relacionados con problemas de infertilidad

FHX, and to analyse the FHX loss-of-function mutant (knock-
out) mice.

KIAAL1O41 is the fork head factor showing the highest
sequence identity with FHX. Our data suggest that the genes for
botk factors oviginated from a common ancestor by duplication
of a large genomic region which includes some other unrelated
genes. KIAAI041 has maternal expression. lés mRNA is present
in the oocyte. Zygotic expression is observed in 2-cell stage embr-
yos, coincident with the gygotic gene activation event. Given
their high structural similarity and overlapped expression pat-
terns, we believe that FHX and KIAA104]1 could share some
degree of functional redundancy.

Molecular mechanisms of pre-implantation development: an
approach to human infertlity problems, and to new contracep-
tive techniques

The main goal of this project is to know the genes involved in
the embryonic pre-implantation development of mammals, using
the mouse as a model. Up to the mid 2-cell stage, the embryo
relies on maternally inherited RNAs and proteins synthesised
during oogenesis. At the end of the 2-cell stage the activation of
specific zygotic genes takes place. This is the case of Oct-4,
mMTEAD-2, FHX and KIAA1041, which are involved in the regu-
lation: of the very early differentiation events of the pre-implan-
tation development. This project is oriented to know the genetic
basis of the early development in mammals. We want to identify
genes expressed in each developmental stage; oocytes, zigotes,
morulaes, compacted morulaes and blastocysts. Furthermore, we
want to study the biological function of the regulatory genes
involved in these early developmental stages: Oct-4, mTEAD-2,
FHX and KIAA104, and the new genes that we identify. The ove-
rexpression of these genes, or their downregulation, would give us
an idea about which genes are important for the early embryo
survival and/or its adequate progression through the initial pha-
ses of embryonic development. The effect of the altered expression
of these genes on the normal gene expression pattern of each
developmental stage, will be studied utilising the dsRNAi techno-
logy and expression veciors. The results of this project would be
important to identify potential candidates of post-fertilisation
infertility genes. Furthermore, the understanding of the biclogi-
cal functions of these regulatory genes could give us the possibi-
lity of design new contraceptives techniques. This project is in the
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post-fecundacion en el hombre. La falta de funcion de alguno
de estos genes reguladores del desarrollo embrionario pre-
implantacién, pedria originar microabortos previos a la
implantacion del embridn en el dtero. Estos casos de inferti-
lidad no tienen éxito en los tratamientos de fecundacion in
vitro, ya que el problema es posterior a la fecundacién en si.
Cenocer los genes necesarios para la viabilidad de los embrio-
nes y su progresién a lo largo del desarrollo pre-implantacion,
nos puede ayudar a entender el pronéstico clinico de muchas
parejas con problemas de infertitidad. Ademads, paradéjica-
mente, conocer estos genes reguladores de estas etapas de
desarrolle y entender su funcién biolégica, permitiria disefiar
métodos de bloqueo de su expresion, lo que tiene interés en
el disefto de nuevos métodos anticonceptivos del tipo de la
“pildora del dia después”. Este proyecto lo hemos iniciado
muy recientemente y selamente hemos obtenide resultados
muy preliminares.

Clonaje y caracterizacion del gen DmFoxF de Drosophila
melanogaster

Actualmente estamos llevando a cabo la caracterizacion
estructural y funcienal de un factor de transcripcion de la
familia fork head identificado en Drosophila y al que hemos
denominado DmFoxE FEste factor muestra un dominio de
union al DNA del tipo fork head con una identidad muy alta
con los dominios de unién al DNA de los factores FREACI
(FOXF1) y FREAC2 (FOXF2) de mamiferos. Ademas del
dominio fork head, también estda conservado el dominio de
transactivacion AD1, localizado en el extremo C-terminal de
las proteinas FREAC de Drosophila y de mamiferos. El gen de
Drosophila se localiza en el cromosoma 3 en la region 65D4-
63E1. Se extiende 4 Kb y comprende 4 exones. DPmFoxF se
expresa como dos isoformas originadas probablemente por
splicing alternativo. La isoforma L, se extiende 664 aa y la iso-
forma 5 305 aa. Ambas isoformas son idénticas hasta el ami-
niogcido 361 y difieren en la regién C-terminal. Por tanto la
isoforma $ pierde los ultimos 41 aminodcidos del dominio
fork head, correspondientes a las regiones W1, S3 y W2
caracteristicas de este dominio de unién al DNA. Aunque la
region C-terminal de ambas proteinas es totalmente diferente,
ambas comparten un dominio rico en histidinas cuya funcion
desconocemos hasta el momento. La proteina DmFoxF con-

very early beginning and our results are just very preliminary.

Cloning and characterization of the gene DmFoxF of
Drosophila melanogaster

Currently, we are characterising the structure and function of
a novel fork head factor of Drosophila melanogaster that we
found in our laboratory and that we denoted DmFoxE This fork
head protein shows identity to the fork head domain and the AD1
transactivation domain of murine and human FREACI (FOXF1)
and FREAC2 (FOXF2}. The Drosophila gene has been mapped
cytologically to 63D4-65E1 and spans 4 Kb of genomic DNA and
it is split in 4 exons, Two isoforms of DmFreacl/2 have been
found, probably originated by alternative splicing from an unique
gene. The L isoform spans 664 aa and the $ isoform 505 aa. Both
isoforms are identical in the first 361 amino acids and they dif-
fer in the C-terminal end of the protein. Thus, the § isoform lacks
the final 41 amino acids of the fork head domain corresponding
to the W1, 52 and the W2 regions. Although the C-terminal part
of both proteins are different, both isoforms share a histidine rich
domain of unknown function. DmFaxF protein is able to bind the
same DNA sequences as vertebrate's FREAC2. However, it is
unable to bind other DNA sequences recognised by other fork
head factors. Bath DmFoxF isoforms ave expressed in all deve-
lopmental stages of the fly: embryos, larvae, pupae and aduit
flies. Nevertheless, it has a spatially restricted expression pat-
tern, as demonstrated by antibody staining experiments which
show DmFoxF expression only in visceral mesoderm of the embr-
yo. This suggests a possible role of DmFoxF in the formation of
the midgut constrictions, during embryonic development. In
collabaration with the group of Dr. Lucas Sdnchez at the CIB, we
are generating loss-of-function and gain-of-function mutant flies,
taking advantage of the powerfull genetic techniques of this orga-
fista.
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serva propiedades bioquimicas de las proteinas de vertebra-
dos, ya que es capaz de reconocer las mistnas secuencias de
DNA que la proteina FREAC2 de mamiferos y sin embargo no
se une a otras secuencias de DNA reconocidas por otros fac-
tores fork head. Las dos isoformas se expresan en tedos los
estadios de desarrollo de la mosca: embrién, larva, pupa y
adulte. Sin embargo DmFoxF tiene un patrén espacial de
expresion embrionaria restringido, limiténdose al mesodermo
visceral del embridn. Esto sugiere un posible papel de este
gen en la formacion de las constricciones del tubo digestivo
medio durante el desarrollo embrionario. Para aproximarnos
a la funcion biologica de este gen, estamos generando, en
colaboracién con el grupo del Dr. Lucas Sinchez del CIB,
mutantes de pérdida de funcion v de ganancia de funcién del
gen aprovechando las ventajas genéticas de este organismo.
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— Pérez-Sinchez, C.,Arias, C., Gémez-Ferreria, M.A., Granading, B., and Rey-Campos, J. (2000). The human Forkhead factor FHX can be expressed as two diffe-
rently active isofarms. }. Mol. Biol. 301, 795-806.
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Analisis citelogico y molecular de proteinas implicadas en
la la segregacién cromosomica

Se ha usado una bateria de anticuerpos monoclonales para
identificar antigenos asociados a componentes cromosomicos
y del huso microtubular. Mediante inmunofluorescencia se ha
estudiado la distribucién y conservacion eveolutiva de los anti-
genos durante la divisién celular en diferentes organismos
(levaduras, nematodos, Drosophila). Asi mismo, se han usado
los anticuerpos para rastrear librerias de expresion de cDNA
y aislar los genes codificantes correspondientes. Dichos genes
se han caracterizado molecularmente v se han seleccionado
para realizar el andlisis genético mutacional en S. pombe v
Drosophila.

1) Se han identificado, en el nematodo Parascaris y en la
levadura S. pombe, dos nuevas proteinas de tipo "coiled-coil”,
que intervienen et la organizacion del aparalo mitdtico.
Dichas proteinas se asocian a los centrosomas y a la region
ecuatorial durante la citocinésis. El analisis mutacional del
gen correspondiente en S, pombe por interrupcion del gen y
posterior estudio del fenotipe mutante ha llevade a concluir

Keywords: Chromaosowes, segregation, proteins, cell division

Cytological and molecular analysis of proteins involved in
chromoesome segregation

We have used monoclonal antibodies to identify antigens that
associate to chromosomes and spindle components. By immuno-

fluorescence techniques we have studied the conservation and cell

distribution of the antigens during cell division in different sys-
tems (fission veast, nematodes, S. pombe). The antibodies have
been used to screen ¢DNA expression libraries and to isolate the
encoding genes. We have carried out the molecular chavacteriza-
tion of the genes and have undertaken the mutational analysis in
fission veast and 5. pombe.

1) We have identified two new coiled-coil proteins that are
involved in the organization of mitotic apparatus in the nemato-
de Parascaris and in the fission yeast S, pombe. The proteins
associaie to the centrosomes and to the ecuatorial vegion during
cytokinesis. The analysis of a S. pombe mutant of the gene and
the study of the resulting phenotype lead to conclude that the
protein (Alm) participates in the organization of the cell
medium region.

2) A new S. pombe protein (Meics) containing numerous
zinc fingers motifs has heen characterized. This protein is speci-
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que la proteina identificada (Alm) participa en la organiza-
cién estructural de la region media celular.

2) Se ha identificado en Drosophila una nueva proteina
(Meics) caracterizada por su alto contenido en motivos de
dedos de zinc. Dicha proteina es especifica de células meidti-
cas y se caracteriza por su capacidad de translocacion del
niicleo al huso medio durante la espermartogénesis.

3) Se ha identificado en Drosophila una nueva proteina de
tipo kinesina. Dicha proteina, cuyo anilisis genético mutacio-
nal se estd realizando, se caracteriza pet su asociacion al apa-
rato mitotico y meiotico.

Eliminacion de cromosomas en Sciara

La eliminacion programada de cromosomas de origen
paterno en diferentes estadios del desarrolio del insecto
Sciara constiluye un ¢jemplo clasico de fendmeno sometido a
"imprinting” o impronta genomica. Dicho proceso ocurre: (1)
durante la separacion de la linea somética en la embriogéne-
sis {eliminacion de un cromosoma X o dos cromosomas X de
origen paterno segtin el sexo del embrién); (2) en las células
germinales embrionarias {eliminacién de un cromosoma X
paterno); y (3) durante la gametogénesis {eliminacién de
todo ¢l complemento cromosémice paterno). La impronta a
la que estan sometidos los cromosomas paternos/maternos de
Scidara es de naturaleza reversible dado que se elimina y se res-
tablece de una generacion a la siguiente.

Uno de los aspectos actualmente en estudio es analizar
las modalidades de segregacion cromosomica atipica durante
la ocurrencia del fendmeno de eliminacion en los diferentes
tejidos de este organismo. Mediante el uso de anticuerpos,
se estdn analizando los patrones de distribucion de proteinas
cromosdmicas ya conocidas que son esenciales para la fun-
cion centromérica y para la correcta dindmica de la segrega-
cidn crosomosomica.

Otro aspecto de interés es la posible existencia de diferen-
cias 0 cambios en la organizacion de la cromatina segun su
origen materno/paternc en los distintos estadios del desarro-
llo en los que se produce el fenémeno de la eliminacién. En
este sentido, hemos usado anticuerpos que reconocen especi-
ficamente dilerentes sitios de acetilacion de las histonas H4 y
H3 para caracterizar los patrones de acetilacion del DNA
durante el ciclo cromosémico de Sciara. Los resultados

fic for meiotic cells and translocates from nuclei to the middle
spindle during spermatogenesis.

3} A new kinesin-like protein that associates to the mitotic
and meiotic apparatus has been identified in S. pombe and we
are currently analyzing a mutant of this gene,

Chromosome elimination in sciarid flies

The programmed elimination of paternally-derived chromo-
somes in different stages of development that occurs in sciarid
flies constitute a classic example of an imprinted phenomenon.
This process occurs: (1) during embryonic somatic line separa-
tion (loss of one X chromosome or two X chromosomes depending
on the embryo sex); (2) in embryonic germ cells (loss on one
paternal X chromosome); and (3) during gumetogenesis (discar-
ding of the whole paternal chromosomal set). The imprinting
that affects paternal/maternal chromosomes in sciarids is rever-
sible since it is erased and reestablished at each new generation.

We are currently studying the abnormal chromosome segre-
gation modalities during the occurrence of chromosome elimina-
tion in different tissues. By means of antibodies we are analyzing
the distribution patterns of conserved chromosomal proteins
involved in centromeric function and in chromosome segregation.

We have also focussed in finding differences or biochemical
modifications in chromatin organization between maternal and
paternal chromosomes in different developmental stages. We
have used antibodies thai specifically recognize different acetyla-
tion sites of the histones H4 and H3 to characterize the acetyla-
tion patterns during chromosome cell cycle in Sciara. Our results
show that during germ line development paternally/maternally-
derived chromosomes differ in their acetylation partern,
Moreover, in sciarids histone H4 is preferentially acetylated in
lysine 8 and 12 sites. The observed differences between mater-
nal/paternal chromatin is veversible and we are currently analy-
zing its relation with respect to transcriptional activity during
development.
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demuestran que durante el desarrollo de la linea germinal los
cromosomas de origen paterno y materno se acetilan de modo
diferencial en las histonas H4 y H3, La acetilacién de la histo-
na H4 en Sciara se produce preferentemente en las lisinas 8 y
12. Dichas diferencias son reversibles y actualmente estamos
estudiando su relacién con la actividad transcripcional de los
complementos paternos/maternos durante el desarrollo.
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Organizacion telomérica en Chironomus (Diptera)

El mecanismno de elongacién telomérica en Chironémidos
difiere del mediado por la accién de la telomerasa sobre
secuencias cortas de 6-25 bp. En los Chironémidos estudia-
dos hasta ahora, los telomeros estin formados por bloques de
secuencias repetidas complejas de 175-340 bp, que se extien-
den hasta los extremos de los cromosomas. Estudios recientes
han mostrade que este tipo de organizacion se encuentra en
otros Dipteros, lo que sugeriria la existencia en este inmenso
grupo de especies de un mecanismo de regeneracion telomeé-
rica alternative al basado en la actividad de 1a telomerasa. El
objetivo global de esta linea es continuar el andlisis de la orga-
nizacién de los telémeros en Chironomidos, en la hipotesis de
que pudiera ser representativa de la existente en otros grupos
de Dipteros. La finalidad concreta de estos estudios es identi-
ficar los elementos basicos implicados en el mecanismo de
elongacion telomérica en estos organismos.

Chromatin  structure and
Chironomus cells

transcriptional  activity in

The “Psoralen Gel Retardation Assay” has given relevant
information about the situation of active and inactive ribosomal
chromatin. Besides, this methodology makes possible to analyze
the regulation processes of ribosomal transcription involving
changes in the number of active genes. This approach, however,
has been only occasionally used to study the modifications of
chromatin structure associated to transcription by RNA polyme-
rase . Cells from different larval tissues offer good opportunities
to perform in parallel a comparative analysis of both transcrip-
tion systems by using the same experimental approach: the pso-
ralen assay.
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Estructura de la cromatina y actividad transcripcional en
células de Chironomus

La técnica del “Psoralen gel retardation assay” ha permiti-
de avances significativos en el conocimiento de la situacion
de la cromatina transcripcionalmente activa e inactiva en los
genes ribosémicos. Las caracteristicas de esta metodologia
permite igualmente obtener informacién sobre los mecanis-
mos de regulacion de transcripcion ribosomica que pueden
implicar cambios en el numero de genes activos. Esta aproxi-
macion ha sido, sin embargo escasamente utilizada en el ana-
lisis de los catnbios de la estructura de la cromatina transcri-
ta por RNA polimerasa II. Las células de diferentes tejidos lar-
varios de Chironomus poseen rasgos especificos que ofrecen
buenas posibilidades para estudiar en paralelo las modifica-
ciones de la estructura de la cromatina asoclados a la trans-
cripcién de genes por Pol [ y Pol 11.
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Tesis Doctorales/Doctorol Theses

Telomeric organization in Chironomus

The mechanism of telomeric elongation in Chironomus dif-
fers from that based on the telomerase acting on short 6-25 bp
sequences. In the Chironomids studied so far, telomeres are for-
med by blocks of complex, tandem repeated sequences 175-340
bp that extend to the very end of the chromosomes. Recent studies
have shown that this kind of organization is present in other
Diptera. Thus, suggesting the existence in this enormous group of
species of a regeneration mechanism of the telomeres differing
from the widely conserved based on telomerase. The goal of our
research is to continue the analysis of the organization of telo-
meres in Chironomids since it may be representative of those pre-
sent in other Diptera. Specifically, we are trying to identify basic
elements involved in the telomeric elongation mechanism in these
organisms.

— José Luis Martinez Guitarte. Secuencias activadas por choque térmico en los telémeros de Chironomus thummi Universidad Auténoma de Madrid, 2000.
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Determinacion sexual en Sciara

En Sciara, todos los cigotos comienzan el desarrollo con la
constitucion cromosomica 3X:2A. Dos de los cromosomas X
son de origen paterno. La eliminacién de uno o los dos cro-
mosomas X de origen paterno produce la senal cromosémica
X:A, la cual determina el tipo de desarrollo sexual: female
(2X;2A) 0 male (X0;24). Se ha propuesto un modelo para el
control del numero de cromosomas X que se eliminan. Este
modele propane la existencia de un factor cromosémico (CF)
que interacciona con el cromosoma X produciendo su elimi-
nacion. El nimero de cromosomas X que son eliminados estd
controlado por un factor materno (MF), el cual regula la can-
tidad de factor CF libre que puede interaccionar con el cro-

11999 hasta IV-2000)

Keywords: Drosophila, Sciara, sex determination, dosage com-
pensation, genital disc

Sex determination in Sciara

In Sciara, ail zygotes start development with the 3X;2A chro-
mosome constitution, two of three X chromosomes being of pater-
nal origin. The elimination of either one or two paternal X chro-
mosomes produces the X:A signal, which determines development
along the female (2X;2A) or male (X0,24) pathway, respectively.
A model has been proposed in which a chromosomal factor (CF)
positively interacts with the X chromosome(s) eausing its/their
elimination. The number of X chromosomes to be eliminated is
controlled by a materal factor (MF), which regulates the
amount of free CF factor intevacting with the X chromosomes.
Imprinting refers to the inability of maternal X chromosomes to
bind CF factor. This work was done in collaboration with
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mosoma X. La impronia se refiere a la incapacidad del cro-
mosoma X de origen materno de unir factor CE Este trabajo
ha sido realizado en colaboracién con A.LE Perondini, del
Departamento de Biologia, Universidad de Sao Paulo, Sao
Paulo, Brasil.

Compensacién de dosis génica en Sciara

En Drosophila melanogaster y en Sciara ocellaris, la com-
pensaciéon de dosis génica tiene lugar en los machos por
hipertranscripeion de su tinico cromosoma X. Se ha aislado el
homdélogo del gen maleless (mle) de S. ocellaris. Dicho gen
produce un unico transcrito, que codifica una proteina perte-
neciente a la familia de las helicasas. Su expresion es genera-
lizada y durante todo el desarrollo de ambos sexos. La prote-
ina Mle de S. ocellaris tiene una gran homologia con Mle de
D. melanegaster. El anticuerpo purificado por afinidad contra
Mle de D. melanogaster (anti-Mle) reconoce la proteina Mle
de S. ocellaris. Mientras que anti-Mle colorea principalmente
el cromosoma X de los machos de D. melanogaster, indicando
que la proteina Mle se encuentra bdsicamente asociada con
dicho cromosoma, en S. ocellaris dicho anticuerpo colorea
igualmente todos los cromosomas, indicando que la proteina
Mle de Sciara esid distribuida por todos los cromosomas.
Embriones hembra de Drosophila no se tifien con anti-Mle, y
embriones post-blastodérmicos de macho de Drosophila tefii-
dos con anti-Mle muestran una unica mancha de tincién en el
nicleo, mientras que los embriones macho y hembra de
Scigra muestran muiiltiples puntos de tincién en el ndcleo.
Este patrén de expresion en Sciara es el mismo que el obser-
vado en embriones de Sciara pre-blastodérmicos, cuando aiin
ne se ha establecido la compensacién de dosis génica. Los
anticuerpos purificades por afinidad contra las proteinas Msl-
1, Msl-3 y Mof de Drosophila melanogaster, las cuales estdn
también involucradas en implementar la compensacion de
dosis génica, no muestran diferencias de tincién entre el cro-
mosoma X y los autosomas de machos y hembras de Sciara
ocellaris. Estos resultados sugieren que las proteinas que
implementan compensacién de dosis génica en Drosophila
son distintas de las que implementan compensacién de dosis
génica en Sciara. Este trabajo ha sido realizade en colabora-
cion con el grupe de C. Goday, Centro de Investigaciones
Bielogicas, CSIC, Madrid.

A.L PPerondini, Department of Biology, University of Sao Paulo,
Sao Paulo, Brazil.

Daosage compensation in Sciara

In Drosophila melanogaster and in Sciara ocellaris dosage
compensation occurs by hypertranscription of the single male X
chromosome. The gene homologous to maleless (mle) of D.
melanogaster which implements dosage compensation has been
cloned and characterized in Sciara ocellaris. The Sciara mile
gene produces a single transcript, encoding an helicase, which is
present in both male and female larvae and adults, and in testes
and ovaries. Both Sciara and Drosophila MLE proteins are
highly conserved. The affinity-purified antibody to D. melano-
gaster MLE recognizes the 5. ocellaris MLE protein. In contrast
to Drosophila polytene chromosomes, where MLE is preferen-
tially associated with the male X chromosome, in Sciara MLE is
found associated with all. Anti-MLE staining of Drosophila post-
blastoderm male embryos revealed a single nuclear dot, whereas
Sciara male and female embryos present multiple intra-nuclear
staining spets. This expression pattern in Sciara is also observed
before blastoderm stage, when dosage compensation is not yet set
up. The affinity-purified antibodies against D. melanogaster
MSL1, MSL3 and MOF proteins involved in dosage compensa-
tion revealed also no differences in the staining pattern between
the X chromosome and the autosomes in both Sciara males and
Jemales. These results lead us to propose that different proteins in
Drosophila and Sciara would implement dosage compensation.
This work was done in collaboration with the group of C. Goday,
Centro de Investigaciones Biologicas, CSIC, Madrid.

Cloning and characterization of f1(2)d gene

The Drosophila gene female-lethal(2)d [£1(2)d] interacts
genetically with the master regulatory gene for sex determination
Sex-lethal. Both genes are vequired for the activation of female-
specific patterns of alternative splicing on transtormer and Sex-
lethal pre-mRNAs. We have used P element-mediated mitagene-
sis to identify the f1(2)d gene. The fl(2)d transcription unit gene-
rates two alternatively spliced mRNAs that can encode two pro-
tein isoforms differing at their amino-terminus. The larger iso-
form contains a domain rich in histidine and glutamine, but has
nto significant homology to proteins in databases. Several lines of



Biclogia del Desarrollo de Drosophila / Developmental Biclogy of Drosophila

Clonaje y caracterizacion del gen fl(2)d

La funcién del gen fI(2)d de Drosophila se requiere para el
"splicing" especifico de hembra del transcrite primario del
gene Sex-lethal, el cual controla la determinacion sexual y la
compensacién de dosis génica, y del transcrito primario del
gen transformer, el cual controla la determinacién sexual. Se
generd una mutacién en el gen f1(2)d por insercion del trans-
poson . Se ha clonado el gen fl{2)d. Dicho gen produce dos
transcritos distintos por "splicing” alternativo, los cuales
codifican para dos proteinas que difieren en la region amino
terminal. La proteina mayor contiene un dominio rico en his-
tidina y glutamina, y no tiene homologia significativa con
proteinas en banco de datos. Los resultados que indican que
esta proteina es la proteina FI{2)d son los siguientes: (1) el
factor P se ha insertado en la region codificante, produciendo
una proteina truncada; (2) el andlisis molecular de los mutan-
tes en el gen fl(2)d indican que estos alelos mutantes han
resultado de cambios de amino acidos en la proteina silvestre,
existiendo una correlacion positiva entre la lesién molecular
y el fenotipo mutante; (3) el fenotipo mutante para fI(2)d
puede ser suprimido por un transgén que lleva el ADNc
correspondiente a la proteina mayor F1(2)d. Esta proteina se
detecta en extractos de embriones, de larvas y de adultos de
Drosophila, sin diferencias observables entre machos y hem-
bras. También se detecta en extractos de ovarios de adultos.
Consistente con su posible papel en el "splicing" de los trans-
critos de los genes Sex-lethal y transformer, la proteina F1{2)d
se localiza en el nuicleo. Este trabajo ha sido realizado en cola-
boracién con el grupo de J. Valcdrcel, EMBL, Heidelberg,
Alemania.

Desarrollo del disco genital de Drosophila

En Drosophila, el gen homestico Distalless (DI} juega un
papel fundamental en el establecimiento de la identidad de
los apéndices ventrales, tales como la pata y la antena. Se ha
estudiado la funcién del gen DU en el desarrollo del disco
genital, el cual forma la terminalia, la regién que muestra
mayor dimerfismo sexual, El gen DIl se activa en el disco
genital por la accién combinada de las sefiales morfogenéticas
Wingless (Wg) y Decapentaplegic (Dpp). De los dos compo-

evidence indicate that this protein is responsible for f1(2)d func-
tion. First, the P element insertion that inactivates f1{2)d inte-
rrupts this ORE Second, amino acid changes within this ORF
have been identified in {1(2)d mutants, and the nature of the
changes correlates with the severity of the mutations. Third, all
the phenotypes associated with f1(2)d mutations can be rescued
by exptession of this cDNA in transgenic flies. FI(2)d protein can
be detected in extracts from Drosophila embryos, larvae and
adult animals, without apparent differences between sexes, ds
well as in adult ovaries. Consistent with a possible function in
post-transcriptional regulation, F1(2)d protein has nuclear loca-
lization and is enriched in nuclear extracts. This work was done
in collaboration with the group of J. Valcdrcel, EMBL,
Heidelberg, Germany.

Development of the Drosophila genital disc

In Drosphila, the homeotic gene Distalless (DIl) has a fun-
damental vole in the establishment of the identity of ventral
appendages such as the leg and antenna, The function of DIl in
the genital disc has been studied. This disc forms the terminalia,
the most sexually dimorphic structure of the fly. The gene DIl is
activated by the combined action of the morphogenetic signals
Wingless (Wg) and Decapentaplegic (Dpp) in the genital disc.
During the development of the two components of the anal pri-
mordium - the hindgut and the analia - only the latter is depen-
dent on DIl and hedgehog (hh) functions. The hindgut is defined
by the expression of the homeobox gene even-skipped (eve). The
lack of Dll function in the anal primordia transforms the anal tis-
sue into hindgut by the extension of the eve domain. Meanwhile
targeted ectopic DIl represses eve expression and hindgut forma-
tion. The DIl requirement for the development of both anal plates
in males and only for the dorsal anal plate in females, provides
further evidence for the previously held idea that the analia arise
from two primordia. One primordium would produce the anal
plates in a male, or the dorsal anal plate in a female; whereas the
second primordium does not develop in a male, or produces the
vental anal plate in a female. This work was done in collabora-
tion with the group of I. Guerrero, Centro de Biologia Molecular

“"Severo Ochoa", CSIC-Universidad Auténoma, Madrid.
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nentes del primordio anal, la analia propiamente dicha y ¢l
"hindgut" que une la analia con el intestino, solamente la ana-
lia requiere la funcién del gen DIl para su desarrollo, asf como
la funcion del gen hedgehog (hh). El "hindgut"” requiere la fun-
cion del gen homedtico even-skipped (eve). La falta de funcion
de Dil en la analia activa en ésta el gen eve v la analia se trans-
forma en "hindgut". La expresion ectopica de DIl reprime la
expresion de eve ¢ impide la [ormacion de "hindgut". DIl es
requerido para el desarrollo de las dos placas anales del
macho y de la placa dorsal de la hernbra, pero no para la for-
macion de la placa ventral de la hembra. Fstos resultados apo-
van la idea de que el primordio anal estaria formado por dos
primordios, uno que daria lugar a la analia en el macho, o a
la placa anal dorsal en la hembra, y un segundo primordio
que darfa lugar a la placa ventral en la hembra y no se desa-
rrollaria en el macho. Este trabajo ha sido realizado en cola-
boracion con el grupe de 1. Guerrero, Centro de Biologia
Molecular "Severo Ochoa", CSIC-Universidad Autonoma,
Madrid.
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Figura. Expresion del gen para Ran GTPasa en raton. La hibridacion in situ usando una sonda de RNA antisentido muestra la locali-
zacion de los transcritos para Ran sobre secciones de testiculo en espermatocitos del epitelio seminifero (A). La hibridacién in toto en
estadios tempranos del desarrollo muestra la acumulacion especifica de los correspondientes transcritos. (B) embrion de 7 dias post-
coito (dpe); (C) 7.5 dpe; (D) 8.5 dpe; (E) 10.5 dpe.

Figure. Gene expression for Ran GTPase in mouse. In situ hybridization using RNA anti-sense shows localisation of Ran transcripts in sper-
matocytes of the seminiferous epithelium in testis sections (A) in toto hybridization during carly embryonic development displayed specific
transcript accumulations. (B) Embryo of 7 days post-coitum (dpc); (C) 7.5 dpc; (D) 8.5 dpc; (E) 10.5 dpc.
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Expresion y regulacion génica en la gametogénesis de
mamiferos

Hemos continuado con el anilisis y caracterizacion fun-
cional de diversos genes de expresién diferencial durante la
gametogenesis. Asi, el gen denominado inicialmente XYbp
clonado en el laboratorio come un nuevo miembro de la fami-
lia de proteinas RING-finger, y denominado ahora RnfI9, pre-
senta unas caracteristicas especificas de regulacién transcrip-
ctonal y postranscripcional en espermatogénesis, Se compro-
b6 que un alto nivel de expresion iba asociado a la diferen-
ciacién meidtica y a una poliadenilacién alternativa y no
candnica de su RNA especifico de estas células. En su region
reguladera se han identificado elementos HSEs (choque tér-
mico} que, en experimentos de transfeccion con genes mar-
cadores, han demostrado ser funcionales. La participacion de
este gen, altamente conservado evolutivamente, esta siendo
ampliamente estudiada en otros procesos de diferenciacion.

Tex27 es un gen que hemos clonado a partir de genotecas
sustractivas de ¢DNA, cuya expresién es diferencial a partir
de células postmeioticas en testiculo, presentande su protei-
na un domino zinc-finger y otro de transactivacién. Podria
corresponder a un factor de transcripeién con actividad pre-
ferencial en células germinales después de la meiosis.

En el estudic de la expresion en espermatogénesis de una
protein-fosfatasa: PP2A, hemos clonado y caracterizado el gen
correspondiente a una de sus subunidades reguladoeras: B56.
La expresion de PP2A-B56 viene asociada a la de un gen de
expresién especifica de epitelio seminifero {(Mea), con un
transcrito que en su regién 3° UTR presenta una secuencia
inversa y complementaria a la de B56. Se esta estudiando el
potencial mecanismo de regulacion en esta situacion de
mRNAs anti-sentido in vivo.

Mediante distintas colaboraciones con grupos de:
Universidad de Cantabria, CNB, CBM y CIB, hemos analiza-
do el papel funcional de diversos genes en el desarrollo de la
gametogenesis. Asi, hemos estudiado la regulacion v funcion
del gen codificante para pl4 (cofactor A), que forma comple-
jos estables con B-tubulina y participa en su plegamiento. Se
ha podido comprobar como esta chaperona esta participando
en procesos, como espermatogénesis donde existe una remo-
delacion microtubular en células germinales, aumentando la
acumulacién de su mRNA, por regulacién transcripcional.

Gene expression and regulation in mammalian gametogenesis

We are progressing in the analysis and functional characteri-
sation of genes displaying differential expression during gameto-
génesis. The gene Rnfl9, (initially named XYbp) was cloned in
our laboratory as a new member of a family of proteins with
RING-finger domains. Rnfl9 shows transcriptional and pos-
transcriptional regulation in spermatogenesis. A high level of
expression is associated with meiotic differentiation and a non-
cannonical and alternative polvadenylation of the mRNA is spe-
cifically detected in these cells. Heat shock elements (HSEs) have
been identified in the promoter regions of this gene, being func-
tional in cell transfection experiments. Rnfl9 is evelutionary
conserved and we are studying its role in process of differentia-
tion and development.

Tex27 is a new gene in the family of zinc-finger proteins clo-
ned from subtractive cONA libraries. Tex27 presents a transacti-
vation domain and a differential expression from postmeiotic
cells in testis. The characteristics of this gene suggest a potential
tole as transcription factor in germ cells after meiosis.

We have also cloned the gene coding for the regulatory subu-
nit B36 of a protein phosphatase: PP2A. The expression of B56 is
related to the expression of a gene (Mea) with specific regulation
in seminiferous ephitelium. The Mea transcript presents an inver-
ted and complementary 3’ end UTR to the B56 mRNA. We are
currently studying the putative regulatory mechanisms of this
natural anti-sense genomic organisation.

We have collaborated with different research groups from
Cantabria University, CNB, CBM and CIB in the analysis and
characterisation of the functional role of different genes in the
gametogenesis development. That is, we have studied the regula-
tion of the gene coding for p14 protein (cofactor A). The p14 cha-
peron forms stable complexes with -tubulin and participates in
the B-tubulin folding. We demonstrated that pl14 participates in
process sich as spermategenesis, increasing the mRNA and pep-
tide levels by transcriptional vegulations during germ cell diffe-
rentiation,

A new gene coding for a novel DNA polymerase (PolA) has
been characterised. We have demonstrated that PolA is highly
expressed in pachytene spermatocytes and developmentally regu-
lated. A potential vole of PolA in DNA repair synthesis associated
with meiosis is strongly suggested.

The synaptonemal complex is a specific structure of meiotic
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Una nueva DNA polimerasa {pol } ha sido caracterizada
comprobando su alto nivel de expresion en espermatocitos
paquiténicos y su posible su funcionalidad asociada a meca-
nismos de reparacion de DNA durante la meidsis.

Una estructura especifica de células mei6ticas es el com-
plejo sinaptenémice. Se ha podido demostrar que una nueva
proteina del grupo de las estromalinas (STAG3) forma parte
del complejo en células en profase meidtica, siendo el gen
5TAG3 expresado especificamente en testiculo. STAG3 ¥
genes relacionados tienen loci que mapean en la especie
humana flanqueando puntos de rotura asociados con la delec-
cion del Sindrome de Willians-Beuren, originado por sobre-
cuzamiento meiético desequilibrado.

Se estdn analizando otros genes que si bien tiene expre-
sién funcional en diversos procesos de diferenciacion, pre-
sentan una expresion preferencial en testiculo. Asi, hemos
analizado la regulacién del gen Ran GTPasa durante la esper-
matogénesis, donde su expresion esta asociada a la diferen-
ciacién de células germinales. Paralelamente se ha estudiado,
por hibridacién in situ e in toto, 1a expresion tejido-especifica
de Ran GTPasa durante la embriogénesis temprana de raton.

El gen codificante para 1If2 tiene expresién regulada en
espermatocitos paquitenicos y hemos comprobado que su
proteina se asocia a cromatina transcripcionalmente inactiva
tanto en células germinales como somaticas.

Desregulacion génica y reprotoxicidad

Datos epidemiolégicos y fisiologicos estin poniendo de
relieve el impacto que multiples sustancias de nuestro entor-
no estan ejerciendo sobre el desarrollo de las células germi-
nales. Existen referencias sobre el efecto final de diversos
compuestos sobre el desarrollo de las gonadas y de la game-
togénesis, pero se desconocen claramente sus mecanismos de
accion. En base a cultivos in vitro de células germinales y su
andlisis comparativo in vive, hemos llevado a cabo un anlisis
para caracterizar genes que modificaran su nivel de expresion
como efecto de varios téxicos tanto medioambientales como
farmacologicos. In vitro, nuestro estudio se ha centrado sabre
tres tipos celulares: células primordiales germinales (PGCs),
oocitos fetales y células de Sertoli. Estos tres tipos celulares
fueron cultivados y tratados con reprotéxicos potenciales. Se
hicieron pruebas de viabilidad y, mediante genotecas de

cells. We have demonstrated that a novel protein member of stro-
malins STAG3 is associated to the synaptonemal complex in
prophase of meiotic cells. STAG3 is specifically expressed in tes-
tis. STAG3 and related genes map in humans flanking the break-
points commonly associated with the Willians-Beuren syndrome.
Since The WBS deletion occurs as a consequence of unequal
melotic crossing over, the STAG3 duplications could predispose to
germ-line chromosomal rearrangement within this region.

We are also analysing other genes that have functional
expression in process of differentiation showed preferential
expression in testis development. The regulation of gene expres-
sion of Ran GTPase has been studied during gametogenesis,
being associated to the differentiation of germ cells. In addition
the tissue specific expression of Ran GTPase in mouse early
embryogenesis has been analysed by in situ and in toto hybridi-
zation.

We also demonstrated that the gene coding for Hf2 shows
regulated expression in pachytene spermatocytes and the protein
is associated to inactive chromatin both in germ and somatic
cells,

Gene devegulation and reprotoxicity

Epidemiological and physiological data have pointed out the
deleterious effects that some substances accumulated in the envi-
ronment dre exerting upon germ cells. Multiple reports have been
published concerning the consequences of the potential reprotoxi-
cants upon the development of the gonads and the gametogenesis
process. However, the mechanisms of action of these compounds
are basically unknown. Based on in vitro culture systems of germ
cells and in the analysis obtained by in vivo results, we have
investigated gene deregulation as effect of different, both phar-
macological and environmental, toxicants. The in vitro approdach
has been focussed on the analysis of three cell types: primordial
germ cells (PGCs), foetal oocytes, and Sertoli cells. These cells
were cultured and treated with potential reprotoxicants. By vig-
bility tests and ¢cDNA libraries from isolated cells, we selected
and cloned 150 deregulated genes. These genes, after sequencing
were classified in different metabolic and differentiation path-
ways. Some selected genes have been analysed from functional
point of view, by transfection experiments in cultured cells, using
promoter vegions and markers peptides. Functional studies have
been done in normal and stress conditions. These selected genes
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cDNA de estas células aisladas v andlisis diferencial con dis-
tintos tratamientos, se seleccionaren, clonaron y secuencia-
ron un total de mas de 150 genes implicados en distintas rutas
metabdlicas o de diferenciacion. Algunos de estos genes han
side analizados desde un punto de vista funcional, mediante
translecciones a células en cultivo usando péptidos marcado-
res contrelados por los promotores de los genes selecciona-
dos, tante en situacién normal como bajo estrés toxico. Esta
seleccion de genes asi como nuevas busquedas estan siendo
valoradas como potenciales marcadores moleculares de toxi-
cidad en células germinales y su posible aplicacién a micro-
chips en pruebas de toxicologia reproductiva.

Desarrollo y aplicacion de tecnologias gendmicas en la iden-
tificacion molecular de procariotas y eucariotas inferiores

Nuestro grupo presta apoyo metodolégico y colaboracion
en proyectos encaminados a la caracterizacion genéiica y
molecular de organismos biodegradantes y protozoos parasi-
10s. Muchos de los abordajes experimeniales empleados en el
andlisis de la expresién génica en células germinales de mami-
feros estdn siendo adaptados y aplicados a la identificacién de
especies y al analisis de la expresion génica diferencial en
organismoes como Trypanosomd. Asi mismo, algunos trata-
mientos parasitocidas, estan siendo evalnados desde la pers-
pectiva de la expresion génica diferencial v en comparacion
con el efectos sobre células de mamifercs.

and new ones that we are selecting are being assessed as molecu-
far markers of reprotoxicity and in the gencration of microchips
for reproductive toxicology tests.

Development and application of genomic technelogies to mole-
cular identification of prokaryotes and lower eukaryotes

Qur group give methodological support and collaborations to
projects involved in molecular and genetic characterisation of
biodegrading organisms and parasitic protozea. Some experi-
mental approaches used in the analysis of gene expression in
mammalian germ cells are being adapted to the study and iden-
tification of lower eukaryote species such as Teypancsoma and
to the analysis of differential gene expression. The gene expres-
sion in these organisms is being assessed after parasitocide treat-
ments when is compared with the genetic effects upon mamma-
lian cells.
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ciones, transgénicos

Modificaciones genéticas inducidas en tejidos reproducto-
res de mamiferos

En el tracto genital femenino se ha transfectado el epitelio
que tapiza el ttero y el oviducto (trompas de Falopio). Para
realizar las transfecciones de estos epitelios se han utilizado
genes marcadores muy difundidos como el de la B-galactosi-
dadasa y el de Proteina Verde Fluorescente (GFP) cuya expre-
sian puede ser facilmente detectada bajo el microscopio apti-
co. Como vehiculo de los transgenes se ulilizaron diferentes
liposomas. En el dtero se observé que un porcentaje de las
células epiteliales se transfectaba y que este fendémeno se
observaba de preferencia en el fondo de las glindulas uteri-
nas. Mientras, en ¢l oviducto, las dreas mas afectadas eran las
regiones del itsmo y de la juntura. La duracion de la expresion
del transgén fue hasta de 15 dias y la eficiencia aparecia afec-
tada por el estado hormonal en que se encontraban las hem-
bras, de forma que las transfecciones mas eficientes ocurrian
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genics

Genetic modifications induced in mammalian reproductive tis-
SUeEs

The uterine and oviductal epitheliun were transfected using
two reporter genes, B-galactosidase and GEP (Green Fluorescent
Protein). The expression of both genes was easily detected under
the microscope. In all cases DNA constructs were complexed to
different types of liposomes and then injected into the fimbrial
rvegion of the oviduct. 9% of cells appeared transfected in the ute-
rus in which the uterine glands were the most transfected region.
In the oviduct a similar percentage was transfected, and the isth-
mus and junctura were the regions in which the higher number of
transfected cells appeared. Expression of the transgenes occurred
during 15 days, and transfection efficiency appeared clearly con-
troled by the hormonal status of the females analyzed. The hig-
hest efficiency in transfection was found during metaoestrous and
pseudopregnancy stages, when progesterone and estradiol levels
changes.



durante el metaestro y en estado de seudoprenéz. Estos son
periodos en los cuales se presentan cambios en las cantidades
circulantes de progesterona y de estradiol.

La utilizacion de estos procedimientos de transfeccidn
puede ser el punto de partida para futuras transfecciones en
otras especies, con intenciones incluso biomédicas.

Modificaciones genéticas inducidas en gametos de mamife-
ros

1} Espermatozeides.- En irabajos anteriores se observo
que luego de una inyeccién de transgenes en los vasos defe-
rentes el 70% de los espermatozoides contenidos en estos
conductos se transfectaba. En base a ello parecia légico asu-
mir que si los machos inyectados copulaban con hembras
nermales podrian producir hijos transgénicos. Los experi-
mentos, utilizando como transgen el gen marcador GFF, mos-
traron que esto ocurria y que ¢l 7.5 % de las generaciones pro-
ducidas era transgénico. El rifién, el higado, la pared abdomi-
nal y el pulmén fueron los drganos en que aparecid una
mayor expresion del transgen. Dicha expresion se aprecio
gracias al empleo de diversos métodos moleculares, asi como
por la observacidn de que algunas células extraidas de estos
animales fluorescian en verde incluso cuando eran observa-
das in vive.

2) Oocites y embriones.- Los cocitos y embriones jovenes
de raton fueron transfectados utilizando los transgenes acom-
plejados con lipesomas catiénicos. El éxito de la transfeccion
[ue elevado y en algunos casos {comao en oocitos inmaduros u
ovulados) llego al 97 %. Se aprecid que la zona pehicida
madura era una barrera para la entrada de genes v por lo tanto
que el éxito de la transfeccion dependia de que esta envoltu-
ra estuviera permeabilizada. Un hecho importante fue que los
embriones desarrollados a partir de cocitos transfectados eran
capaces de expresar el transgen en sus blastémeras. Este
hecho, que actualmente estd siendo analizado mas amplia-
mente muestra la posibilidad de utilizar estos procedimientos
como una alternativa para desarrollar animales genéticamen-
te modificados.

Biologia de la Reproduccion / Biology of Reproduction

The employ of this procedure seems important when thinking
in future applied methodologies, particularly for thase of biome-
dical purposes.

Genetic modifications induced in mammalian gametes

Spermatozoa.- Previous work from our laboratory showed
that the injection of transgenes into the vas deferens of the mouse
produced transfection in the 70% of spermatozoa contained in the
vas. Then, it was logical to assume that if the injected males
mated normal females, a transgenic offspring would be produced.
Experiments using the reporter gene GFP showed that this situa-
tion occurred in 7.5% of the pups. The kidney, liver, abdominal
wall and lung were the sites in which the higer expression of the
transgene was observed. GFP expression was analyzed using dif-
ferent molecular procedures as well as by the microscopical
observation of green fluorescence in living cells.

QOacytes and early embryos.- Mouse oocytes and early embr-
yos were transfected using GFP gene construction complexed to
cationic liposomes. In some cases (as in inmature and ovulated
oocytes) the 97% were transfected under these conditions. The
zona pellucida, that covers the egg, was a barrier for transfec-
tion. Then, transfection depended whether the zona was chemi-
caly permeabilized. Transfected embryos showed GFP gene
expression. These vesults suggest the possibility to employ these
procedures as an alternative method to generate transgenic ani-
mals.

Factors related to mammalian fertility

The effects of immunization of female rats using as antigen
the proteins secreted by the seminal vesicle were analyzed. After
immunization all females showed antibodies in their blood serum
and the 26% of them were sterile. The study of the fertilization as
well as of the early embryos generated by these sterile females
showed that the site of action of the antibody was the oviduct,
and that a delay in fertilization and embryo development occu-
rred. Results suggest that semingl vesicle proteins would control
the spermatozoon capacitation phenomena and/or gamete trans-
port to the site of fertilization.
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Factores que comprometen la fertilidad de los mamiferos

Continuando con estudios desarrollados con antericridad,
hemos analizado el efecto que se produce en las hembras de
rata luego de una inmunizacion que utiliza como antigeno las
proteinas secretadas por las vesfculas seminales. Un tiempo
después de la inmunizacion se aprecio que todas las hembras
desarrollaban anticuerpos y que el 26% resultaba estéril, lo
cual ya indicaba la importancia de estas secreciones en la fer-
tilidad. El andlisis de la fecundacién y de los embriones jéve-
nes generados por estas hembras estériles demostré que el
sitio de accién de los anticuerpos era el oviducto y que exis-
tia un retraso en la fecundacion y en la embriogénesis. Estos
resultados sugieren que la presencia de estas proteinas podria
controlar la capacitacion espermadtica y/o el transporte de los
espermatozoides denire del tracto genital femenino.
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— CAM, D7B0023/1997 (1998-1999)
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LIF / Figura, Retraso del crecimiento progresivo en ausencia de 1GF-1 y LIF El fenotipo
de esqueleto de embriones de raton de dia 18.5 mutantes para uno o los dos fac-
tores demuestra cooperacién en la osificacion y el crecimiento (J.G. Pichel, C.
Fernandez Moreno, C. Vicario Abejon, and E de Pablo, enviado para publicacion),

Figure, Progressive delayed growth in the absence of IGF-I and LIE The skeleton phe-
notype of mouse embryos at day 18.5 mutant for one or both factors show cooperation
in ossification and growth (].G. Pichel, C. Ferndndez Moreno, C. Vicario Abejon, and
L de Pablo, submitied)
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Regulacion transcripcional y postranscripcional del gen de
la proinsulina y su papel en el embrién temprane

La insulina, en su forma precursora de proinsulina, se
expresa en etapas muy tempranas del desarrollo, antes de que
aparezca el pancreas. Nuestro grupo se ha centrado en carac-
terizar sus efectos como factor de crecimiento empleando
modelos animales (pollo, raton y, ocasionalmente, Drosophila
y lineas celulares humanas). En el caso humano, no estan cla-
ras las causas de que los fetos de madre diabética tengan una
proporcion mayor de malformaciones que los de gestantes
normales. Una disfuncidn de la accién temprana de la proin-
sulina/insulina podria ser un elemente contribuyente. En el
embrion de pollo prepancredtico, durante la neurulacion, la
insulina ejerce una funcion antiapopiotica (ver apartado
siguiente). Dada esta funcién como factor de crecimiento y
supervivencia embrionario, distinta de su funcion hormonal
clasica, y la falta de respuesta del RNA de la proinsulina pre-
pancredtica al estimulo de la glucosa, decidimos abordar el
estudio de su regulacién génica con la hipétesis de que debia
ser diferente a la regulacién de la expresion pancredtica.
Efectivamente, los transcritos prepancredticos presentan al
menos 2 secuencias 5' no traducidas alternativas a la del
mRNA pancredtico que era el unico descrito hasta el momen-
to (Diabetes, en prensa). Actualmente estamos estudiando la
regulaciéon de dichos transcritos alternativos, también en el
contexto de un posible agrupamiento génico conservado evo-
lutivamente que incluye, entre otros, al gen de otro factor de
la familia, el IGF-11 (insulin-like growth factor II).

Caracterizacion de la muerte celular programada durante la
neurogénesis y su regulacion por factores de crecimiento y
Hsc70

Los estudios en moedelos experimentales de Biologia del
Desarrollo de los uliimos 50 afios han permitido reciente-
mente comprender la relevancia de la muerte celular por
apoptosis en la fisiologia normal de un organismo y en la etio-
logia de numerosas patologias, incluyendo cdncer, infecciones
virales, enfermedades autoinmunes y enfermedades neurode-

Key words: Development, apoptosis, neurogenesis, stem cells,
proinsulin gene

Transcriptional and postranscriptional regulation of the proin-
sulin gene and its role in early embryos

Insulin, in its precursor form preinsulin, is expressed in very
early stages of development, before the differentiation of the pan-
creas. Our group has focused in characterizing proinsulin/insulin
effects as a growth factor, using animal models (chick, mouse
and, occasionally, Drosophila and human cell lines). In the case
of humans, the reasons for an increased incidence of malforma-
tions among the fetus of diabetic mothers are not completely
clear. A maifunction of the early embryonic proinsulin/insulin
could be a contributing factor. In the prepancreatic chick embryo,
during neurulation, insulin exerts an antiapoptotic function (see
next paragraph). In view of this function as a growth/survival
factor in embryogenesis, we decided to approach the study of
proinsulin gene regulation in the early embryo, with the hypot-
hesis that it might be different from the pancreatic. Indeed, the
prepancreatic transcripts contain gl least two different 3UTR
sequences, alternative to the pancreatic insulin mRNA, the only
described so far (Diabetes, in press). Presently, we are studing
the regulation of those alternative transcripts, also in the context
of a possible gene cluster conserved in evolution and that inclu-
des, among others, the gene for another member of the family,
IGF-1I (insulin-like growth factor II).

Characterization of programmed cell death during neurogene-
sis and its regulation by growth factors and Hsc70

During the last 50 years, studies in developmental model sys-
tems have provided support to the concept of the relevance of pro-
grammed cell death (apoptosis) for normal physiology and its
involvement in an increasing number of diseases, including can-
cer, viral infection, autoimmune and neurodegenerative diseases.
Following this line, we approach the incidence and regulation of
apoptosis during early neural development in chick and mouse,
at stages little studied. Programmed cell death is a genuine deve-
lopmental process during neurulation and early neurogenesis.
Both cell extrinsic factors, such as the proinsulin mentioned
above, and cell intrinsic factors, such as the chaperone Hsc70,
contribute to its regulation. Preinsulin/insulin, in addition, upre-
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generativas. Siguiendo dicha linea argumental, estamos carac-
terizando la incidencia y regulacion de la apoptosis en etapas
tempranas, poco estudiadas, del desarrollo del sistema ner-
vioso en vertebrados, pollo y, mas recientemente, raton. La
muerte celular programada es un proceso natural durante la
neurulacién y la neurogénesis temprana de la retina que estd
atenuada tanto por lactores de crecimento extracelulares, la
proinsulina antes mencionada, como por factores intrinsecos
celulares, la expresion de la chaperona Hsc70, controlada a su
vez por proinsulina, Al haber resultado que la
proinsulina/insulina es un potente factor antiapoptético
durante el desarrollo, capaz de activar varias vias paralelas de
supervivencia, hemos recientemente iniciado el estudio de su
posihle aplicacién terapéulica en patologias neurodegenerati-
vas, en concreto en los ratones rd que sufren una distrofia
hereditaria de la retina equivalente a la enfermedad humana
de la retinosis pigmentaria.

Cooperacién funcional de la citokina LIF y el IGE-I

La regulacién precisa del desarrollo embrionario requiere
la interaccion de senales extrinsecas e intrinsecas celulares.
Ambas, ademds, actuan en redes con funciones especificas,
dependiendo del momento del desarrollo de las células impli-
cadas y de las combinaciones de factores de crecimiento y
diferenciacion. Dentro de los [actores de interés para nuestro
grupo, hemos abordado la posible cooperacion funcional de
IGF-1 y LIF (Leukemiu Inhibibitory Facter) en un modelo de
dobles ratones mutantes nules. Dichos ratones mueren peri-
natalmente, lo que no pasa con los mutantes sencillos,
poniendo en evidencia un sinergismo entre amhbos factores en
el control de funciones vitales. La histopatologia del pulmén
v el hueso (ver Figura) de los mutantes nulos para IGF-1 se
encontrd exacerbada en los dobles mutantes, con retrasos del
desarrollo también apreciables en el musculo y la piel. La
mayor parte del sistema nervioso central no presentaba defec-
tos evidentes en ninguno de los mutantes sencillos o dobles,
con la excepcién del bulbo olfalorie en los mutantes de 1GF-
I, que mostraba una severa pérdida de células mitrales y alte-
racion de la glia radial. Estas observaciones ponen de mani-
fiesto las diferentes relaciones de cooperacion entre amhos
factores durante el desarrollo embrionaric dependiendo del
tejido en cuestion.

gulate Hsc70, being a potent survival-inducing factor during
embryonic development. Therefore, we have started its characte-
rization as survival factor in neurodegenerative diseases, in par-
ticular in the vd mice, @ model system for retinitis pigmentosa.

Functional cooperation of the cytokine LIF and IGE-1

The precise regulation of embryonic development requires the
interaction of intrinsic and extrinsic cellular signals that act in net-
works with specific functions depending of the time in development,
of the types of cells and of the combination of growth and differen-
tiation factors present. Among the factors of interest to us, we have
initiated the analysis of the possible functional cooperation of IGF-I
and LIF in a model of double null mutants. These mice die perina-
tally, in contrast with the single gene mutants, unraveling a syner-
gism between both factors for the control of vital functions. The his-
tological phenotype in the lung and bone (see Figure) was more
marked in the double mutants with delayed development also found
in the muscle and skin, The vast majority of central nervous system
areas had no phenotype in the single or double mutants, with the
exception of the olfactory bulb in the IGF-I mutants, in which a seve-
re loss of mitral cells and disorganization of radial glia was evident.
These observations show the distinct tissue dependent relationships
and functional cooperation of the two factors during development.

Neural Stem cells and their modulation by growth factors

Stem cells are defined as cells having the ability to self-renewal
and the potential to diffeventiate in the multiple cell phenotypes pre-
sent in an adult organism or tissue. Research on stem cells has a
great relevance due to the potential therapeutic applications of these
cells. However, it is thought that the therapeutic use will first requi-
re a deep knowledge of stem cell biology during development. Qur
group has started a project with the aim of obtaining and characte-
rizing stem cells prepared from the mouse olfactory bulb and, in the
near future, from the retina. In fact, olfactory bulb-derived cells
having a high proliferative capacity and the potential to differentia-
te into the main cell types of the CNS, i.e., neurons, astrocytes and
oligodendrocytes are already being grown in our laboratory. This in
vitro system allows us to study the biochemical and gene expression
regulation aspects of neurogenesis in primary cells, having no limi-
tations of biological material and a more synchronized system than
that occurring in the in vivo situation.
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Células madre neurales y su modulacién por factores de
crecimiento

Las células madre son aquellas que, presentando capaci-
dad de autorrenovacién, mantienen su potencial de diferen-
ciacién a multiples, sino a todos, los fenotipos celulares pre-
sentes en un organismo o tejido adultos. El estudio de las
células madre es una linea de médxima actualidad por sus posi-
bles aplicaciones terapéuticas. Pero dicho use requerird, muy
posiblemente, un profundo conocimiento de su biologia en
condiciones de desarrollo normal. Nuestro grupe ha iniciado
recientemente la obtencién y caracterizacion de células madre
neurales procedentes del bulbo olfatorio de raton y prevé, en
un futore proximo, iniciar un trabajo paralelo con la retina.
En el caso del bulbo olfatorio, se dispone ya de células con
alta capacidad de proliferacion y que se diferencian a los prin-
cipales tipos celulares presentes en el sistema nervioso, es
decir, neuronas, astrocitos y oligedendrocitos. Esto nos per-
mite reproducir la neurogénesis in vitro con células primarias
sin limitacién de material (esencial para estudios de regula-
ci¢gn de la expresion génica y bioquimicos} y de una manera
mucho mds sincrona que la que se da in vivo.
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Figura 1: Distribucion de la proteina MAR-binding MFP1 y del DNA recién sintetizado después de un pulse de incorporacion in vivo de 5-
Bromo-2 deoxyuridina, en los complejos pre-replicativos y lactorias de replicacion de un nucleo de Allium cepa en fase S1, La imagen fun-

dida permite distinguir los complejos pre-replicativos (MFP11) de las [actorfas activas (MEP1Y/Brt).

Figure I: Distribution of the MAR-binding protein MEP1 and the new-synthesised DNA after an in vivo pulse of 5-Bromo-2° deoxyuridine, in the pre-
replicative complexes and replication factories of an SI Allium cepa nuclei, The merge image discriminates the pre-replicative complexes (MEP1Y)
from the active factories (MFP1IT/Brt).




Palabras clave: Matriz nuclear, factorias, replicacion, splicing,
plantas. Dinoflagelados, cromosomas, nuclecesqueleto, trans-
cripeién. Embriones ovinos, desarrollo preimplantacional in
viva ¢ in vitro, criopreservacion, ultraestructura

Microarquitectura del nucleoesqueleto y actividades asociadas

La matriz nuclear (MN) de plantas consta de una red rami-
ficada de filamentos con estructura periodica, que forman el
naclecesqueleto bastco, y agregados densos de tamano variable
correspondientes a los complejos multiméricos asociados.La
MN influye en multiples procesos nucleares como son el man-
tenimiento de la organizacién de la cromatina, expresion géni-
ca, replicacion, etc, Actualmente estamos investigando el papel
del micleoesqueleto en el control del patron de replicacion y en
el ensambiaje y funcionalidad de factorias de replicacion y spli-
cing.

La replicacion del genoma en eucariotas se produce en el
ciclo celular siguiendo un orden estricto temporal y espacial.
Tiene lugar en ensamblajes multiméricos conocidos como fac-
torfas de replicacion (FR), visibles como lugares de incorpora-
cién de precursores del DNA (5-Br-2'Udr). Dichas factorias
estan ancladas a la matriz nuclear y derivan de complejos pre-
replicativos. En levaduras y mamiferos, las proleinas se ensam-
blan secuencialmente en los complejos pre-replicativos y en las
FRs, pero no existen datos en plantas. Parece ser que todos los
complejos pre-replicativos se ensamblan a la vez, aunque la
replicacién en origenes tardios se vea reprimida hasta el S3,
cuando se transforman en FRs. El papel del niclecesqueleto en
estos procesos es desconocido.

Las células en equilibrio proliferativo de Aflium cepa mues-
ttan diferentes patrones de replicacién, con las FRs ancladas a
la MN. En poblaciones sincronizadas con HU, caracterizadas
por citometria de flujo, hemos demostrado patrones especificos
para replicacion temprana (51) y tardia {S3). Para determinar si
el ensamblaje y/o el encendido de las FRs estan condicionados
por su asociacion al nicleoesqueleto, analizamos la presencia
en los complejos pre-replicativos y FRs, en relacion a su acti-
vacion, de AcMFPI, una proteina que asocia el DNA a la MN
(MAR-binding); topoisomerasa I1a; CENP-B, asociada al DNA
centromérico de replicacion tardia, PCNA, y la subunidad
reguladora de la quinasa CDK (que fosforila, entre otras, v asi
libera la proteina Cde6 del complejo pre-teplicativo, transfor-

Keywords: Nuclear matrix, Jactories, replication, splicing,
plants, Dinoflagellates, chromosomes, nucleoskeleton, transcrip-
tion. Sheep embryos, in vivo and in vitro preimplantational deve-
lopment, cryopreservation, ultrastructure

The microarchitecture of the nucleoskeleton and attached acti-
vities

The plant nuclear matrix (NM) consists of a branched net-
work of filaments with periodic structure, which forms the basic
nucleoskeleton and dense aggregates corresponding to the atta-
ched multimeric complexes. The NM is involved in many nucle-
ar processes as the maintenance of chromatin organization, gene
expression, replication, etc. At present we investigate the role of
the nucleoskeleton in the control of the replication pattern and in
the assembly and function of the replication and splicing facto-
ries,

DNA veplication in eukaryotes takes place during the S
period of the cell cycle in multimeric assemblies called replica-
tion factories (RF), visible by immunodetection of 5-bromo-2°-
deoxyuridine incorporation. The RFs are anchored to the NM
and are derived from pre-replicative complexes. In yeast and
mammalia, the proteins sequentially assemble in pre-replicative
complexes and RFs, but there is no available information in
plants. Apparently all the pre-replicative complexes assemble at
the same time, although the replication in late origins is repres-
sed until its transformation in RFs. The role of the nucleoskele-
ton in this processes is unknown.

Distinct topological patterns of replication were displayed in
Allium cepa L. root meristems proliferating under steady state
kinetics, with RFs anchored to the NM. In cells synchronized by
HU treatment, characterized by flow cytometry, we found distint
patterns for early (S1) and late (S3} replication. To determine
whether the assembly and/or the firing of RFs are conditioned by
associdation to the nucleosheleton, we analyzed the presence in
the pre-replicalive complexes and RFs in relation to its firing, of
ACMEPL, a protein involved in DNA associdation te the NM
(MAR-binding), TOPOlla, CENP-B, « protein of the NM asso-
ciated to the late replicating centromeric DNA, PCNA, the pro-
cessivity factor of the DNA plymerases, and the subunits of the
CDK (that frees through phosphorylation the Cdc6 protein from
the pre-replicative complex transforming it into a RF). We have
demonstrated that the association of ACMFPI (o the complexes in
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mindolo en FR). Hemos demostrado que la asociacion de
AcMFPL a los complejos de la MN es pre-replicativa, aunque
una posible implicacién en reparacion post-replicativa 0 madu-
racion del DNA estd también en estudio.

El metabolismo del RNA estd iambién organizado espacial-
mente en asociacién al micleoesqueleto, con una distribucién
dindmica distinta de la de las FRs. La inmunofluorescencia con
anticuerpos contra distintos componentes del spliceosoma
demuestra que no séle la distribucion topologica, sine también
la composicion de los sitios de splicing es dependiente de la
actividad nuclear.

Organizacion nuclear en Dinoflagelados

Los Dineflagelados son el vnico philum de eucariotas sin
histonas ni nucleoscmas. Poseen caracteristicas procariotas
como la organizacion primaria del DNA y cromoesomas, junto a
otras eucariotas como las secuencias repetitivas, la organiza-
cién de los genes ribosomicos en tandem o la existencia de un
mecanismo de splicing del RNA. Para analizar los procesos de
expresion génica en estos organismos mantenemos una linea
de investigaciéon en colaboracion con el laboratorio de
Microbiologia Experimental del INSA de Lisboa, lider en
Biologia de Dinoflagelados, que mantiene un banco con culti-
vos clonales de numerosas especies,

Hemos demostrado la existencia de una matriz nuclear
eucariota compieja en Dinoflagelados, con una organizacion
estructural similar a la de vertebrados y plantas. La deteccién
de proteinas que intervienen en la organizacion de deminios
funcionales y estructurales del DNA comeo las laminas y topoi-
somerasa 11, asi como la capacidad de sus proteinas para asociar
secuencias MAR heterdlogas, indican que el DNA no nucleoss-
mico de Dinoflagelados tendria una organizacion en lazos de
tipo eucariota, demosirando que la organizacién de la expre-
sion génica en dominios discretos es una adquisicion antigua
del miicleo eucariota y reafirman la posicion taxonomica plena-
mente eucariota del phylum. El andlisis inmunologico del
niiclec de varias especies de Dinoflagelados con posiciones
taxondmicas muy distantes sugiere que €stos poseen un nucle-
oplasma de tipo eucariético con dos dominios topologicos bien
definidos: una regién pericromosémica donde se produce la
transcripcion y se acumulan las ribonucleoproieinas y una
region intercromosomica Tica en proieinas altamente fosforila-

the NM is prereplicative, although as possible involvement in
post-replication DNA vepair or in DNA maturation is under
investigdation.

Nuclear RNA metabolism is also spatially ordered in the
nucleus by association to the NM, with a dynamic distribution
diffevent from that of the RFs. Immunofluorescence with antibo-
dies against components of the spliceosome, reveals that not only
the topological distribution, but also the protein composition of
the splicing sites depend on nuclear activity.

Nuclear Organization in Dinoflagellates

Dinoflagellates are the only eukaryotic phylum which lacks
histones and nucleosomes. They have some prokaryotic features,
as are the primary organization of DNA and chromosomes, but
others are typical of eukaryotes like the repetitive sequences,
organization of the ribosomal genes in tandem, and the existence
of @ mechanism for RNA splicing. In order to analyse the nucle-
ar organization of the processes of genetic expression in these
organisms, we maintain a collaboration with the Laboratory of
Experimental Microbiology of the INSA in Lisbon, a leader in
Dinoflagellate Biology, which maintains clonal cultures of many
species.

We have demonstvated the existence of a complex eukaryotic
nuclear matrix in Dinoflagellates, with a similar organization to
those of plants and vertebrates, although with slight structural
variations correlating with the peculiarities of the nuclear orgu-
nization in this phylum. The detection of proteins involved in the
organization of the functional and structural DNA domains, such
as lamins and topoisomerase I, as well as the MAR binding abi-
lity demonstrated by the matrices in vitro, indicate that the non-
nucleosomic DNA of Dinoflagellates would be organised in
eukaryotic loop domains. Our results demonstrate that the orga-
nization of the gene expression in domains is an old adquisition
of the eukaryotic nucleus, and reinforce the euharyotic position of
Dinoflagellates. The immunological analysis of the nuclei from
several Dinoflagellate species with distant taxonomic pesitions,
suggests that their nucleoplasm is typical of eukaryotes, with two
well-defined domains: a perichromosomal region of transcription
and ribonucleoprotein accumulation, and the interchromosomal
region enriched in highly phosphorylated proteins. These results
suggest that the organization of the transcription and splicing
complexes in Dinoflagellates is eukaryotic, in contrast with other
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das. Estos resultados sugieren que la organizacién basica de
los procesos de transcripcion y splicing en Dinoflagelados es
de tipo eucariota, en contraste con otros phyla de protista que
N0 poseen un patrdn conservado de organizacion nuclear

Los principales objetivos de esta linea en el presente son:
1) la caracterizacion del genoma nuclear de estos organismos
y la organizacion de sus cromosomas durante los diferentes
periodos del ciclo interfasico y la mitosis intranuclear. 2)
caracterizacién de los complejos de replicacion transcripeion
y splicing y su relacion con el nucleocesqueleto. Para ello uti-
lizamos cultivos sincronizados de especies con diferentes
caracteristicas genéticas y un abordaje experimental median-
te citometria de flujo, hibridacion in situ fluorescente (FISH),
inmunomarcado para proteinas nucleares y precursores del
DNA y RNA bromados. 1a organizacion de los cromosomas ¥
complejos de transcripcion y splicing y su distribucién topo-
logica en el nicleo y nuclecesqueleto se investiga mediante
microscopia confocal y electrénica.

Identificacién de factores determinantes de la produccién y
congelacion de embriones de pequefios rumiantes, en los dis-
tintos estadios preimplantacionales: analisis de las lesiones
ultraestructurales inducidas y sus efectos en la viabilidad

La obtencion de embriones de alta viabilidad es de interés
prioritario para los programas genéticos de conservacion de
especies amenazadas y ganaderia. Para optimizar estas técnicas
se requiere determinar la incidencia de los diversos factores
implicados en las técnicas de reproduccion y cultivo in vitre, en
los distintos estadios del proceso. En colaboracion con el
Departamento de Reproduccién Animal del INIA, nuestro
grupo estd analizando las alteraciones que afectan a la organi-
zacion y ultraestructura celular fina de los embriones cultiva-
dos in vitro. Para ello se han determinado previamente median-
te microscopia electrénica las caracteristicas de organizacion y
ultraestructura celular de los embriones de mas de ocho célu-
las hasta el estadio de blasto obtenidos in vive de hembras supe-
rovuladas. Estos resultados se compararin posteriormente con
las lesiones inducidas por el proceso de congelacién ¥ posterior
descongelacién con distintos crioprotectores. Tras el andlisis
comparativo de las lesiones se efectiia la correlacién con los
datos de supervivencia in vitro obtenidos en cada caso.

Protist phyla, which do not present a conserved pattern of nucle-
ar organization.

The main objetives of this line at present are: 1) the charac-
terization of the nuclear genome and its organization in chromo-
somes during the main interphasic periods and the intranuclear
mitosis, and 2) the characterization of the replication, transcrip-
tion and splicing sites and their relationships with the nucleoske-
leton. To address these issues, flow cytometry, FISH, inmunofiuo-
rescence confocal microscopy and feeding with Br-tagged DNA
and RNA precursors were applied to synchronized cultures of dif-
Jferent Dinoflagellate species. The organization of chromosomes
and of the replication and transcription/splicing sites is analyzed
by confocal and electron microscopy.

Identification of factors determining embryo production and
freezing at different preimplantation stage in small ruminants:
analysis of the induced ultrastructural lesions and their
influences in embryo viability

The production of embryos with high development vates is a
priority in the genetic programs of reproduction of endangered
species and in cattle breeding. To improve the efficiency of the
techniques of embryo culture and reproduction in vitro, the many
factors involved in the different steps of the process need to be
determined. In collaboration with the Department of Animal
Reproduction of the INIA, our group is investigating the gltera-
tions affecting the general organisation and cellular ultrastructu-
re of in vitro-cultured embryos. We have previously established
by electron microscopy the organisation and cell ultrastructure of
embryos from the state of more than 8 cells to blasts, obtained in
vivo from superovulated ewes. These results will be compared
with the injuries induced by freezing and later thawing with dif-
Jerent cryoprotectants. After the comparative analysis of the
lesions, a correlation with the survival rates in vitro for each case
is performed.
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Figura 2: Detalle de la organizacion ultraestructural citopldsmica de un
embrién en estadic de morula, fijado inmediatamente después de su obten-
cion, Se muestran las mitocondrias tipicas de los primeros estadios embrio-
narios con numerosas conexiones con las cisternas del reticule endoplasmi-
co y abundantes vesiculas de endocitosis, todos ellos indicatives del alto
metabolismo celular en este estadio.

Figure 2: Detail of the cytoplasmic ultrastructural organization of an embryo in
the stage of morula, fixed inmediately after extraction. Shown are the typical
mitochondria of the first embrionary stages with numerous connections with the
endoplasmic reticulum cisternae, and abundant endocytosis vesicles, all of them
indicating the high cellular metabolism of this stage.
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Figura: Representacion esquemadtica de la locali-
zacion in situ, en los componentes estructurales

del nucleolo, de los principales complejos mole-
culares implicados en la transcripeion de los
genes del rRNA y en el procesamiento temprano
del pre-rRNA.

Cromatina Condensada |
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Figure: Schematic representation of the in situ
Cromatina Descondansada localization, in the nucleolar structural compo-
~8-8-8- (inacliva) /| Docondensed, 8 7 : -
transcribing Chromatin = > _ nents, of the main molecular complexes involved in
: transcription of rRNA genes and in the early pro-
cessing of pre-rRNA,
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(Figura publicada en / Figure published in : Eur. J.
Histochem. (2000) 44, 117-131).
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Efectos de la microgravedad sobre la biogénesis de los riboso-
mas y el ciclo celular en células proliferantes de plantas

La capacidad proliferativa de las células produce la existencia
del cicle de divisién celular. Ademas, la construccion de nueve
material celular y las actividades necesarias para ¢l manteni-
miento del ciclo exigen una activa produccién de proteinas y, en
consecuencia, de ribosomas, las factorias celulares donde se sin-
tetizan estas macromoléculas. Por esto, la sintesis de los riboso-
mas se regula en relacién con los mecanismos que gobiernan la
proliferacion y el progreso del ciclo celular.

El estudic de estos mecanismos celulares fundamentales en
condiciones de gravedad control y en ambiente de micrograve-
dad es esencial para conseguir el objetivo de la adaptacion de los
seres vivos a ambientes distintos de aquél en el que se ha produ-
cido la evolucion. Este es un paso decisivo en el estuerzo huma-
no pot colonizar otros planetas, y estd en la base de la construc-
cion de la Estacion Espacial Internacional (155}, la mayor empre-
sa conjunta realizada por todas las Agencias Espaciales del
murlo, la cual se encuentra en plena fase de ensamblaje.

En este contexto, nuestro objetivo es conocer ¢cémo las con-
diciones de microgravedad afectan al desarrollo del ciclo celular
en plantas, asi como a parametros significativos de la biogénesis
de los rihosemas durante sus distintas fases, Para ello hemos rea-
lizado en los ultimos afnos importantes cantribuciones al conoci-
miento de la organizacion funcional del nucleolo de células pro-
liferantes, la mis reciente de las cuales ha sido el establecimien-
to de los sitios de transcripcién y procesamiento temprano en la
estructura nucleolar. Ademads, hemos identificado dos proteinas
nucleolares de plantas que presentan una expresién diferencial
durante el ciclo celular y son fosforiladas por quinasas regulado-
ras de la proliferacion. En estos momentos investigamos la
estructura y funcion de estas proteinas para utilizarlas come
marcadores de las alteraciones inducidas por la microgravedad
en estos procesos y pretendemos estudiar la expresion de genes
reguladores del cicle celular en condicienes de gravedad control
y de ingravidez. Como preparacicn a los experimentos espacia-
les a realizar en la [SS, se llevaran a cabo pruebas en micrograve-
dad simulada, utilizando un clinostato facilitado por la Agencia
Espacial Europea {ESA).

Keywords: Nucleolar proteins, cell cycle, space biology, polytene
chromosomes, ascidians

Effects of microgravity on ribosome biogenesis and cell cycle in
proliferating plant cells

The ability of cells to proliferate produces the existence of the
cell division cycle. Moreover, the building of new cellular mate-
rial and the activities necessary for cycle maintenance demand a
great amount of proteins and, consequently, of ribosomes, the
cellular factories where these macromolecules are synthesized.
For this reason, ribosome synthesis is vegulated in relation to the
mechanisms govering cell proliferation and cell cycle progres-
sion.

The study of these fundamental cell mechanisms in control
gravity as well as in microgravity environment, is essential for
the objective of the long-term adaptation of living beings to an
environment different from that in which evolution has taken
place. This is a decisive step in the human struggle to colonize
other planets, and it is at the basis of the construction of the
International Space Station (ISS), the biggest joint effort to date
carried out by Space Agencies all over the world, which is pre-
sently in its assembly phase.

In this context, our objective is to know how microgravity
conditions affect to the development of the cell cycle in plants, as
well as to significant parameters of riboseme biogenesis through
the different cell cycle phases. For this purpose, in vecent years,
we have been making important contributions to the knowledge
aof the functional organization of the nucleolus of proliferating
plant cells. Among them, the most recent one has been the esta-
blishment of the sites of transcription and early processing in the
nucleolar structure. Furthermore, we have identified two plant
cell nucleolar proteins showing differential expression throug-
hout the cell cycle, which are phosphorylated by kinases which
act, in turn, as proliferation regulators. We are now trying to
investigate the stiucture and function of these proteins, in order
to use them as markers of the alterations induced by microgra-
vity in these cell processes. In addition, we are planning to study
the expression of regulatory genes of the cell cycle in normal
environments compared to microgravity conditions. As a first
step towards the Space experiments to be carried out in the ISS,
preliminary tests will be conducted under simulated microgravity,
using a clinostat supplied by the Euvopean Space Agency (ESA).
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Ademis pretendemos resolver los problemas instrumentales
y metodolagicos que conlleva la experimentacion espacial. Para
ello se han realizado sustanciales avances en los procedimientos
de fijacion del material bioldgico; la utilizacion de microondas ha
permitido reducir drasticamente la concentracién de fijadores
txicos voldtiles sin detrimento de la preservacién estructural ni
antigénica, y la tecnologia del “subcooling” ha sido capaz de
mantener por largo tiempo la viabilidad funcional de nuicleos ais-
lados. En la actualidad lideramos un “Topical Team” de la ESA
dedicado al estudio de estos problemas. Esta Linea de Trabajo se
desarrolla en colaboracién con el Prof. Roberto Marco, del
Depte. de Bioquimica, UAM,

Organizacion funcional del nucleolo en células politenizadas

Este es un Proyecto iniciado en el afio 2.000 en colaboracién
con el Dr. José¢ Luis Diez, del Dpto. de Biologfa Celular y del
Desarrollo de este Centro.

El punto de partida del Proyecto es el hecho de que el nucle-
ol es el resultado de la actividad de un segmento del genoma,
los genes ribosomicos, constituido por una unidad transcripcio-
nal que se repite en tindem cientos o miles de veces. En células
politenizadas, como las de las glandulas salivares del diptero
Chironomus, todo el DNA se encuentra amplificado, constitu-
yendo los erormosomas politénicos; en particular, el resultado de
la amplificacion de los genes ribosomicos es un nucleolo gigan-
te, que se origina de la expresion de todos estos genes multipli-
cados, localizades en un tnico locus cromosémico, el organiza-
dor nucleolar (NOR). Pretendemos conocer la organizacion
topologica de las distintas etapas de la biogénesis de los riboso-
mas en este nucleolo gigante que caracteriza a las células polite-
nizadas, de manera que puedan adscribirse componentes o
dominios estructurales subnucleolares concretos a cada una de
las etapas funcionales del proceso. Nuestra hipotesis es que la
existencia de las mismas especies moleculares v procesos funcio-
nales en el nucleolo gigante que en el nucleolo no amplificado
permitira discriminar con mayor facilidad y con mayor precision
estos distintos dominios estructurales funcienalmente significa-
tivos en nuestro modelo biolsgico, resolviendo asi los numero-
s0s problemas pendientes sobre este tema en otros modelos celu-
lares. Los experimentos que estamos desarrollando incluyen 1éc-
nicas inmunecitoquimicas y de hibridacion in situ, asi como
ensayos funcionales de transcripcion in situ ("run-on"), que se

On the other hand, we attempt to solve the instrumental and
methodological problems posed by Space experimentation. With
this purpose, we have made substantial achievements in the fixa-
tion procedures for biological materials; the use of microwaves
has allowed us to drastically reduce the concentration of toxic
volatile fixatives, without compromising either the structural or
the antigenic preservation, and the subcooling technology has
allowed the long-term maintenance of the functional viability of
isolated nuclei. At the present time we lead a Topical Team sup-
ported by ESA, devoted to these topics. This line of research is
developed in co-opevation with Prof. Roberto Marco, from the
Biochemistry Dept., UAM.

Functional Organization of the Nucleolus in Polytene Cells

This is a project initiated in the year 2000, in co-operation
with Dr. José Luis Diez, from the Dept. of Cell and Developmental
Biology of this Center.

The starting point of the project is the fact that the nucleolus
is the result of the activity of a genome segment, namely the ribo-
somal genes, constituted by a transcriptional unit, tandemly
repeated hundreds or thousands times. In polytene cells, such as
those of the salivary glands of the dipteran Chironomus, all the
DNA is amplified, forming the polytene chromosomes; in parti-
culay; the result of the ribosomal gene amplification is a giant
nucleolus, originated from the expression of all these multiplied
genes, located in a single chromosomal locus, the nucleolar orga-
nizer (NOR). We attempt to know the topological organization of
the various steps of ribosome biogenesis in this giant nucleolus
featured by polytene cells, in such a way that precise subnucleo-
lar components or structural domains can be attributed to each
one of the functional steps of the process. Our hypothesis is that
the existence of the same molecular species and functional pro-
cesses in the giant nucleolus as well as in the unamplified nucle-
olus, will allow the easier and more precise identification of those
Junctionally significant structural domains in our biological
model, thus resolving the numerous problems on this topic which
are pending in other cellular models. Experiments in progress
include immunocytochemical and in situ hybridization techni-
ques, as well as functional assays of in situ transcription (run-
on), which are visualized under the confocal microscope and the
electron microscope. Furthermore, the use of both inhibitors and
activators of nucleolar activity is foreseen, with the purpose of
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visualizan a microscopia confocal y microscopia electronica.
También se plantea la utilizacion de inhihidores y activadores de
la actividad nucleolar, con ebjeto de conocer eventuales modifi-
caciones o redistribuciones de los dominios subnucleolares pre-
viamente definidos, asociadas a estos cambios metabélicos.

Estudios morfologicos y deteccion in situ de macromoléculas
en ascidias

Esta Linea de Investigacion es el objeto de un contrato de
colaboracién entre el CSIC y la empresa farmacéutica Pharma-
Mar, S A.

El Proyecto tiene por objeto realizar estudios en un organis-
mo marine perteneciente al grupo taxonémico de las Ascidias,
en el que la empresa estd interesada por ser el productor de una
sustancia antitumnoral, ET743, que se encuentra en la actualidad
en avanzado desarrollo clinico.

El contrato incluye una clausula de confidencialidad respec-
to a los resultados de la investigacion, por lo que no se pueden
incluir aqui detalles de los avances obtenidos
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knowing the possible modification or redistribution of the pre-
vipusly identified subnucleolar domains, associated to these
metabolic changes.

Morphologic studies and in situ detection of macromelecules in
Ascidians

This Research Line is the object of a Contract signed between
CSIC and the pharmaceutical company Pharma-May, S.A.

The objective of the Project is to perform studies in a marine
organism belonging te the taxonotic group of the Ascidians, in
which the Company is interested since it is the source of an anti-
tumoral substance, ET743, which is presently in an advanced
phase of clinical development,

The Contract includes a confidentiality clause protecting the
vesults of the investigations; for this reason, we are not allowed
to provide here details of the achievements obtained.

-— Francisca Leria Mosquera. Nuevos métodos de fijacidn y preservaciéon de material biologico para la investigacién espacial. Universidad de Cadiz, 2000.

Director: F). Medina Diaz,

Publicaclones/Publications
Articulos en Revistasifournal Articles

— De Circer, G., and Medina, F). (1999). Simultanecus localization of transcription and early processing markers allows dissection of functional demains in the

plant cell nucleolus |. Struct. Biol. 128, 139-151.

— Medina, FJ., Cerdido,A., and De Cércer, G. {2000). The functional organization of the nucleolus in proliferating plant cells (Review). Eur. |. Histochem. 44, 117-131.

Contribuciones a LibrosiContributions to Books

— Medina, FJ., Leria, F, Diaz, C., Mateos, ., Mas, |. and Marce, R. (1999). The “Subcooling Technology” as a potentially useful preservation method for biclogical
samples in Space Station scenarios. En: Utilisation of the International Space Station A.Wilson (ed.), European Space Agency, ESTEC, Noordwiik (ESA SP-

433), pp. 543-548,




Desarrollo de Plantas y Organizacion Nuclear
Plant Developmem and Nuclear Organization

MaRiA-CARMEN RiSUENO ALMEIDA

Jefe de Grupo / Group Leader

PILAR SANCHEZ TESTILLANO
Investigadoras de Carrera / Staff Scientists

BEGORNA FADON SALAZAR
Doctor Vinculado / Associated Scientist

ADRIANA LATINO FERRAGUT (2000)
MARGARIDA ForTes (111-2000)

OFELIA SAM MOREJON (IX-X11/2000)
MarTa SiLva (X-2000)

Investigadoras Visitantes / Visiting Scientists

CARMEN RAMIREZ CASTILLEJO (Desde |-2000)
B. Postdoctoral / Postdoctoral Fellow

IVETT BARANY (Desde X-1999)

M*® José CoroNADO ALBI

MeRcepEes Diaz MENDoZA (Desde 1X-1999)
MiGueL ANGEL MORENO (Hasta VI-2000)
Josgé M* SeGui SiMARRO

B. Predoctorales / Graduate Students

CARLOS ALMARZA SANZ
Personal Técnico / Technician

Figura 1: Localizacion de proteinas de estrés y senalizacion durante la embriogénesis (a y b) y el desarrollo gametofitico (¢) del grano
de polen mediante microscopia laser confocal, CLSM. a, b: HSP70 en b, y DAPI de la misma célula en a. ¢; Colocalizacion (naranja-
amarillo) de MAPK (verde) con elementos de la ruta secretora (rojo).

Figure 1: Localization of stress and signalling proteins during embryogenesis (a, b) and gametophytic development (c) of pollen grain, ana-
lized by confocal laser scanning microscopy , CSIM. a, b: HSP70 in b, and DAPI of the same cell in a. ¢: Colocalization (orange-yellow) of
MAPK (green) with elements of the secretory pathway (red).
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Biologia celular y fisiologia de la embriogénesis de microspo-
ras inducida por estrés para obtencién de haploides

Las plantas dihaploides son uiilizadas hoy en dia amplia-
mente en la obtencién de lineas isogénicas y nuevas variedades,
asi como importantes herramientas biotecnol6gicas en mejora
vegetal, ademas de su utilidad en estudios genéticos y de muta-
génesis. La regeneracidon de estas plantas se realiza fundamen-
talmente 2 partir de la induccién de embriogénesis in vitro en
microsporas y granos de polen,

La microspora cultivada in vitro, por la aplicacion de un tra-
tamiento de estrés (choque térmico, ayuno, etc) abandona su
programa de desarrollo gametofitico para multiplicarse y origi-
nar un embrion y posteriormente, una planta haploide.
Aunque se ha conseguido inducir en numerosas especies, ¢l
porcentaje de respuesta es en general muy bajo. Estudiamos
diferentes aspectos del proceso a nivel celular, comparindolo
en diversos sistemas de mono vy dicotiledéneas. Abordamos la
caractetizacion celular, por un lado, del desarrello gametofitico
normal y de la fase de desarrollo que es capaz de responder al
estrés, la microspora vacuolada, v por otro la progresién del
cultivo antes y después de la induccion. Concretamente se
estudian: a) Cambios ultraestructurales en los dominios fun-
cionales del nucleo, en relacion a la actividad, asi como la dina-
mica de compartimentos citopldsmicos y formacion de paredes
celulares ; b) Localizacién in situ v traslocaciones subcelulares
de antigenos implicados en la funcion nuclear; ¢} Expresion in
situ de genes caracteristicos de la embriogénesis, que se estin
aistando e identificando muy recientemente en diferentes espe-
cies; d) Progresién del ciclo celular en ambos programas de
desarrollo, estudiando la dinsdmica de sus fases v presencia y
distribucion de elementos reguladores del mismo

Proteinas de sefializacion v estrés durante procesos de desa-
rrollo, embriogénesis y proliferacion en plantas: Expresion y
localizacion in situ

En muchos eucariotas se han identificado numerosos ele-
mentos de rutas de transduccion de sefales implicadas en la
entrada en proliferacion ¢ en cambios de programas de desa-

Keywords: Pollen, embryogenesis, electron microscopy, MAP
kinases, in vitro development

Cell biology and physiology of stress-induced microspore
entbryogenesis to obtain haploids

Nowuaduys, di-haploid plants are widely used to obtain isoge-
nic lines and new varieties, and alse used as important biotech-
nological tools in plant breeding; and they are also very useful in
genetic studies. Regeneration of di-haploid plants is mainly
obtained from in vitro embryogenesis induction in microspores
and pollen grains. When a sivess treatment (heat-shock, starva-
tion...} is applied to the microspore in vitro, it changes its game-
tophytic developmental program to form a haploid embryo and,
thereafter, a haploid plant. Even though, pollen embryogenesis
has been induced in many plant species, the response is still very
low. We have studied different aspects of this process at cellular
level, and we compared results in mono and dicot plants. We per-
formed the cellular chavacterization of normal gametophytic
development and the developmental stage in which the microspo-
re is responsive to the stress treatment, the stage of late vacuola-
te microspore, and, also during in vitro culture progression, befo-
re and after the induction. Specifically, we studied: a)
Ultrastructural changes in the functional domains of the nucleus
in relation to activity, as well as the dynamics of cytoplasmic
compartments and cell wall formation, b} In situ localization and
subcellular translocations of antigens involved in nuclear func-
tions. ¢) In situ expression of embryogenesis characteristic genes,
which are very recenily isolated and identified in different spe-
cies. d) Cell cycle progression in both developmental programs,
by studying the dyvnamics of cell cycle periods and the presence
and distribution of regulatory elements.

Signalling and stress proteins during plant development,
embryogenesis and proliferation: in situ expression and locali-
zation

In many eukaryotes, numerous elements of signal transduc-
tion pathways involved in the entry in proliferation and changes
in developmental programs have been identified. Homologous
elements have been found in plants, but their functions are lar-
gely unknown. Molecular studies suggest that during the induc-
tion of microspore embryogenesis, signal transduction pathways,
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rrollo. En plantas, se han encontrado elementos homologps,
aunque se conoce poco sobre su funcion. Los datos moleculares
apuntan que durante la induccisn de embriogénesis en la
microspora operan rutas de transduccién de sefiales homélogas
a las encontradas en otros eucariotas, en las que estan involucra-
dos modulos de MAPK ("Mitogen Activated Protein" quinasas).
Estudios del grupo han revelado por primera vez la localizacién
ultraestructural de la proteina y los transcritos de un gen home-
logo a MAPK aislado en tabaco, v los cambios de expresion y
localizacion en ceélulas vegetales quiescentes y en proliferacion,
Por otra parte, las proteinas de choque térmico {"Heat shock
proteins”, HSPs) son una de las clases mds abundantes de prote-
inas de estrés en plantas, cuya expresién ademds se ha relaciona-
do también con procesos de desarrollo. Algunos de los trata-
mientos de estrés més efectivos para inducir la embriogénesis de
microsporas consisten en un choque térmico. Aunque los trata-
mientos inductores difieren segun las especies, los datos hasta
ahora obtenidos indican que la expresién de genes de estrés estd
involucrada en todas ellas. En el grapo analizamos la presencia,
distribucion subcelular, expresion in vitro y traslocacion de ele-
mentos relacionados con la respuesta a estrés y transduccion de
sefiales, como las proteinas de choque térmico (HSPs), las MAP
quinasas. y elementos de sus cascadas.Los primeros resultados
abtenidos en el granc de polen durante su desarrollo gametofiti-
co y embriogénesis in vitro revelan cambios en la expresion y
localizacion de varios elementos de estos grupos de proteinas,
indicande que las HSPs juegan un papel clave en estos procesos
durante los cuales, ademds operan médulos de MAP quinasas.

Domintos funcionales del micleo celular relacionados con
rutas de sefializacion en plantas

La dindmica de los dominios funcionales y estructurales del
nucleo en células vegetales (cromatina condensada, region inter-
cromatinica y nucleolo) esta relacionada con las funciones de
replicacion, transcripcion, procesamiento y transporte de RNAs,
variando su organizacion estructural en relacion a esta actividad
y en las diferentes etapas del desarrolla gametofitico y embriogé-
nico, asi como durante las distintas fases del ciclo celular. El
grupo ha estudiado durante afios los cambios a nivel subcelular
y wltraestructural en los patrones de localizacion de diferentes
macromoléculas implicadas en la sintesis y procesamiento de
DNA y RNA heterogéneo y ribosémico, empleando marcadores

homologous to those found in other eukaryotes, are operating. In
these pathways, mitogen.activated protein hinases, MAPKs, are
involved. Studies of the group have revealed for the first time the
ultrastructural localization of the protein and transcripts of a
MAPK-homologous gene in tobacco, and its changes in expres-
sion and localization in quiescent and proliferating plant cells.

On the other hand, the heat-shock proteins, HSPs, are one of
the most abundant class of stress proteins in plants, their expres-
sion has been also related to developmental processes. Some of
the more efficient treatments for microspore embyogenesis induc-
tion are heat-shocks. Inductive treatments vary among species,
bui different data indicate that stress gene expression is involved
in all of them. The presence, subcellular distribution, in situ
expression and translocations of elements related to stress res-
ponse and signal transduction, as HSPs and MAPKs, being
analyzed by our group. The first results of the pollen grain
during its gametophytic development and embryogenesis induc-
tion in vitro show changes in the expression and localization of
various elements belonging to these groups of proteins, sugges-
ting that HSPs are playing a key role in those developmental pro-
cesses. MAPKs modules are also operating in them.

Nuclear functional domains related to signalling pathways in
plants

Dynamics of the functional and structural domains of plant
cell nucleus (condensed chromatin, interchromatin region, and
nucleolus) is related to replication, transcription, and RNA pro-
cessing and transport activities. Their structural organization
varies in relation to these activities and during different stages of
gametophytic and embryogenic development, as well as during
cell cycle phases. For years, our group has studied the changes,
at subcellular and ultrastructural levels, in the localization pat-
terns of different macromolecules involved in DNA, hnRNA and
*RNA synthesis and processing, by using markers of these pro-
cesses. Recently, elements of signal transduction pathways have
been localized in the nucleus of animal cells. Qur studies have
revealed that in plants, changes in the nuclear and cytoplasmic
localization of MAPKs and other signalling molecules occurr
during stress response and developmental program changes.
Double labelling studies in combination with ultrastructural
cytachemistry point out the association of various signalling fac-
tors to elements of the nuclear machinery, these findings define
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de estos procesos. Mas recientemente se han localizado ele-
mentos de diferentes rutas de sefializacion en el nucleo de célu-
las animales. Nuestros estudios han revelado que en plantas se
producen cambios en la localizacién nuclear y citoplasmica de
MAPKs y otras proteinas de sefalizacion durante procesos de
respuesta a estrés o cambios de programa de desarrollo.
Estudios de doble inmunowmarcade en combinacion con cito-
quimicas ultraestructurales indican la asociacién de faclores de
senalizacion a diversos elementos de la maquinaria nuclear,
definiende nuevos dominios estructurales v funcionales en el
nucleo asociados a rutas de sefializacion.

Desarrollo y optimizacion de técnicas para estudios de iden-
tificacion molecular in situ para microscopia correlativa

La microscopla correlativa implica el empleo de abordajes
experimentales que permitan visualizar la misma muestra a nivel
de microscopia optica y electrdnica. En el grupo se desarrollan
técniicas y abordajes para relacionar la informacion complemen-
taria que se obtiene con el uso de diferentes microscopias, 6pti-
ca, ldser confocal (CLSM) v electronica. Esta linea de trabajo
implica varios estudios: a) Optimizacion de técnicas de procesa-
miento en frio {criotécnicas} de muestras bioldgicas, imprescin-
dibles para localizaciones in situ {(inmunomarcados, hibridacio-
nes in situ, etc). Estas técnicas conservan la reactividad quimica
y antigénica de la muestra, preservando la estructura mds cerca
del estade in vive y minimizando la pérdida de componentes. El
grupe es pionero en el desarrollo de estas técnicas en plantas,
particularmente la criofijacion, crioultramicrotomia, criosustitu-
cion y crioinclusién en resinas tipo Lowicryl. b) Desarrollo de
métodos que combinan técnicas citoquimicas especificas para
dcidos nucleicos y proteinas con inmunomarcados y otras técni-
cas de localizacién in sitw; la combinacion de ambos procedi-
mientos en la misma muestra proporciona una doble informa-
cion: la naturaleza quimica de la estructura y la localizacion pre-
cisa del antigeno por la particula de oro coloidal. ¢} Técnicas de
localizacion in situ empleando sondas y anticuerpos con alta sen-
sibilidad, para detectar pequefias cantidades de dianas molecula-
res en la célula y combinando distintos métodos de visualizacion
con fluorocromos, nano-oro y métodos de amplificacion de sena-
les, evaluando el resultado en distintos microscopias, laser con-
focal, de fluorescencia con camara CCD, y microscopia electrd-
nica de transmision.

new structural and functional domains associated with signalling
pathways in the nucleus.

Development and set up of techniques for in situ molecular
identification and correlative microscopy

Correlative microscopy inveolves the use of experimental
approaches for the visualization of the same sample at both light
and electron microscopy levels. In the group, approaches and
techniques to reveal the complementary information gained by
the use of different microscopies, light, confocal (CLSM) and
electron microscopy, are developped. This topic involves various
research subjects: a) Optimization of low temperature methods
for processing biological samples (cryotechniques), which are
neccessary for in situ localizations (immunolabelling, in situ
hybridization, etc). These low temperature techniques keep the
chemical and antigenic veactivity of the sample, maintain the
structure nearer the in vivo state, and minimize the loss of com-
ponents. The group is a pioneer in the development of these tech-
niques in plants, specifically cryofixation, cryoultramicrotomy,
freeze-substitution, and cryo-embedding in Lowicryl resins. b}
Development of methods which combine specific cytochemical
technigues for micleic acids and proteins with immunolabelling
and other in situ localization techniques. The combination of
both procedures in the same sample provides double information:
the chemical nature of the structure specifically stained, and the
precise localization of the antigen by the gold particle. ¢) In situ
localization technigues of high sensitivity, using probes and anti-
bodies for detecting low amounts of moleclular targets in the cell.
We studied the combination of different detection methods using
fluorochromes, ultrasmall celloidal gold particles, and methods
to amplify signals, and evaluate the results.
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Figura 2: Localizacion ultraestructural de proteinas

de choque térmico y maquinaria de replicacion
en el micleo vegetal durante embriogénesis
haploide y proliferacién. Inmunomarcado con
oro sencillo y doble. a: Localizacién de HSP70
(flechas) en 4reas de la region intercromatinica
nuclear (N) y citoplasma (CT); embriogénesis
muy temprana de microsporas. b: Doble marca-
do para PCNA (particulas de 10 nm) y DNA
(particulas de 15 nm); las zonas de colocaliza-
ci6n (cabezas de flecha) determinan lugares de
replicacion en fibras de cromatina. Barras repre-
sentan 0.5 pm,

Figure 2 Ultrastructural localization of heat-shock

proteins and replication machinery in the plant
nucleus during haploid embryogenesis and prolife-
ration. Single and double immunogold labelling,
a: HSP70 localization (arrows) in sites of the
nuclear (N) interchromatin region, and cytoplasm
(CT), very early microspore embryogenesis. b:
Double labelling of PCNA (10 nm particles) and
DNA (15 nm particles); colocalization zones
(arrowheads) determine replication sites on chro-
matin fibres. Bars vepresent 0.5 pm.
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Mecanismos de resistencia vegetal frente a las infecciones
virales

El interés de nuestro 1rabajo se centra en el estudio de los
mecanismos de defensa de las plantas, que conllevan a la res-
triccién del agente patégeno a los lugares de entrada, evitan-
do su diseminacion al resto de la planta. Para ello, utilizamos
como sistema modelo plantas del género Capsicum resistentes
a los tobamovirus, donde llevamos a cabo la identificacion de
los factores virales responsables de la induccion de la res-
puesta de defensa, asi como la caracterizacion de dicha res-
puesta.

Hemos determinade mediante la construccion de transcri-
tos virales quiméricos y la expresion transitoria en hojas -por
bombardeo con microproyectiles- que las proteinas de cubier-
ta funcionales del virus del moteado suave de la paprika
(PaMMV} y del virus del moteado suave del pimiento
(PMMoV) son los factores virales requeridos para la induc-

Keywords: Plant virus pathogenesis, plant resistance mechanisms
Plant defence mechanisms against virus infection

The general aim of our work s to study plant defence mecha-
nism(s) against virus infection, that lead to the restriction of the
pathogen to the entry sites, limiting the further viral spread to
other parts of the plant. As model system, we use tobamoviruses-
resistant Capsicum spp. In this system, we carry owt, from the
pathogen side the identification of the viral factors required for
eliciting the host response; and from the host side, the characte-
rization of the response during the activation of the resistance
mechanism(s).

By constructing chimeric viruses and by expressing tran-
sientlyf viral genes, we have established that the tobamoviral
coat protein acts as the viral elicitor of the L4, L* and L* gene-
mediaied defences. This resistance (HR, hypersensitive reaction)
is characierized by the activation of the programmed cell death
and defence-related genes. It results in the restriction of the viral
infection to the primary infection sites and the development of
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cion de la reaccion de defensa mediada por los 3 genes de
resistencia L4, L, v L*, Esta resistencia {reaccién hipersensi-
ble, HR) -caracterizada por la activacion de la muerte celular
programada y de genes involucrados en la defensa vegetal-
resulta en la restriccién de la infeccién viral a los lugares de
infeccién primaria.

Actualmente estamos caracterizando las proteinas y mRNAs
cuya expresién se modifica durante la activacién de la HR, a fin
de identificar los genes del huésped que estan involucrados en la
resistencia frente a agentes patdgenos, con vistas a su utilizacion
en programas ce mejora genética vegetal.

Alternativamente, exploramos la posibilidad de utilizar la
expresion constitutiva en las plantas de secuencias derivadas del
patdgeno para restringir y/o suprimir la replicacion viral en aque-
llos cultivos en los que no existen fuentes de resistencia natura-
les o bien no se pueden utilizar por las limitaciones de los cruces
genéticos. La sobreexpresion en la célula de genes del patsgeno
alterados darian lugar a productos génicos no funcionales que
podrian competir con el producto de expresién viral, y al actuar
come genes dominantes negativos, impedirian la infeccion.
Hemos utilizado esta estrategia para obtener plantas resistentes a
las infecciones virales, mediante la expresién constitutiva en
plantas de Nicotiana de mutantes no funcionales de la proteina
de movimiento del virus del mosaico del pepino (CMV) para
bloquear el proceso del movimiento de célula-a-célula viral. los
ensayos llevados a cabo con diez construcciones diferentes han
mostrado que algunas de las lineas de plantas transgénicas con
cada una de dichas construcciones reducen la acumulacion de
CMV con distinta eficacia, inhibiendo ¢l movimiento a corta y/o
a larga distancia.

Mecanismos de patogénesis viral

El interés de nuestro trabajo se centra en el estudio de la
patogénesis viral, analizando el efecto de la infeccién viral
sobre la fotosintesis y de los factores virales involucrados.
Usando como sistema huésped-patdgeno modelo Nicotiana-
tobamovirus, hemos establecido que la infeccion viral produ-
ce una inhibicién selectiva de las isoformas de las proteinas
extrinsecas del Fot II, implicadas en el sistema de oxida-
cion/fotolisis del agna. La tasa de inhibicién es dependiente
de la cepa viral y ocurre transcripcionalmente.

necrotic lpcal lesions.

Alternatively, we are exploring the possibility of using the
constitutive expression of pathogen-derived sequences in plants
in order to restrict and/or suppress viral replication in suscepti-
ble crops to pathogen infection. The overexpression in the cell of
dysfunctional pathogen gene products would lead to the blocka-
ge of infection, due to the competition of these products with the
correspondent viral factors. We are applying this approach to
obtain vesistant plants against viral infection by expressing dys-
functional deletion mutants of the cell-to-cell movement protein
(3a protein} of cucumber mosaic virus (CMV). In these plants
the cell-to-cell movement function should be presumably inhibi-
ted. Data have shown that plants expressing ten different cons-
tructs exhibit a reduction in the accumulation levels of both
homologous (CMV) and heterologous (tobacco mosaic virus)
viruses, due to an inhibition of the cell-to-cell and long-distance
viral movements.

Plant virus pathogenesis

We are studying the viral pathogenesis mechanisms, focused
towards the elucidation of the effect upon photosynthesis. Using
as plant-pathogen model system Nicotiona-tobamoviruses, we
have established that viral infection leads to a selective inhibition
of certain isoforms of photosystem Il extrinsic proteins, involved
in water-splitting. The inhibition rate is dependent upon the viral
strain and it takes place at the transcriptional level.
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Silenciamiento génico y resistencia transgénica a virus

Numerosas secuencias de genes, derivadas de muchos
virus de plantas diferentes, se han introducido en una gran
variedad de especies de plantas, para producir plantas trans-
génicas protegidas frente a la infeccion por estos virus, una
estrategia conocida como resistencia transgénica derivada del
patdgeno. En muchos casos, se sabe que el mecanismo de la
resistencia es un proceso posutranscripcional, mediado por
RNA, que senaliza, de una forma especifica de secuencia,
tanto al RNA viral como al mRNA del transgén, para su degra-
dacion.

Esta resistencia a virus mediada por RNA es una manifes-
tacion del silenciamiento génico posttranscripcional (PTGS),
un potente mecanismo de degradacion intracelular de RNA
que probablemente ha evolucionado como una defensa de las
plantas frente a infecciones virales, PTGS tiene lugar también
en plantas no transgénicas pero los virus contraatacan esta
respuesta de defensa natural del huésped codificando en sus
genomas supresores de PTGS. Esto parece ser una estrategia
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Kevwords: Plant viruses, aphid transmission, transgenic resis-
tance, genesilencing disease control

Gene silencing and transgenic resistance to viruses

Gene sequences derived from many different plant viruses
have been introduced into a wide variety of plant species to pro-
duce transgenic plants protected against virus infection, a stra-
tegy known as pathogen-derived transgenic resistance. In many
cases, it is known that the mechanism of the resistance is a post-
transcriptional, RNA-mediated process that targets both the viral
RNA and the transgene mRNA for degradation in a sequence-spe-
cific manner.

This RNA-mediated virus resistance is a manifestation of
positranscriptional gene silencing (PTGS), a powerful, intrace-
lular RNA-degradation mechanism, which has probably evolved
as o plant defense against virus infection. PTGS also takes place
in nontransgenic plants but viruses countevact the natural host
defense response by encoding suppressors of PTGS in their genn-
mes. This seems to be a widespread strategy used by RNA and
DNA viruses of plants.

Along this line, our group maintains a research program, over
the last years, focused toward the plant virus disease control.
Recently, the emphasis has been on: 1) the analysis of pathogen-
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ampliamente distribuida y usada por los virus de plantas
tanto RNA como DNA.

En esta linea, nuestro grupo mantiene, durante los ulti-
mos afios, un programa de investigacion orientado hacia el
control de enfermedades virales en plantas. Recientemente, el
énfasis se ha puesto en: 1) el andlisis de estrategias de resis-
tencia transgénica a virus en plantas, derivada del patégeno,
y la elucidacion de los mecanismos celulares y moleculares
que controlan la resistencia y 2) el andlisis del mecanismo de
delensa antiviral en plantas mediado por silenciamiento géni-
co y el estudio de los supresores virales de silenciamiento
génico.

Transmisién de virus por vectores

La transmisién de virus vegetales por insectos vectores es
¢l medio de difusion habitual en 1a naturaleza. Al tratarse de
un proceso esencial en el ciclo de numerosas patégenos, la
posibilidad de interferir en la transmisién seria un medio muy
eficaz de control de enfermedades causadas por virus.

Entre los diferentes grupos de virus de plantas destacan
los potyvirus, que constituyen la familia mas numerosa de
virus. Los potyvirus afectan a una extensa variedad de culti-
vos agricolas de gran importancia econémica. En la naturale-
za son transmitidos por pulgones de forma no persistente, lo
que significa que los virus se asocian externamente y durante
periodos breves de tiempo con lugares especificos en ¢l canal
alimenticio del pulgon.

No se conoce sin embargo el mecanismo que regula la
transmision por pulgones de los potyvirus. Se sabe que en la
transmisién intervienen dos proteinas virales: la proteina de
la capsida (CP) junto con una proteina no estructural codifi-
cada por el genoma viral, conocida como factor de transmi-
sién o cemponente helper (HC).

Una hipétesis sobre la functén de estas proteinas en la
transmision es que el HC actiia regulando la interaccion entre
la particuia viral a traves de la CP y el canal alimenticio del
pulgén, donde podrian existir receptores especificos,

Nuestras lineas de trabajo se enfocan, pricipalmente, al
conocimiente de los mecanismos de transmision con los
siguientes objetivos:

Caracterizacion molecular de de la proteina de la capsida
de la particula viral (CP) y la proteina componente helper

derived, transgenic resistance strategies to viruses in plants and
the elucidation of the cellular and molecular mechanisms contro-
tling resistance and 2) the analysis of the gene silencing-media-
ted antiviral defense mechanism in plants and the study of viral
suppressors of gene silencing,

Viral transmission by veciors

Transmission by insect vectors is the most common way of
diffusion of plant viruses in nature. Because transmission is an
essential process in the cycle of numerous pathogens, the possibi-
lity of interference could be a very efficient control measure of
diseases caused by viruses.

Among the different groups of plant viruses, Potyviruses cons-
titute the most numerous family of viruses. They infect most eco-
nomically important crops. Potyviruses are naturally transmitted
by aphids in a non persistent manner This mean that these viru-
ses are externally associated during short peviods with the cuti-
cular linings of the mouthparts or alimentary tract of the aphid.
The mechanism that govern the transmission process of potyvirus
by aphids are still poorly understood. So far, two virus-encoded
proleins are known to be involved in the transmission process: the
coat protein (CP) and a nonstructural viral protein known s
helper component (HC).

A current hypotesis about the role of those proteins during
transmission suggests that the function of the HC is to facilitate
the virions retention with the cuticle of the food canal in the
aphids, where specific receptors might exist.

Our current studies are focused mainly on the following areas
of the mechanisms of transmission:

Molecular analysis of the coat protein (CP) and the helper
component (HC) of spanish isolates of potato virus Y (PVY) and
plum pox virus (PPV) spanish isolates, among other potyviruses,
and identification of the protein domains involved in the trans-
mission process.

Interactions in vitro between the helper (HC) with the
virions, and identification of the putative retention sites in the
aphid mouthparts.

Obtention of transgenic plants expressing nonstructural virus
genes (HC) with the possibility to interfere with infection or
transmission processes.

Evaluations of methods to detect potyvirus, including detec-
tion in the vector to follow the presence of the virus along the
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(HC) de aislados espatioles del virus Y de la patata (PVY) y  transmission process.
del virus de la Sharka de los frutales de hueso, plum pox virus Development of virus control strategies based on the design of
(PPV), entre otros potyvirus, buscando caracterizar los domi-  molecules capable to interfere during the transmission process.
nios implicados en transmision.
Ensayos in vitro de interacciones entre el componente hel-
per (HC) y la capsida viral (CP), asi como la identificacién de
los posibles lugares de retencién en el pulgén.
Obtencion de plantas transgénicas para el gen no estruc-
tural HC, con posible interferencia en los procesos de infec-
cion o transmisidn,
Evaluacion de métodos de deteccion de potyvirus, inclu-
yendo deteccion en el vector para el seguimiento durante el
proceso de transmisién.
Desarrollo de estrategias de control de virosis mediante el
disefio de moléculas capaces de interferir en el proceso de
transmision.
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Figura: Micvogralias electronicas de tinciones negativas de particulas de distintos tipos representativos de virus de plantas purificados en nuestro laboratorio.

A

Particulas baciliformes de aproximadamente 18 nanometros {nm) de didmetro y desde 30 hasta 60 nm de largo con simetria icosahédrica, correspondien-
tes al virus del mosaico de la alfalta (AMV), un Alfamovirus multiparticuladoe de genoma dividido constiwide por tres moléculas lineales de RNA mono-
catenario {ssRNA) de sentido positive.

Particulas alargadas rigidas de aproximadanmente 18 nm de didgmetro y 300-310 nm de largo con simetria helicoidal, correspondientes al virus del motea-
do suave del pimiente (FMMoV}, un Tabamovirys de genoma constituido por una molécula lineal de ssRNA de sentido positivo.

Particulas isumeétricas de aproximadamente 28-30 nm de digmetro con simerria icosahédrica, conrespondientes al virus del mosaico de la calzhaza (SqMV],
un Comovirus multiparticulado de genoma dividide constinuido por dos moléculas lineales de ssRNA de sentido positivo,

Particulas isoméiricas de aproximadamente 54 nm de didmetro con simenia icosahédrica, correspondientes al virus del mosaico de la coliflor (CaMV), un
Cawlimovirus de genoma constituido por una molécuia circular de DNA bicatenario {(dsDNA).

Particulas alargadas flexuesas de aprovimadamente 11-13 nm de diametro y 680-800 nm de largo con simetria helicoidal, correspondientes al virus del
prabado del tabaco (TEV}. un Fatyvirus de genoma constituide por una molécula lineal de ssRNA de sentido positivo.

Particulas pleomdrticas de aproximadamente 80-120 nm de didmetro con simetria helicoidal ¥ recubiertas de una membrana glicoprotéica, correspon-
dicntes al virus de las manchas bronceadas del tomate (TSWV), un Tospovirus de genoma dividido constituido por una molécula lineal de ssRNA de sen-
tido negative y dos moléeulas lineales de ssRNA de doble senrido.

Figure: Electron micrograph of negatively stalned particles of distinct, representative tvpes of plamt viruses purified in our leboratory.

A

Baciltiform particles of approximately 18 manometers {nm} in diameter and from 30 te 60 am long with icosahedral symmetry, corvesponding to alfulfa mosaic
virus (AMV), a mudtiparticulate Alfomovirus with a divided genome consisiing of three linear, positive sense, single stranded RNA (ssRNA) molecudes.
Rigid, clongated pavticles of approximaiely 18 nan in diameter and 300-318 nm long with helical symmetry, corresponding to pepper mild mottle virus (PMMoV),
a Tohamovirys with a genome consisting of o linear, positive sense, ssRNA moleeule.
tsemetric particles of approxtmately 28-30 nm in diameter with icosahedral symmeiry, corresponding to squash mosaic virus (SqgMV), a multiparticelate Comovirus
with a divided genome consisting of twoe linear, positive sense, ssRNA molecules.

Isometric particles of approximaiely 30 am in diometer with icosahedred symmetry, corvesponding to cauliflower mosatic virus (CaM V), a Caulimovirus with a
gerome cansisiing of @ circulay, double stranded DNA (dsDNA) molecule.

Dlexuous, elongated particles of approximately 11-13 nm in diameter and 680-800 nm long with helical svmmetry, corvesponding (o tobacco etch virus (TEV), ¢
Potyvirus with a genome consisting of a Tinear, positive sensc, ssSRNA molecude.
Pleomorphic purticles of approximately 80-120 nn in diamcter with helical symmetiy and embedded n a glycoprotein envelope, corresponding to tomaio spotted
wilt virns (TSWY), a fospovirus with a divided genome consisting of one linear, negative sense, ssRNA molecule and twe lineay, ambisense, ssRNA molecules,
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I Taladros del maiz, escarabajo de la patata,
maiz-Bi, terpenoides, inhibidores de proteasas

El objetivo general del grupo es el desarrollo de métodos de
control respetuosos con el medio ambiente y que prevengan
o minimicen las pérdidas causadas por plagas agricolas y de
productos almacenados.

Evaluacion de compuestos de origen botanico en el control
de plagas

Se han estudiado los efectos de compuestos de origen
botanico (metabolitos secundarios y proteinas de defensa)
sobre la supervivencia, el comportamiento y la fisiologia de
insectos, y de dcaros de productos almacenados. Se han pues-
discos foliares y
plantas transgénicas para establecer su actividad. Hemos eva-
luado el potencial de control de varios terpenoides, pertene-
cientes a plantas de los géneros Trichilia v Teucrium, sobre el
escarabajo de la patata, Leptinotarsa decemlineata, y la garda-

to a punto bioensayos con dieta artificial,

Keywords: Corn bovers, Colorado potato beetle, Bt-maize, terpe-
noids, protease inhibitors

Our work is focused on the development of environmentally

Jfriendly control strategies that will prevent or minimize the los-

ses caused by agricultural and stored product pests.

Potential of botanical compounds for pest control.

We have studied the effects of botanical compounds (secon-
dary metabolites and defence proteins) on the survival, behaviour
and physiology of key insect and mite pests. Accordingly, we have
developed bioassay systems on artificial diets, on leaf disks and
on transgenic plants to test these compounds. Several terpenoids

from plants of the genus Trichilia and Teucrium has been asses-

sed for its potential on the control of the Colorado potato beetle,
Leptinotarsa decemlineata, the beet  armyworm,
Spodoptera exigua. Likewise, we have tested the activity of seve-
ral monoterpenoids from plants of the genus Lavandula, Mentha

and
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ma, Spodeptera exigua. De forma andloga, hemos determina-
do la actividad de monoterpenos, procedentes de los géneros
Lavandula, Mentha y Fucaliptus, v de inhibidores de proteasas
digestivas sobre el dcaro, Tyrophagus putrescentiae, plaga clave
en el jamon curado, por estar prohibido el use de acaricidas
en este producto. Asimismo hemos estudiado el efecto de la
supresion o sobre-expresién de inhibidores de proteasas en
plantas transgénicas de tabaco y patata sobre el desarrollo del
escarabajo de la patata y de la gardama.

El conocimiento de la interaccion de los compuestos botd-
nicos con las enzimas digestivas de las plagas es fundamental
para desarrollar propuestas racionales de control. Hemos
caracterizado las enzimas digestivas de plagas de importancia
econdmica en Esparia. Entre ellas, cabe destacar el taladro del
maiz, Sesamia nonagrioides, el escarabajo de la patata, el cur-
culiénide Aubeonymus mariaefranciscae, (plaga de la remola-
cha azucarera) y el dcaro del jamon. Asi mismo, hemos exa-
minado las implicaciones de la ingestion de compuestos botd-
nicos {ensayos de alimeniaciéon de corta y larga duracion)
sobre la actividad de proteasas digestivas y enzimas de desto-
xificacion de algunas de estas especies,

Implicaciones ambientales del cultivo del maiz Bt {Bacillus
thuringiensis)

Desde 1998, en que se inicia la comercializacion del maiz
Bt en Espaiia, se ha establecido un programa de seguimiento
para detectar la posible aparicién de resistencia en poblacio-
nes de taladros del maiz y para evaluar el impacto potencial
sobre la fauna auxiliar asociada a este cultivo. Hemos deter-
minado la linea base de susceptibilidad a la toxina CrylAb
por ser la expresada en el maiz Bt cultivado en Espara, en
peblaciones de taladros de maiz (5. nonagrioides y Ostrinia
nubilalis) recogidas sobre maiz no transgénico en las princi-
pales zonas maiceras. A partir del segundo aiio, hemos reco-
gido poblaciones de ambas especies de taladros en campos de
maiz Bt localizados en las mismas dreas geogrificas. No se
han encontrando cambios en la susceptibilidad tras tres afos
de exposicion al maiz Bt. Por altimo, hemos iniciado en el
afig 2000 la evaluacion, en campos comerciales, del posible
impacto del maiz Bt sobre la diversidad y la abundancia de la
fauna auxiliar, particularmente depredadores y parasitoides.

and Fucaliptus, and several plant protease inhibitors, on the
mold mite, Tyrophagus putrescentiae, a key pest of dry-cured
ham, a product where it is banned the use of acaricides. In addi-
tion, we have examined the effect of the suppression or over-
expression of protease inhibitors in tobacco and potato transge-
nic plants on the growth and development of the Colorade pota-
to beetle and the beet armyworm.

The knowledge of the interaction of botanical compounds
with the digestive enzymes of target pests is essential to develop
rational control strategies. Thus, we have characterized the
digestive proteases of several important pests in Spain, such as
the Mediterranean corn borer; Sesamia nonagrioides, the
Coloradoe potate beetle, the weevil Aubeonymus mariaefrancis-
cae, a new sugar beet pest, and the mold mite. We have also exa-
mined the implications of the ingestion of botanical compounds
{(short- and long-term feeding assays)} on the activity of the diges-
tive proteases and detoxication engymes of some of these species.

Environmental implications of Bt (Bacillus thuringiensis)
maize crops

The commercial release of transgenic Bt maize in Spain in
1998 prompted a monitoring research project to establish an
early detection of corn borers resistance and to assess the poten-
tial impacts on beneficial arthropods associated with Bt maize.
Baseline susceptibility to the Cry1Ab toxin {protein expressed in
the Bt-maize grown in Spain) was determined for Spanish popu-
lations of the corn borers (Sesamia nonagrioides and Ostrinia
nubilalis), collected on non-transgenic maize. Annual monito-
ring of field populations of both species collected from Bt maize
on the same geographical areas has not revealed changes in sus-
ceptibility after three years of Bt-maize cultivation in Spain.
Experiments in commercial fields have been initiated in 2000 to
assess the potential impact of Bt maize on the diversity and abun-
dance of beneficial arthropods, particularly predators and para-
sitoids.
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Regulacion de la expresion génica y actividad de proteinas
por estrés oxidativo y nitrosativa

El oxido nitrico (NO) es un mediador biologico con
acciones [isiologicas bien reconocidas en los sistemas cardio-
vascular, nervioso e inmune. En los ultimos anos también se
ha puesto de manifiesto que actiia como un senalizador intra-
celular gracias a su naturaleza de radical libre y gas altamen-
te difusible. Esta propiedad le permite interaccionar con radi-
cales libres derivados del oxigeno, grupos hemo y grupos tio-
les de las proteinas entre otros, En el laboratorio perseguimos
el estudio de estas interacciones del NO con factores de trans-
cripcion implicados en respuestas fisiopatologicas. Hemos
observado que, tras la exposicion a donadores de NO, una de
las subunidades consituyentes del factor de transcripcion AP-
1. ¢-Jun, experimenta una incorporacién de glutation for-

Keywords: Nitric oxide, endothelium, gene expression, endothe-
lial dysfunction, oxidative stress

Regulation of gene expression and protein function by oxidati-
ve and nitrosative stresses

Nitric oxide (NO) is a biological mediator with well establis-
hed biological actions in the cardiovascular, nervous and immu-
ne systems. In recent years it has been shown that it may alse act
as an intracellular signalling molecule due to its properties as a

free-radical gas with high diffusibility. This allows NO to infe-

ract with reactive oxygen species, heme and thiol groups of pro-
teins among others. In our laboratory we are interested in stud-
ying the interactions of NO with transcription factors involved in
pathophysielogical responses. We have observed that, after expo-
sure to NO donors, one of the subunits of the transcription factor
AP-1, c-Jun, is modified by the incorporation of glutathione to a
specific cysteine residue, This glutathionylation correlates tightly
with the inhibition of binding to DNA of ¢-fun. This modification
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mando un disulfuro mixto con una cisteina especifica y que
esta glutationilacion se correlaciona estrechamente con una
inhibicion de la union al ADN de c-Jun. Esta modificacion es
reversible y también tiene lugar tras estrés oxidativo y puede
ocurrir en otros lactores de transcripeion tal y como hemos
demostrado para la subunidad p50 de NF-kappaB.
Pretendemos conocer la importancia biologica de esta modi-
ficacion y de otras modificaciones inducidas por ¢l NO como
la S-nitrosilacion ya que pueden representar mecanismos de
acoplamiento de las senales extracelulares que promueven
estrés oxidativo o nitrosativo a respuestas especificas de
expresion geénica.

Analisis molecular de la disfuncion endotelial

La disfuncion endotelial es un fenomeno fisiopatologico
que implica una respuesta homeostatica inadecuada por parte
del endotelio, Su importancia ha sido demostrada en patolo-
gias tan prevalentes como la arteriosclerosis o la hipertension.
Una de sus manifestaciones es la incapacidad del endotelio
para mantener un Lono vasodilatador tanto basal como en res-
puesta a agonistas especificos. En su patogenia interviene una
alteracion del balance de los factores endoteliales vasoactivos
como el NO y la endotelina-1 (ET-1), un potente vasocons-
trictor. Nuestro laboratorio ha estudiado la respuesta de célu-
las endoteliales en cultivo a modelos farmacologicos de dano
(Ciclosporina A) o proteccion (los inhibidores de la HMG-
CoA reductasa conocidos como estatinas) endoteliales. Fn el
caso del inmunosupresor Ciclosporina A hemos observado
que este farmaco modula la produccion de especies reactivas
de oxigeno y nitrogeno en el endotelio y que también puede
aumentar a largo plazo la expresion de la oxido nitrico sinta-
sa endotelial (eNOS) por un mecanismo transcripcional. Las
estatinas son farmacos hipolipemiantes que se han revelado
como protectoras de la disfuncion endotelial en estudios cli-
nicos. Nuestros datos sugieren que esta proteccion tiene lugar
por un aumento relativo de la produccion de NO [rente a
endotelina-1 ya que la expresion de la eNOS no se inhibe por
LDL oxidada en presencia de estatinas y la sintesis de ET-1 se
inhibe por estas ultimas. Proponemos ademas que las protei-
nas G de bajo peso molecular de la familia Rho participan en
la regulacion del balance de factores vasoactivos en la célula
endotelial.

is reversible, also occurs after oxidative stress and may take
place in other transcription factors as we have shown for the p50
subunit of NF-kappaB. We intend to understand the biological
importance of this and other NO-related modifications of pro-
teins such as S-nitrosylation, as they may represent mechanisms

for the coupling of extracellular signals which promote oxidative

or nitrosative stresses to specific responses of gene expression.
Molecular analysis of endothelial dysfunction

Endothelial dysfunction is a pathophysiological phenomenon
which involves a perturbed homeostatic response of the endothe-
lium. Its importance has been proven in pathological conditions
with such prevalence as atherosclerosis or hypertension. One of
its features is the altered capacity of the endothelium to maintain
a vasodilator tone, both basally and in response to endothelial
agonists. Its pathogenesis may be velated to a disturbance in the
balance of endothelial vasoactive factors such as NO or the
powerful vasoconstrictor endothelin-1 (ET-1). Our laboratory
has studied the response of endothelial cells in culture under two
pharmacological models of endothelial injury (Cyclosporin A) or
protection ( the HMG-CoA veductase inhibitors known as sta-
tins). In the case of the immunosupressor Cyclosporin A we
observed that this drug modulates the production of reactive oxy-
gen and nitrogen species in endothelial cells and that it may also
increase endothelial nitric oxide synthase expression (eNOS) in
the long term by a transcriptional mechanism. Statins are lipid
lowering agents which protect against endothelial dysfunction in
clinical studies. Our data suggest that this protection may take
place by a relative increase in the production of NO versus ET-1,
as eNOS expression is protected from oxidized 1.DL-induced
downregulation in the presence of statins and the latter inhibit
ET-1 synthesis. Furthermore we propose that the small GTP bin-
ding proteins of the Rho family participate in the regulation of the
balance of endothelial vasoactive mediators,

Regulation of nitric oxide synthesis

NO is synthesized by enzymes known as NO synthases
(NOS). The activity of endothelial NOS is mainly regulated by
posttransiational mechanisms. The regulation of inducible NOS
involves transcriptional and posttranscriptional mechanisms
that control the levels of mRNA and protein. Our group is inte-
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Regulacion de la sintesis de oxido nitrico

El NO es sintetizado por enzimas denominadas NO sinta-
sas (NOS). La actividad de la NOS endotelial se regula funda-
mentalmente por mecanismos postraduccionales. La regula-
cion de la NOS inducible tiene lugar sobre todo a nivel de su
expresion por mecanismos transcripcionales y postranscrip-
cionales. En nuestro laboratorio estamos interesados en el
estudio de los mecanismos de regulacion de la sintesis de NO
en células de la pared vascular. Hemos observado que la NOS
inducible estd sujeta a una estrecha regulacion por NO y
GMPc y que existe una regulacion reciproca entre las vias de
sintesis de NO y de prostaglandinas. Esta interaccion puede
ser de especial relevancia en condiciones fisiopatologicas,
como la inflamacion y la arteriosclerosis. Un aspecto impor-
tante de estos estudios es el hecho de que varios [armacos que
se usan ampliamente en la terapia de enfermedades cardio-
vasculares, como las estatinas, ciertos hipolipemiantes y anti-
diabéticos orales, ejercen un efecto protector sobre la funcion
vascular por mecanismos potencialmente relacionados con la
modulacion de la expresion de las NOS endotelial e inducible.
Nos interesa explorar los procesos concretos que dan lugar a
estos efectos. Nuestros resultados indican que metabolitos de
la via de sintesis de isoprenoides, que es inhibida por las esta-
tinas, son importantes para la regulacion de ambas formas de
NOS, y que en el caso de ciertos hipolipemiantes y de prosta-
glandinas, que modulan la expresion de la NOS inducible, sus
efectos pueden ser estar relacionados con su capacidad para
actuar como agonistas de lactores de transcripeion pertene-
cientes a la superfamilia de receptores nucleares.

rested in studying the mechanisms of regulation of NO synthesis
in cells of the vascular wall. We have observed that inducible
NOS is subjected to a feedback regulation by the NO-cGMP path-
way. Theve is also a significant cross-talk between the NO and
prostaglandins biosynthetic pathways, which may be particu-
larly relevant under physiopathological conditions, such as
inflammation and atherosclerosis, An important aspect of these
studies is related to the fact that several drugs widely used in the
treatment of cardiovascular disease, including statins, hypolipi-
demic agents and oral antidiabetics modulate the bioavailability
of NO. The mechanisms proposed include the regulation of the
expression of the endothelial and inducible isoforms of NOS, We
are interested in elucidating the cellular events that are responsi-
ble for these effects. Our results point towards the involvement of
metabolites of the isoprenoid biosynthetic pathway, which is inhi-
bited by statins, in the regulation of both forms of NOS. They also
raise the importance of the ability of some prostaglandins and
hypolipidemic agents (o function as agonists of nuclear receptors
for the modulation of inflammation and iNOS expression.
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La fosforilacion oxidativa mitocondrial engloba las reac-
ciones que llevan a la sintesis de ATP utilizando la energia dis-
ponible tras la oxidacion de sustratos en la cadena respirato-
ria. El acoplamiento de los dos procesos se realiza a través del
gradiente de potencial electroquimico de protones que es
generado por la cadena respiratoria durante la transferencia
de electrones desde los sustratos hasta el oxigeno. Nuestro
grupo investiga sistemas en los que este esquema basico se
encuentra modificado de modo que parte de la energia se disi-
pa en lorma de calor.

La produccion de calor en el tejido adiposo pardo: la prote-
ina desacoplante UCP1

En las mitocondrias del tejido adiposo pardo la proteina
desacoplante UCPI permite la re-entrada de los protones a la
matriz disipando. por tanto, el gradiente de potencial electro-
quimico, Este mecanismo disipador de energia es la clave de
la actividad termogénica del tejido. La UCP1 se encuentra

Keywords: Mitochondria, bioenergetics, uncoupling protein, obe-
sity, yeast

The mitochondrial oxidative phosphorylation embraces seve-
ral reactions that allow ATP synthesis using the energy made
available from substrate oxidation at the respiratory chain. The
two processes are coupled through the proton electrochemical
potential gradient genervated during the transfer of electrons from
the substrates to oxygen. Our group investigates systems where
this scheme has been modified so that part of the energy can be
dissipated as heat.

Thermogenesis in brown adipose tissue: the uncoupling pro-
tein UCP1

Brown fat mitochondria possess an uncoupling protein
(UCPI) which catalyzes proton reentry into the matvix thus dis-
sipating its electrochemical potential gradient. This energy dissi-
pating mechanism is the key of the thermogenic activity of the
tissue. UCPL is regulated at two levels: gene expression and pro-
ton transport activity, _-agonists induce the expression of the
gene although thyroid hormones and retinoic acid are also acti-



regulada a dos niveles: por una parte en la expresién del gen
y por otra en la actividad transportadora de protones, La
expresion del gen es inducida tras la estimulacion de recepto-
res f-adrenérgicos, aunque las hormonas tiroideas y el acido
retincico son también activadores de la transcripcion. A nivel
mitocondrial, su actividad se encuentra inhibida mediante
nucledtidos de purina y los dcidos grases son los activadores.
Esta regulacion tiene un gran sentido fisiclégico va que tras la
estimulacién noradrenérgica del adipocito pardo se va a esti-
mular la lipolisis, se liberan dcidos grasos y éstos se van a oxi-
dar en la mitocondria. Son estos mismos dcidos grasos los que
van a activar la UCP1 actuando, por tanto, como segundos
mensajeros de la noradrenalina. Recientemente hemos
demostrado que el acido todo-trans retinoico es también un
potente activador de la UCP1 a nivel mitocondrial.

La UCP! es miembro de la familia de transportadores de
la metnbrana interna mitocondrial. El hallazgo de que bajo
determinadas condiciones estos transportadores pierden su
especificidad y actiian como canales o como poros ha llevado
a la propuesta de la existencia, en el interior de la proteina, de
un eanal intrinseco inespecilico que se encontraria encubier-
to tras dominios particulares que confieren a cada transporta-
dor sus propiedades especificas. Nuestro grupo estd interesa-
do en el andlisis estructural y funcienal de la proteina y en
esle momento tiene dos objetivos principales. En primer
lugar, establecer los dominios de 1la UCP1 implicados en el
control del transporte, centrandones en el papel de los tres
dominios de la UCP1 que se encuentran orientados hacia la
matriz mitocondrial. En segundo lugar, localizar las regiones
implicadas en la union de los activadores y en particular el
acido retinoico.

La proteina desacoplante UCP2: una nueva aproximacion
para el tratamiento de la obesidad

En 1997 se describid la existencia de dos proteinas homa-
logas a la UCP1 v que se denominaron UCP2 y UCP3. Las dos
proteinas se encuentran en humanos pero su distribucien
anatomica es diferente. La UCP2 se encuentra en muchos teji-
dos v organos {adipose pardo y blanco, musculo esquelético,
rifidn, pulmén, etc.) mientras que la UCP3 se encuentra
exclusivamente en la musculatura esquelética y 1ejido adipo-
so pardo. Este descubrimiento levanid una gran expectacion
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vators of the transcription of the gene. At the mitochondrial level,
the activity is inhibited by purine nucleotides and activated by
Jatty acids. This regulation has a physiological meaning.
Noradrenergic stimulation of the adipocyte leads to an increased
lipolysis that results in the release of fatty acids. These fatty acids
play a dual role. They are substraie for oxidation and the cyto-
solic second messengers of noradrenaline that activaie UCPL. We
have recently shown that retinoic acid is alse a powerful activa-
tor of UCPI at the mitochondrial level.

UCPI is a member of a protein superfamily that comprises
the metabolite carriers of the mitochondrial inner membrane.
The discovery that, under certain conditions, these carriers can
loose their specificity and hehave like channels or like pores has
led to the proposal of the existence, within the protein, of an
inirinsic channel that would be hidden by the domains that con-
fer the specific transport properties to each carrier Our group
investigates the structure and function of this protein and we
currently have two objectives. First, we ave trying to determine
the UCPT domains that confer the specificity to the protein and
that are implicated in its regulation. Our work is centred on the
study of the three domains that face the matrix side of the mem-
brane. Second, we are trying to determine the regions involved in
the binding of the activating ligands and particularly retinoic
acid.

The uncoupling protein UCP2: a new approach for the treat-
ment of obesity

In 1997 two proteins homelogous to UCPI were discovered
and named UCP2 and UCP3. The two proteins are present in
humans but their tissue distribution is different. UCP2 is present
in many fissues and organs (white and brown adipose tissue, ske-
letal muscle, kidney, Tung, etc.) While UCP3 is only present in
brown fat and skeletal muscle. This discovery raised many expec-
tations because the two proteins are present in the adult human
and their expression levels seem to respond to diet related stimu-
li. Therefore, the data indicate thut these proteins could be good
targets for the development of new anti-obesity drugs.

The investigation of the regulation of the activity of the UCP2
has become an ared of interest of our research group since the
very first reports showed that fatty acids and nucleotides were
not affecting UCP2. The search for the vegulator gave a positive
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ya que ambas se encuentran en el hombre adulte y parecen
responder a estimulos relacionados con la dieta. Su interés
radica en que estas proteinas podrian ser la base molecular del
mecanismo disipador de energia que permiten eliminar un
exceso de calorias ingeridas en la dieta in humanos. Se habria
abierto, por tanto, una nueva via para el tratamiento de la
obesidad, v de hecho, ambas proteinas son consideradas dia-
nas terapéuticas.

El estudio de la regulacion de la actividad de esta proteina
desacoplante se convirtid desde el primer momento en una
tarea de nuestro grupo ya que los primeros trabajos revelaron
que ni los dcidos grases ni los nucleétidos afectan su activi-
dad. La biisqueda del posible regulador dio resultado ya que
demostramos que el dcido todo-trans retinoico activaba la res-
piracién en mitocondrias de levaduras que expresaban UCP2
de modo recombinante. En contra con lo que ocurre con la
UCP1, la UCP2 muestra una alta especificidad por el activa-
dor ya que de momento sélo el dcido todo-trans retinoico y el
retinoide TTNPB han demostrado ser activos. Nuestro grupo
trabaja en la actualidad en el estudio de las bases estructura-
les que determinan esta especificidad. El fin ultimo es la loca-
lizacion de un activador especifico de la UCP2 que se pueda
utilizar como farmaco anti-obesidad.

result when we discovered that all-trans retinoic acid was acti-
vating mitochondrial respiration in yeasts expressing UCP2. In
contrast to UCP1, UCP2 displays a high specificity towards the
activating ligand and thus only all-trans retineic acid and
TTNPB are activators. Our group is currently working on the
structural basis of this specificity. The final aim is the discovery
of a specific UCP2 activator that could be used as an anti-obesity
drug.
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Nuestro grupo pretende determinar las bases estructurales
de las actividades biologicas de las proteinas. Dentro de este
marco general, una parte considerable del trabajo del grupo
gira alrededor de la biologia estructural de los factores de cre-
cimiento para libroblastos, tema al que ha estado ligado desde
el descubrimiento del primer miembro de esta familia de pro-
teinas. Los resultados obtenidos a este respecto estin recogi-
dos en mas de setenta articulos publicados en revistas de la
mas amplia difusion internacional. Los estudios estructurales
sobre esta proteina son paralelos ademas a otros mas lisiolo-
gicos que se llevan a cabo en colaboracion con el
Departamento de Investigacion del Hospital Universitario
Ramon y Cajal. La interaccion entre estas dos lineas esta lle-
vando a resultados que pueden ser importantes para el desa-

Keywords: Fibroblast growth factor, antiangiogenesis, platelet
factor-4, neumococci, Iytic enzymes, structural biology. NMR,
protein crystallography, drug design

The research of our group is aimed at the study of the struc-
tural basis of the biological properties of the proteins, Special
attention is paid to the structural biology of the fibroblast growth

Jactors, a subject to which the group has been very closely asso-

ciated sinee the discovery of the first member of this family of
proteins. The results obtained by our group in this field have
appeared in more than seventy articles that have been published
in journals of wide international impact. The structural studies
of our group on these proteins run parallel to other studies that
are mainly focused on their physiology which are being carried
out in collaboration with the Research Department of the
University Hospital Ramon y Cajal. The intevaction between
these two main lines of research is yielding results of potential
relevance for drug development in the fields of hypertension,
wound healing, protection against the effect of ischemia-reperfu-
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rrolle de futuros farmacos en el terrens de la hipertension, la
cicatrizacion de heridas, la prevencion de los danos causados
por la isquemia fransitoria y para el tratamiento del cancer.

Par otro lado, estamos interesados -en el estudio de los
mecanismos desarrollados por Streptococcus pneumoniae en
los procesos infectivos desplegados por este patogeno. Hemos
resuelto recientemente, mediante difraccion de rayos-X, la
estructura tridimensional del dominto de unién a colina de
una proteina localizada en la pared celular del neumococo
LytA en complejo con colina, el ligando natural presente en
los dcidos teicoico y lipoteicoicos de la pared celular. La
estructura representa un nuevo plegamiento del tipo solenoi-
de a través de horquillas beta, que se pliegan formando una
superh¢lice. El modelo molecular constituye un gran avance
en el conocimiento de las bases moleculares desarrolladas por
este patogeno en los procesos infectivos, y sirve de base para
otros dominios de unién a colina presentes en bacterias
Gram-positivas. Asimismeo, estamos interesados en la estruc-
tura completa de estas enzimas: LytA y LytB, asi como de una
enzima quimérica del fago: Pal. Estas estructuras sentarian las
bases para elucidar el mecanismo detallado por el que actuian.
Los resultados podrian dar lugar al diseno especifico de far-
macos que constituyan terapias alternativas en las patologias
en las que estan involucradas.

El grupo dispone en estos momentos de las instalaciones
necesarias para llevar a cabo la biologia molecular y quimica
de proteinas necesarias para llevar a cabo los estudios estruc-
turales de alta resolucion. Tiene acceso ademds en el Centro a
un conjunto bastante actualizado de instrumentos para reali-
zar estudios estructurales de baja resolucién. Nuestro £Iupo
tiene también acceso al espectrémetro de resonancia magné-
tica nuclear del Instituto de Estructura de la Materia.
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sion insults, and tumour treatment.

On the other hand we are interested in the study of the mecha-
nisms developed by Streptococcus pneumoniae in the invasive
diseases deployed by this pathogen. We have recently solved the
crystal seructure of the choline-binding domain of LytA comple-
xed with choline, its natural ligand present in teichoic and lipo-
teichoic acids of the bacterial cell wall. The structure is a novel
solenoid protein fold consisting exclusively of B-hairpins that
stack to form a left-handed superhelix. The C-terminal hairpin,
which is implicated in the formation of the putative bialogical
dimey, diverges from this pattern. We will pursue the determina-
tion of the three-dimensional structures of several proteins loca-
ted in the cellular wall of pneumococci: LytA and LytB, as well as
a quimeric engyme in the bacteriophage: Pal These structures
would permit the elucidation of the detailed mechanisms by
which these proteins work. These results could lead to the deve-
lopment of specific drugs constituting alternative therapies for
these pathologies, in which these proteins are involved.

The group includes laboratories of molecular biology and
protein chemistry to support the high resolution structural stu-
dies. The group also has access to a state-of-the-art biophysical
equipment for structural studies at medium and low resolution,
including the NMR spectrometer of the Instituto de Estructura de
la Materia.
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regulacion de la expresion génica, utilizacion de citrato, pro-
teina fluorescente verde

Sistemas de utilizacion de citrato de bacterias lacticas

El cometabolismo de citrato y azucares durante las fer-
mentaciones licteas conlleva a la produccion del compuesto
diacetilo, que contribuye al aroma y sabor de quesos y man-
tequillas. Nuestro grupo esta caracterizando la utilizacion de
citrato por dos bacterias lacticas Lactocoecus lactis biovar dia-
cetylactis y Leuconostoc paramesenteroides.

Sistema de transporte de citrato de L. diacetylactis

Este sistema esta codificado por el operon plasmidico
CILORE cuya expresion estd regulada a nivel transcripcional
(induccion por estrés acido) v a nivel post-transcripcional.
Durante este bienio hemos estudiado la regulacion post-
transcripcional del operon, mediante un analisis comparativo
en L. lactis y Escherichia coli. Hemos determinado que en F.
coli la expresion de la proteina reguladora CitR (cuyas senales

Keywords: Lactic acid bacteria, Streptococcus pneumoniae,
regulation of gene expression, citrate utilization, green fluores-
cent protein

Systems of citrate wtilisation in lactic acid bacteria

Citrate is co-metabolised with sugars during dairy fermenta-
tions, generating diacetyl. This compound is responsible for the
aromd and the flavour of butter and cheese. Our group is cha-
racterizing at the molecular level the citrate utilization by two
lactic acid bacteria Lactococcus lactis biovar diacetylactis and
Leuconostoc paramesenteroides,

Citrate transport system in Lactococcus lactis

This system is encoded by the plasmidic ¢itQRP operon and
its expression is regulated at the transcriptional (induction by
acidic stress) and post-transcriptional levels, During this bien-
nium, we have chardacterized the post-transcriptional regulation
of the operon through a comparative analysis in L. lactis and
Escherichia coli. We have shown that expression of the CitR
regulator (whose translational signals are included in a complex
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de traduccion estan incluidas en una estructura secundaria)
esta controlada por la accion antagonica de dos endorribonu-
cleasas. RNasa E procesa el mRNA cit corriente arriba de ¢itR
y dentro de la estructura secundaria. Esta caalisis incremen-
ta la traduccion y como consecuencia provoca una represion
de la sintesis de la citrato permeasa P (CitP). RNasa [l intro-
duce un corte en el sitio de union a los ribosomas de citR,
impidiendo la expresion del gen y conllevando un incremen-
to de los niveles de CitP en la c¢élula. Hemos identificado la
RNasa 11l de L. lactis mediante hibridacion de Western con
anticuerpos [rente a su homonima de E. coli. Nuestros resul-
tados y los de otros autores han revelado la existencia de acti-
vidad del tipo RNasa E en L. lactis y Bacillus subtilis. Sin
embargo, aunque se ha determinado la secucncia completa
del genoma de estos dos microorganismos gram-positivos no
se ha detectado ningun producto génico homologo al de ric
de E. coli. Estas observaciones sugieren que analogos pero no
homologos de la RNasa E de E. coli existen en bacterias gram-
positivas y cumplen su funcion esencial en ¢l degradosoma.
Nos proponemos caracterizar las endorribonucleasas de L.
lactis y determinar su influencia en la expresion génica utili-
zando como sistema modelo el operon cit.

Utilizacién de citrato por Leuconostoc paramesenteraides

Hemos mostrado que el operon citMCDEFGRP, presente
en un plasmido de 30 kb, es responsable de la wilizacion de
citrato en Leuconostoc paramesenteroides. Hemos clonado y
determinado las secuencias de nucleatidos del operon vy del
gen citl localizado delante y con polaridad divergente. El ope-
ron codifica la citrato permeasa y las enzimas citrato liasa v
oxalacetato decarboxilasa, que catalizan las dos primeras cta-
pas del metabolismo de citrato. El gen citl codifica la protei-
na Citl, que es homologa a reguladores transeripeionales per-
tenecientes a la familia de SorC. Fl analisis wanscripeional del
operon y de cit! ha permitide identificar las sefiales de inicia-
cion y terminacion de los transcritos, y determinar que el
citrato induce su transcripcion. El andlisis del destino del
mRNA del operdn ha mostrado que su expresion esta regula-
da a nivel post-transcripcional por procesamiento en cuatro
estructuras secundarias complejas. Estudios de complemen-
tacion en E. coli indican que Citl es un activador responsable
de la regulacion transeripeional. Hemos purilicado la protei-

secondary structure) is controlled by the antagonistic action of
twe E. coli endoribonucleases. RNase F cleaves the cit mRNA
upstream of citR and within the secondary structure. This cataly-
sis allows synthesis of CitR and results in yepression of citrate
permease P (CitP) synthesis. RNase I cleavage at the ribosomal
hinding site of citR, impairs its expression, turns off regulation of
expression of cit operon and as a consequence increases levels of
CitP in the cell. We have detected the RNase 11T of 1. lactis by
Western blot with antibodies against E. coli RNase 11T and cloned
the rne gene. RNase E-like cleavages have been detected by us
and other authors in L. lactis and in Bacillus subtilis. However,
no counterpart of the E. coli RNase F has been identified by
homology although the entire genome of these two gram-positive
microorganisms has already been sequenced. These observations
suggest that analogues but not homologues of E. coli RNase E
could be included in the essential RNA degradosome of gram-
positive bacteria. We intend to characterise the function of lacto-
coccal endoribonucleases in gene expression, using as a model the
cil operon.,

Citrate utilisation by Leuconostoc paramesenteyoides

We have established that the cuiMCDEFGRP operon, carried
by a 30 kb plasmid, is required for citrate utilisation in
Leuconostoc puramesenteroides. We have cloned and determined
the nucleotide sequence of the operon and the citl gene, which is
located upstream and divergently of citMCDEFGRP. The operon
encodes the citrate permease Poand the engymes catalysing the
two first steps of citrate metabolism (citrate lyase and oxalace-
tate decarboxylase). The citl gene encodes the Citl protein, which
is homologous to transcriptional vegulators belonging to the
SorC fumily. The transcriptional analysis of the operon und citl
has ullowed to tdentify the start and end sites of transcription,
and to establish that expression of the genes s induced by citra-
te. Analysis of the fate of cit mRNA has shown a post-transcrip-
tional regulation by processing at four complex secondary strue-
tures. Analysis of the fate of cit mRNA has shown a post-trans-
criptional regulation by processing at four complex secondary
structures. Complementation studies in E. coli indicate that Citl
is an activator responsible for the transcriptional vegulation. Citl
has been purified and studies of protein-DNA interactions are in
Progress.
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na Citl y se han iniciado estudios de interaccion proteina-
DNA,

Desarrollo de sistemas de deteccion fluorescenie de bacte-
rias gram-positivas

Esta linea se inicio en 1999 vy se¢ esta desarrollande en
colaboracion con el grupo del Profesor Manuel Espinosa del
CIB. Para establecer los sistemas de deteccion se empled la
proteina autolluorescente verde (GFP), codificada por ¢l gen
gfp de la medusa Aequorea victorid. La expresion de GFP en
Streptococcus pneumoniae se logro subclonando el gen gfp bajo
el control del promotor inducible Pu del gen neumococico
malM, que esta implicado en la utilizacion de maltosacari-
dos). 5¢ han obtenido plasmidos recombinantes que confie-
ren lluorescencia a S. pneumoniac. pLS7OGED estd basado en
el plasmido movilizable pMV158 y puede ser transferido por
conjugacion y por translerencia plasmidica. pLSIGFP v
PLSIRGEP estan basados en ¢l plismido de amplio espectro
de huésped pl.S1 y han sido transferidos a Lactococcus lactis,
microorganisimo al cual confieren fluorescencia. Fl plasmido
pLSTOGEP contiene el gen gfp flanqueado por regiones del
cromosoma de S, preumoniae. Por ello, hemos podido trans-
feriv el gen gfpa
cromosomica. La expresion del gen malM esti regulada en S

genoma bacteriano mediante transformacion

preumoniae. El responsable de esta regulacion es el represor
transeripeional MalR, producto del gen cromosomico malR,
que inhibe la expresion del gen malM cuando S. preumoniace
se crece en medio conteniendo sacarosa. La represion no liene

lugar, 0 es parcial, cuando S. pneumoniac se crece en medios

conteniendo maltosa o sacarosa v maltosa. Hemos establecido
una correlacion entre los niveles de (luorescencia, la masa
celular y la dosis genica en las estirpes silvestre (R61) y defi-
ciente en MalR (Re19) portadoras del plasmido pLS7TOGFP o
imserciones cromosomicas conteniendo la fusion Pyy-gfp

Ademds, en RO1 la expresion del gen gfp es inducible, mien-

tras que en Rel9 la expresion es constitutiva. En todos los
casos la fluorescencia celular puede ser detectada por espec-
trometria y microscopia de [luorescencia. £l plasmido
pLSIRGEP contiene ¢
Ptet y

gen mall bajo el control del promotor

a [usion Pyy-gfp. Esté plasmido permite la expresion

genica controlada (induccion maxima en cultivos erecidos en

Development of fluorescence detection systems for gram-posi-
tive bacteria

This line of research was started in 1999 and it is been deve-
loped in collaboration with the group of Professor Manuel
Fspinosa (CIB), To establish the detection systems we have utili-
sed the green fluorescent protein (GEP). This protein is encoded
by the glp gene from Aequorea victoria. The expression of GFP
was dccomplished in Streptococcus pneumoniae by subcloning
of the gfp gene under the control of the inducible promoter PM of
the pneumococcal malM gene (involved in maltose utilisation).
We have constructed recombinant plasmids able to confer fluo-
rescence fo S, pneumoniae. pLS7OGEP is based in the moviliza-
ble plasmid pMV158 and it can be transferred by conjugation or
plasmid transfer. pLSIGFP and pLSIRGFP are based in the
broad host range pLS1 vector and confer fluorescence to
Lactococcus lactis upon transfer. Plasmid pLS70GFP contains
the glp gene flanked by regions of the S. pneumoniae chromoso-
me. For this reason, we have been able (o transfer the gfp gene to
the bacterial  genome by chromosomal  transformation.
Expression of malM gene is regulated in S, pneumoniae. This
regulation is mediated by the MalR transcriptional repressor.
encoded by the chromosomal malR gene. MalR inhibits expres-
sion of malM upon bacterial growth in presence of sucrose.
Repression does not take place or is partial upon growth in the
presence of maltose or maltose plus sucrose. We have established
a correlation of levels of fluorescence, cellular mass and gene
dosage in wild-type R61 and MalR deficient Rc19 strains carr-
ving pL70GEP or Pyg-gfp chromosomal insertions. In all cases
Horescence was detected by fluorescence spectroscopy and
microscopy. Morcover, gfp expression was inducible or consti-
tutive in R6 or Rel9 strains, respectively. Plasmid pl SIRGFP
harbours the malR gene under the control of the Ptet promoter
and the Pyg-glp fusion. Therefore, this plasmid allows controlled

gene expression in S. preumoniae. Maximal induction or total
repression in cultures grown in maltose or in sucrose, indepen-
dently of the bacterial strain. The study of strains harbouring
PLSIRGEP has allowed us to established that gfp gene and its
product GEP can be used as reporters to detect gene expression in
growth cultures of S. pneumoniae and L. lactis. Therefore, GFP
encoded by our constructions could be used to perform ecological
studies of 1. lactis and S. prieumoniae strains, detection of gene
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presencia de maltosa y represion total en presencia de sacaro-
sa) en S, pneumoniae independiente de la estirpe utilizada. El
estudio de estirpes portadoras de este plasmido nos ha per-
mitido comprobar que el gen gfp y su producto GFP pueden
ser utilizados como "reporters" para estudiar expresion géni-
ca en S, pneumoniae y L. lactis,

Hemos estandarizado con nuestras construcciones la
deteccion directa de GFP en medios de cultivo. Asi, GFP
expresada a partir de nuestras construcciones puede ser utili-
zada para realizar estudios ecologicos de estirpes de S. pneu-
moniae y L. lactis, para detectar expresion génica en tiempo
real y sobreexpresar proteinas.

El desarrollo [uturo de esta linea contempla la obtencion de
estirpes [luorescentes modificadas del microorganismo patoge-
no S. pneumeniae para analizar la transmision de resistencias a
antibioticos y desarrollar nuevos agentes antibacterianos inhi-
bidores de los sistemas de dos componentes. Asi mismo, se pre-
tende obtener estirpes de bacterias lacticas modificadas de inte-
rés para las industrias lacteas y de alimentos.

expression in real time and overproduction of proteins.

The future development of this research line includes construc-
tion of fluorescent and modified pneumococcal strains for: 1) the
analysis of transmission of antibiotic resistances and 2) the deve-
lopment of new antibacterial agents, inhibitors of the two compo-
nent systems. Furthermore, we intend to obtain genetic engineered
lactic acid bacteria useful for dairy and food industries.
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Optimizacion de la actividad leishmanicida de péptidos
hibridos cecropina A-melitina

Los péptidos antibioticos eucarioticos constituyen una
nueva alternativa a la quimioterapia. debido a su amplio
espectro de actuacion y a la dificultad de desarrollo de resis-
tencias al dirigirse a sistemas esenciales y altamente conser-
vados del patogeno. Su sintesis quimica es en general asequi-
ble, y permite la optimizacion de estructuras, una de cuyas
estrategias es la combinacion de motivos estructurales homo-
logos a partir de dilerentes peptidos antibioticos en una molé-
cula quimeérica.

Se ha continuado la optimizacion de estructuras sintéticas.

hibridas cecropina-A melitina en colaboracion con el Dr. D.
Andreu (Univ de Barcelona). Los analogos leishmanicidas
activos mas cortos sintetizados son de 11 residuos, Se ha estu-
diado la variac on de la actividad por acilacion con dcidos gra-
sos de cadena larga del péptido CA(1-7)M(2-9). La acilacién
con dcido latrico en la posicion K1, tanto en el o- como en el
€-NH2 incrementa su efectividad sobre los amastigotes 15
veces, pero la actividad bactericida no incremento significati-
vamente. Cuando el proceso se realiza en la posicion K7, hay
una destruccion total de la actividad del peptido asi como de
su capacidad de formar estructuras helicoidales. Los péptidos

Keywords: Leishmania, gram-negative bacteria, antibiotic

peptides, peptide acylation, NOS2

Optimization of the antibiotic activity of cecropin A-melittin
peptides against Leishmania

Eukaryotic antibiotic peptides and theiv synthetic anclogues
are a promising alternative to the growing incidence of antibiotic
resistance. Development of vesistance against them is quite res
tricted as they target essential and well-conserved systems of the
pathogen. As their chemical synthesis is quite affordable, optimi-
zation of structures is easily done. One strategy is the synthesis
of chimeric molecules from homologous structural motifs from
different peptides. In collaboration with Dr. D. Andreu we studied
the effect of fatty acid acylation on the leishmanicidal activity
CA(1-7)M(2-9), a cecropin A- melittin hybrid peptide. Acylation
with lauric acid at 1o or 1&-NH2 increased 15 fold activity
¢ cdinst amastigotes, whereas the antibacterial activity did not
undergo significant improvement. The acylated peptide increased
its permeabilization effect on neutral phospholipid vesicles and
also induced NOS2 expression in murine macrophages; by con-
trast, the non-acylated analogue was devoid of this activi -
Acylation at the e-NH2 group of 7-Lys decreased dramaticany
both the microbicidal activity and the -helical propensity of the
peptide.
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actuan mediante permeabilizacion de la membrana plasmati-
ca del parasito, induciendo pérdida de la homeostasis intrace-
lular. La acilacion en Kl incrementa considerablemente la
permeabilizacion de vesiculas constituidas por loslolipidos
neultros, asi como induce la expresion de NOS2 en macrafa-

gos murinos, ausente en ¢l analogo no acilado.
Basqueda de nuevos peéptidos antibioticos con actividad
leishmanicida

Se ensayaron las actividades leishmanicidas de otras
estructuras peptidicas aisladas de organismos o de analogos
sintéticos de las mismas. La permeabilizacion de la membra-
na plasmatica del promastigote es esencial para 1a actividad de
los andlogos de magainina 2 y PGLa (péptidos de anfibios) y
la tionina de trigo, sin intervencion signilicativa de otras
estructurales intracelulares. Sin embargo. la actuacion de
indolicidina (neutrofilos bovinos), histatina (saliva humana),
defensina de plantas y el lipodepsipéptido bacteriano siringo-
micina, implican otros mecanismos adicionales a la permea-
bilizacion de membrana incluyendo inhibician de la cadena
respiratoria del parasito. Tambien se estudio las relaciones
estructura-funcion en la siringomicina, de las cuales el dtomo
de halogeno y su naturaleza en la posicion 4-Thr asi como la
estructura ciclica del péptido son esenciales para su actividad
antibiatica sobre Leishmania.

La funcion protectora del lipofosfoglicano, el polisacarido
aniomico mds abundante en la superficie del promastigote del
promastigote de Leishmania; contra los péptidos eucarioticos
policationicos, fue estudiada mediante mutantes en la hiosin-
tesis del mismo y sus revertientes. El grado de proteccion
logrado varia dependiendo del péptido estudiado; siendo mas
elevado para los peptidos lineales que para aquellos con ciclos
intracatenarios.

Péptidos cecropina A-melitina como alternativa a la muldi-
rresistencia en patégenos oportunistas nosocomiales

Acinetobacter baumannii constituye uno de los patogenos
nosocomiales oportunistas mas frecuentes en pacientes inmu-
nodeprimidos. Su capacidad para adquirir multirresistencia a
antibidticos convencionales ha cansado una situacion clinica
preocupante. En colaboracion con ¢l Dr M. Lopez.Brea

Screening of new eukaryotic leishmanicidal peptides

In order fo find better lead antibiotic peptides active on
Leishmania, several natural and synthetic peptides were assayed
on both forms of the parasite. An essential step of the lethal
mechanism for the synthetic analogues of the amphibian peptides
magainin 2 and PGLa, and for plant thionins, is the permeabili-
zation of the plasma membrane of the parasite. By contrast,
other additional targets were required for the leishmanicidal acti-
vities of human saliva histatin, indolicidin and the bacterial lipo-
depsipeptide syringomycin, including inhibition of the respira-
tory chain of the parasite. Lipophosphoglycan is an anionic poly-
saccharide and the major non-lipidic component of the promasti-
gote surface. Its protective role against cationic antibiotic pepti-
de were tested by defective biosynthetic mutants and their rever-
tants. The protection afforded by this molecule is much higher for
linear peptides than for those with internal cycle,

Cecropin A-melittin hybrid peptides as an alternative for mul-
tiresistance in nosocomial opportunistic pathogens

Acinctobacter bawmannii is one of the most abundant noso-
comial opportunistic pathogen for immunodepressed patients. Its
large capacity to acquire resistance against classical antibiotics
has decreased the range of active antibiotics to polymyxin B. In
collabovation with Dr. M. Lopez-Brea ( Microbiology
Department, Hospital de la Princesa) we had evaluated the anti-
biotic activity of several eukaryotic antibiotic peptides against
r'{-j]‘l’re'ncc and multivresistant Acinetobacter strains, The cec ropin
A-melittin hybrid peptide CA(1-8)M(1-18) displayed the higher
activity (MIC = 2 uM for all the tested strains). Nevertheless, the
peptide permeabilized the outer membrane at only 0.25 uM by
interaction with lipopolysaccharide. As expected, the lethal
mechanism was directly related to permeabilization of the inner
membrane. No significative differences were observed for its acti-
vity when tested against veference and multirresistant strains.
The cecropin A-melittin hybrid peptide showed a faster kinetics
and better activity on metabolically resting bacteria when com-
pared with polymyxin B.
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(Servicio de Microbiologia del Hospital de la Princesa), se ha
estudiado el mecanismo de accion de diferentes péptidos anti-
biaticos sobre cepas de referencia y multirresistentes. El and-
logo CA(1-8)M(1-18) resulto el mas activo. Su concentracion
inhibitoria minima es de 2 uM, aunque la permeabilidad de la
membrana externa tiene lugar a 0.25 pM. Es igualmente acti-
vo frente a cepas multirresistentes, independientemente del
patron de multirresistencia. El péptido penetra en la bacteria
mediante un mecanismo de autopromocion, mediante el cual
primero interacciona con el lipopolisacarido de la membrana
externa, desorganizando la estructura de la misma y posterior
depolarizacion y permeabilizacion de la membrana interna.
Su eficacia en la neutralizacion del lipopolisacarido es seme-
jante a la polimixina B, el unico farmaco universalmente acti-
vo contra todas las cepas de esta bacteria. El CA(1-8)M(1-18)
presenta una cinética mas rapida que la polimixina y es mas
efectivo que ésta en condiciones de baja actividad metabalica
de la bacteria.
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tubulina, Taxol, reconstruccion estructural, Dispersion de
Ravos X en solucion, Dinamica molecular

Activacién y ensamblaje de FisZ y tubulina

Nuestro laboratorio estudia las interacciones funcionales
de las proteinas de division celular FisZ (arqueas y eubacte-
rias) y tubulina (eucariotas), utilizando abordajes comple-
mentarios en ambos sistemas, v nuevos métodos biofisicos v
computacionales.

La tubulina ensambla formando los microwbulos, compo-
nentes del citoesqueleto eucaridlico esenciales para el trans-
porte citoplasmico y la division celular, y diana de agentes
antimitoticos como el Taxol, la vinblastina v la colchicina.
F1sZ es Ia proteina principal del anillo de sepiacion de los
procariotas, y una diana potencial de nuevos antibidticos.
FtsZ y tubulina constituven una familia de GTPasas estruciu-
rales homalogas cuya funcién consiste en auwoensamblar ¢
interaccionar con otros componentes celufares. Ambas prote-
inas sc activan por union de GTP, que al ensamblar se hidro-
liza a GDP desactivando la proteina.

Las primeras etapas del ensamblaje de FisZ de I coli con-
sisten en su aute-asociacion en oligémeros lineales inducida
(de forma parecida a tabulina) por Mgz"‘, cuya encrgética se
ha caracterizado mediante centrifugacion analitica (Rivas et al
& Andreu, | Biol Chem. 275, LI740-11749, 2000) . La acti-
vacion de lu FisZ de Methanococcus jannaschii por el nucleo-
tido unido se ha investigado mediante dinamica molecular y
mulagénesis dirigida. Las simulaciones in silice indican que el
{osfato gamma del GTP tira del bucle T3 (Gly88-Gly99) hacia
una conformaciéon mds compacta que con GDP La cxistencia
del cambio conformacional inducido por nuclectiado en ¢l
bucle T3 se ha confirmade con un mutante con un tnico rip-
tofano (TO2W-W319Y) cuya fluorescencia es sensible al GTP
o GDP unido a FsZ. Dich - cambio estructural podria inducir
curvatura en un filament. de FtsZ con GDP, explicando la
descstabilizacion del polimero; un mecanismo semejante
puede operar en tubulina (Diaz et al & Andrew, J. Biol*Chem,
270, 17307-17315, 2001). Creemos que la asociacion-de oli-
gomeros lineales de FtsZ entre si v con otras proteinas del
seplo asociadas a la membrana debe conducir a su ensambla-
je bidimensional, todavia no caracterizado, y la {ormacién vy

Keywerds: Protein functional intcractions, FtsZ, tubulin, Toxel,
structural reconstruction from selution scattering, Molecular
dymanics

Activation for assembly of FtsZ and tubulin

Qur research group focuses on the functional interactions of
cell division proteins TisZ {archea and enbacteria) and tubulin
(eukaryal, employing complementary approaches as well as
novel biophysical and computational methods.

Tibufin assembles forming cytoskeletal microtubules, which
dre essentlal for cvieplasmic transport and cell division, and
constitule the targets of the antimitotic agents Tuxol, vinblastine
and celchicine, FisZ is the main protein of the prokaryotic cefl
division ring, and ¢ potential targer for new antibiatics. FtsZ and
tubulin comstitute a fumily of homologous structural GTPases,
whose main function is to self-assemble and interact with other
cellular components. Both proteins arc activated by GTP binding,
which is hyvdrolysed to GDP upon assembly.

The first stages of assembly of FisZ from E. coli emtadl the
nearly isodesmic Mg2+ -induced association of monomers into
tinear ofigomers (tn a similar fashion to tubulin) whose cacrge-
tics has been characterized by analytical ultracentrifugation (
Rivas et al & Andreu, J. Biol. Chem. 275, 11740-11749, 2000).
The activation of FisZ from Methanococcus jannaschii by the
bound nucleotide has been studied with molecular dynamics met-
hods and site-divected mutagenesis. The in silico simulaiions indi-
cate that the gamma-phosphaie of GTP pulls loep T3 (G1y88-
Glyv99) into a more compact conformation than with GDE The
existence of a nucleotide-induced structural change in Toop 13
has been confirmed with @ mutant (TO2W-W319Y) whose single
tryptophan residue shows lavge differences in fluorescence emis-
sion depending on the nucleotide bound to FisZ monomers. Loop
T3 is located at a side of the contact interface between two FisZ
monomers in the FtsZ filument model. Such a structural change
may bend the GDP-filament by pushing against helix 118 of the
next monowmer; thus explainfng:the polymer destabilization and
generating force on the membrane during cell division. A related
curvat.-z mechanism may operate in tubulin activation (Diaz et
al. & Andrey, J. Biol. Chem. 276, '17307-17315, 2001). The
asscciation of linear FisZ oligomers among themselves and with
other membrane bound cell idivision proteins should lead to iis
{(poorly known) bidimensiond! asscmbly. und to the formetion
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regulacion del anillo de division entre las bacterias hijus.
Actualmente estamos determinando la forma de ensaiblaje v
la activacion ecatalitica (G'lPasa) de nuevos mutantes en las
que se creen constituyen las interfases principales de contac-
to entre moléculas de FisZ, Tl conocimiento detullado de
estas interacciones de FisZ, ¥ la busq ueda de pequenas molé-
culas que las modiliquen, es de utilidad previsible para el
desarrollo de nuevos inhibidores de la division bacteriana.

Reconocimiento molecular de Taxol por los microtibuloes

I Taxol ¢s un ligando que activa la tubulina de modo que es
capaz de autoensamblar sin necesidad de GIP El Taxol se une
prelerentemente a la whulina ensamblada en microtibulos, en
una zona de la subunidad beta proxima a la de contacto lateral
entre sus protolilamentos, y los estabiliza. La unisn delaxol a
unas pocus de las moleculas de tubuling de cada microtubudo es
sulicicnte para suprimir su caracterisitica dindamica de erecimien-
10y decrecimiento lerminal. Esto interficre con funciones del
citoesgueleto miicrotubular importantes para la célula, wles comao
el fransporte de otras proteinas al nucleo (lo que modifica la acti-
vacion transcripcional de genes reguladores de la profiferacion
celular), provoca la desorganizacion del centrosoma, y bloguea
los inicrotubulos del huso mitotico en metalase. Dichos cambios
son responsables en ultimo extrema de la muerte celular dugante
la terapia antitumoral con antimitéticos, Se estan descubriendo
nuevas subtancias de origenes dispares que interaceionan con ¢l
silo de union de “Taxol de os microtubulos y mimetizan sus etec-
tos.Por otra parte, se desconoce si los muy abundantes sitios de
union de Taxol de los microtabulos podrian intaccionar con
hipotéticos regudadores endogenos de la division celular.

Para esclarecer los mecanisimos de reconocimiento mole-
cular de Taxol y sus hiomiméticos por las microtubulos utili-
zamos como sondas taxoides [leorescentes, desarrollados
junto con varios laboratorios del CSIC. Hemos determinado
ol esquema cinélico ¥ las constantes de velocidad de reaceion
de union a microtubulos de dos derivados Muorescentes de
Taxol en posicion 7, Flutax-1 y Flutax-2, que se unen con alta
afinidad al sitio de Taxol de los microtuhulos. T mecanismo
de unién consite en una reaccion bimelecular ripida, seguida
de al menos dos reajustes monomoleculares, etapas que han
sido caracterizadas mediante métodos de Pujo detenido. Las
constanies de velocudad de la primera reaceion {aue se bloquea

and regulation of the septation ving between the daughter bacte-
rial cells. We are presently addiessing the assembly and catalytic
(GTPase} acrivation of new FisZ mutants af the main contact
interfuces hetween FisZ molecules. An in-depth knowledge of
these interactions and scarching for small molceules which may
modulate them, should be useful in the devclopment of new inhi-
bitars of bacterial cell division

Molecular recognition of Taxol by microtubules

Taxol, a widely cmployed anfitumour agent, is « tubulin
ligand which activates this protein, bypassing the requirement of
GTP binding for microtubule assembly. Yaxol preferentially binds
to assembled beta-tubulin at a site near the lateral contact bet-
ween microtubule protofilaments. The binding of Taxol to a fow
tubulin molecules per microtubule supresses the characteristic
microtubule end-growth and disassembly dynamics. Dynamics
supression interferes with important functions of the microtubule
cytoskeleton like the microtubnle-mediated transport of other
proteins to the cell nucleus (which modifies the transactivation of
genes regulating cell proliferation), and produces centrosomal
impatrment, and blocking of the spindle microtubules in metap-
hase. These changes wltimately tead to cell death during antitu-
mour tredtment with antimitotics. New chemically wnrelated
substances from diverse sources which interact with the luxol
binding site of microtubules and mimic ifs effects are being dis-
covered. On the other hand, it is net knewn whether the ubiqui-
tous Taxol binding sites of microtubules might interact as well
with hypothetic endogenous regulators of cukarvotic cell divison.

ln order to gain knowlege on the mechanisms of molecular
recognition of Taxol and its bio-mimetics by microtubules we use
Sluerescent taxoids which have been developed in colluboration
with several CSIC laboratovies. These ligands (Flufax-1, Flutax-
2} ave specific probes of Taxol binding sites of in vitro assempled
und cellular microtubules. They bind reversibly and with high
daffinity to microtubutes. Theiv kinetic binding mechanisii con-
sists of a fast bimolecular veaction, which can he Bocked by
docetaxel, followed by at least two monomolecular rearrange-
menis. The bimolecular rate constants of the first step ave in the
ovder of 100 M ! gy 37 C, which implics a half-life of 50 ms
for ihe reaction at a physiological sites comeentration of 10
micremolar (Black aad white Figure) indicating that the binding
site is divecely gecessible from the micvotubule surfuce. The rate
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por docetaxel), medidas por los cambios de intensidad de {luo-

rescencia, son del orden de 100 M1 571 2 37 C, lo que implica
una vida media de la reaccion de unién de 50 ms a concentra-
ciones de sitios 10 micromolar, del orden de las fisiologicas
(Figura blanco y negro). Una segunda etapa, mas lenia, se ha
medido por el cambio de anisotropia de fluorescencia de las
sendas. La reaccion inversa es la etapa limitante de disociacion.
Una tercera etapa consiste en un aumento de 2 nm en el did-
metro de los microtibulos, que se ha medido mediante disper-
sion de rayos X a bajo angulo. Los resultados sugieren que la
primera etapa es la unién de la parte de Taxol de las sondas y
la segunda consiste en una inmobilizacion del Ruordloro. Las
cinética de la reaccion indica que el sitio de unién de Taxol es
directamente accesible en los microtubulos. Esto contrasta con
su localizacion en el lumen en el modelo actual de microtubu-
los (Figura blanco y negro BC) | 1o que lleva a considerar posi-
bles mecanismos alternativos en los que ¢l sitio de union se
encuentra accesible desde la superficie de los microlubulos
(Figura blanco vy negro AD} (Diaz et al. & Andreu, ]. Biol.
Chem. 275, 262653-26276, 2000)

Reconstruccion de la estructura de macremoléculas en solu-
cion mediante dispersion de rayos X y algoritmos genéticos

La determinacion de las estructuras en solucion de protei-
nas y complejos macromoleculares a resoluciones baja y media
es fundamental para comprender sus mecanismos funcionales,
y para salvar el “hueco de tesolucion” existente entre las estruc-
turas con reselucion atdmica v su organizacion e interacciones
en complejos macromoleculares funcionales. La reconstruc-
cion de una estructura a partir de un determinado perfil de dis-
persion de rayos X (SAXS) en solucion constituia un problema
formidable con soluciones ambiguas. Sin embargo, disefiamos
una aproximacién mediante modelado ab initio de SAXS con
un algoritmo genético que explora eficientemente un espacio
configuracional constituide por clentos de esferas (de 0.3 nm
de diametro) que contenga la posible solucion y evoluciona a
modelos convergentes cuyo perfil de dispersion se ajusta opti-
mamente al perfil experimental (Chacén et al.& Andreu,
Biophys. J. 74, 2760-2774, 1998). Para validar este método
hemos reconstruido a partir de sus perliles de SAXS las corres-
pondientes formas y tamanos de mioglobina, troponina C,
espermadhesina PSP-I/PSP-11, quimotripsinageno A, superoxi-

constant of binding of Taxol itself is not smaller. The second bin-
ding step entails the immobilization of the fluorescein meiety,
which is detected by fluarescence anisotropy. The reversal of this
redaction is the rate-limiting step of dissociation. In g third step
there is a 2-nm incredse in the diameter of microtubules, which
has been measured by small angle X-ray scattering. How taxeids
may reach at such a high rate with a binding site located at the
tumen of the current microtubule maodel and modify the microtu-
bule protofilament number are still unresolved puzzles (Black
and white Figure}, which leads to consider alternative microfu-
bule structures in which the Taxol binding site is directly accessi-
ble from the microtubule surface (Diaz et al & Andreuy, J. Biol
Chem. 273, 26265-26276, 2000).

Macromolecular shape and size determination with X-ray
solution scattering and genetic algorithms

The determination of the low and mid resolution solution
structures of proteins, macromolecular complexes and assem-
blies, is central in understanding their functional mechanisms,
and bridging the resolution gap between atomic resolution struc-
tures and Fiomolecular organisation, interactions and function.

Reconstruction of structures from experimental solution scat-
tering profiles was a formidable problem with ambiguous selu-
tions. We devised an ab initio SAXS modelling approach with a
genetic algorithm that efficiently searches configurational space
made of several hundreds beads (of 0.3 nm diameter) and evol-
ves convergent models best fitting the scattering profile upon
Debye calculation, (Chacon et al. & Andreu, Biophys. J. 74,
2760-2774, 1998). We have reconstructed from experimental 2-
3 nm resolution X-ray solution scatiering profiles the corvespon-
ding shapes and sizes of myaglobin, troponin C, spermadhesin
PSP-I/PSP-II, chymotrypsinogen A, superoxide dismutase, oval-
bumin, tubulin, nitrite reductase, catalase, the structural change
of troponin C upon dissociation of the two high affinity Ca2+,
and the solution model structure of a tandem pair of fibronectin
type HI cytoplasmic domains of integrin alphatbetad before
determination of its crystal structure {see colour Figure), among
other. The number of beads in the models is correlated with the
protein molecular mass. The shape and approximate dimensions
of each protein have been retrieved by a set of 10 solution models,
essentially superimposable with the available crystal structures.
It can not be claimed that the results obtained are the unigue
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do dismutasa, ovalbumina, tubulina, nitrito reductasa, catalasa,
el cambio estructural de la troponina C inducido por la diso-
ciacién de los dos cationes Ca2+ de alta afinidad, y un modelo
estructural en solucion de dos dominios citopldsmicos de la
integrina alfabbeta4 (Figura en color) antes de la determina-
cién de su estructura cristalografica, entre otras. En cada uno
de estos casos se obtuvieron la forma y tamano aproximados en
10 modelos précticamente superponibles con las estructuras
cristalograficas disponibles, La reconstruccion estructural con
SAXS puede considerarse como un procedimiento numerico de
transformacion de los perfiles de dispersion unidimensionales
en estructuras modelo tridimensionales discretas; constituye
un poderosc métedo de resolucion media, complementario de
microscopia y reconstruccion de imagen. Es aplicable a espe-
cies moleculares monodispersas orientadas aleatoriamente en
la solucién, desde proteinas pequerias a relativamente grandes.
Podrian utilizarse aproximaciones semejantes a otros sistemas,
como productos de ensamblaje, complejos proteina-acido
nucleico, y la determinacién de cambios estructurales funcio-
nales en solucién utilizando la informacion de la estructura
cristalografica (Chacon et al & Andreu, J. Mol. Biol. 299, 1289-
1320, 2000}. (htp://akilonia.cib.csic.es)
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family of solutions fitting the scattering profile, howevey, other
possibly existing solutions appear of low probability. Structural
reconstruction from SAXS can be regarded as a procedure of
effective numerical transformation of the one-dimensional scat-
tering profiles into discrete three-dimensional model structures.
In this sense, similar algorithms might be useful for related
numerical problems other than the inverse scattering problem,
such as direct structural determination with X-ray diffraction. In
addition, the molecular envelope of a protein from solution scat-
tering can also be employed in ab initio phasing X-ray diffrac-
tion. Shape and size ab initio determination with solution scatte-
ring is a powerful mid-reselution approach, complementary to
electron microscopy and image analysis. It is applicable to mono-
disperse randomly oriented species, from relatively small to large
proteins. Subjects of further study should include the use of crys-
tal structure information to automatically determine functional
structural changes from solution scattering, time vesolution and
the analysis of ordered macromolecular assemblies (Chacon et al.
& Andreu, . Mol. Biol. 299, 1289-1320)
(http://akilonia.cib.csic.es)
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Desarrollo de una vacuna recombinante frente a la infeccion
por L. infantum

La leishmaniosis es una enlermedad parasitaria producida
por distintas especies del género Leishmania. Tsta enferme

Keywords: L. infantum, recombinant vaccines, DNA replication

and repaiy, DNA polymerase beta, Topoisomerase 11
Development of a recombinat vaccine against L. infantum
infection

Leishmaniasis is a worldwide parasitic discase, endemic in
Spain, with an intermediate reservoir in Europe, the dog. Due to
the remarkable increase in the number of patients in the last

Figura: Prediccion de la estructura tridimensional de la
DNA polimerasa beta de Leishmania infantum.

Figuve: Structure prediction for DNA polymerase beta from
Leishmania infantum
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dad, endémica en Asia, América y la zona Mediterrdnea tiene
coma huésped mamifero principal en Europa el perro. El por-
centate de infestacion de los perros en Espana es del 10%
aproximadamente con zonas de incidencia mucho mayor
(hasta el 30%). Esta enfermedad est4 asociada con los pacien-
tes inmunodeprimidos. De acuerdo con los estudios llevados
a cabo en el modelo murino, el desarrello o la contencion de
la enfermedad esta relacionada con el proceso de presentacion
de antigeno ¥ con el equilibrio entre las subpoblaciones Thl
y Th2. Asi, la proliferacion de células Thl se correlaciona con
la contencion de la enfermedad vy la de las célulasTh2 con el
progreso de la misma.

Con el fin de intentar cortar el ciclo del pardsito en el
huésped principal se estd desarrollando una vacuna frente a la
enfermedad en el perro. Para ello, se estd utilizando el gen de
una proteina del pardsito andloga del receptor de proteina
kinasa C activada (LACK) que denominamos p36/LACK. Se
han llevado a cabo pruebas de proteccién cruzada en el mode-
lo murino (Balb/c) y se han medido ademsds los niveles de
interleuquinas (IL-4,IFN gama) y la produccion de anticuer-
pos especificos frente a la proteina p36/LACK (IgG1, IgG2a)
con objeto de detectar el grupo celular que prolifera durante
la infeccion experimental. Se han realizado experimentos con
dilerentes construcciones del gen de la p36/LACK que se ha
utlizade bien "desnudo" ¢ incluido en un virus vaccinia ate-
nuade. Los resuitados obtenidos han mostrado un nivel de
proteccidn muy superior a los proporcionados hasta ahora
por extractos del parisito o por antigenos de la superficie del
mismo {gp63). En estos momentos se estan llevando a cabo
experimentos de proteccién en los perros con objeto de deter-
minar la capacidad de proteccion en el huésped mamifero en
Europa.

Estructura y funcién de la DNA polimerasa beta de L. infantum

Los Tripanosomitidos presentan funciones excepcionales
como la transcripcion policistrénica, el "trans-splicing” de los
RNA precursores o la edicion de los RNA mitocondriales. La
cromatina no se condensa formando cromoesomas y la mem-
brana nuclear permanece durante la divisién celular. Las poli-
nucledtido fosforilasas son una de las actividades enzimadticas
que aparecieron mdas tempranamente en la evolucién. El
mecanismo de adicion de nucledtidos estd muy conservado

years in Southern Euvope it has been declared as emerging dise-
ase by the WHO. The development of a vaccine appears as one of
the more effective ways to fight against the disease, It has been
obtained the encoding gene of a protective antigen p36/LACK
that induces high levels of protection against the infection at the
murine model. The present research work being carvied out at the
Molecular Parasitology laboratory attempts the development of a
recombinant vehicle to test the protective effect against the L.
infantum infection in dogs as well as the determination of basic
parameters of the CD4+ cells (Thl and Th2} in the response
against the experimental infection. The results obtained in the
murine model have shown that p36/LACK induces protection in
higher levels than those induced by classical Leishmania extracts
and parasite surface antigens (gp63). At present, the protective
effect of the LACK antigen is being tested in the european reser-
voir;, the dog.

Structure and function of the DNA polymerase beta from L.
infantum

The Trypanosomatidae display exceptional biological featu-
res such as polycistronic transcription, trans-splicing of precusor
RNAs and transcriptional editing of mitochondrial RNAs. The
chromatin does not condense into chromosomes and the nuclear
envelop remains during cell division. The polynucleotide polyme-
rases are probably one of the earliest enzymatic activities appea-
ring in evolution. Irvespective of the variety of DNA polymerases
involved in the DNA replication and repair, they display several
common features. There are also structural similarities between
the different DNA dependent polymerases according to their crys-
tal structures. The pelymerization domain displays a hand shape
structure with fingers, palm and thumb subdomains that define o
groove to hold the DNA.

The DNA polymerase beta (Pol beta), a member of the family
X of DNA polymerases, seems to participate in several DNA
transactions in vivo, e.g. DNA replication, recombination and
base excision DNA repaiv (BER).DNA synthesis that may be also
catalyzed by Pol delta or Pol epsilon in addition to Pol beta . The
average of Pol beta errov rates are clearly higher than those
determined for other DNA polymerases involved in DNA replica-
tion. This error-prone activity is higher for the alternative BER
than for the simple BER mechanism. The functional meaning of
this error-prone behaviour is not clear and several hypothesis



entre las distintas polimerasas. Todas las estructuras enzimad-
ticas descritas hasta ahora muestran una estructura similar
del tipo "hand shape” con subdominios en la proteina deno-
minados como "dedos”, "palma" y "pulgar” preparadas para
llevar a cabo su funcién con la molécula de DNA.

Las DNA polimerasas beta (pol beta), pertenecen a la
familia X de las DNA polimerasas y participan en la replica-
cion, la recombinacion y la excision de bases de la reparacion
del DNA (BER). Este proceso puede ser simple, con la susti-
tucidn de un solo oligonucledtido danado o alternativo en el
que se sustituyen de dos a seis oligonuclectidos alterados.
Aunque este proceso puede ser llevado a cabo por otras DNA
polimerasas como pol delta y pol epsilon, el porcentaje de
errcres cometide en la reparacion por pel beta es muy supe-
rior al de los mostrados por los otros enzimas. Existen varias
hipstesis para explicar este hecho.Pol beta podria ser un
agente mutagénico {como pel mu) o generador de variabili-
dad en la recombinacién (V]D} como hacen las TdT. Datos
recientes muestran que pol beta esta implicada en procesos de
diferenciacion en los mamiferos como la neurogénesis. L.
infantum como la mayoria de los Tripanosomdtidos utiliza la
variabilidad como métado de defensa frente a 1a acién de los
firmacos antiparasitarios, lo que origina la mayoria de las
recidivas en el tratamiento de estas enfermedades. Resulia
pues de gran interés el estudio de los mecanismos de repara-
cion en estos parasitos como posibles tactores de variabilidad.
Se ha procedido a la caracterizacién y clonacion de la DNA
polimerasa beta de L. infantum asi como a la determinacion de
la estructura de la misma. La expresion del gen correspon-
diente estd regulada a lo largo del ciclo celular del parasito y
se correlaciona con la infectividad del mismo.

Caracterizacion de la Topoisomerasa Il de L. infantum

Los mecanismos de replicacién y reparacion del DNA de
L. infantum resultan interesantes, no solo desde el punto de
vista bdsico, sino también como blanco de posibles drogas
antiparasitarias. Para conseguir un fdrmaco con actividad
antiparasitaria efectiva es necesario que la molécula en cues-
tién presenie una actividad de inhibicion especifica que la
actividad inhibida sea esencial para el pardsito y no pueda ser
sustituida mediante la utilizacion de una via metabdlica alter-
nativa.
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have been proposed. Pol beta-like DNA polymerases may act as
mutator agents as has been recently described for human Pol
beta, or generating vaviability by addition of untemplated nucle-
otides at VD recombination intermediates, as it oceurs with TdT,
More recent data suggest that Pol beta could play a role in diffe-
rentiation processes in mammals, i.e. in neurogenesis. L. infan-
tum, as much of the Trypanosomatidae displays variability as a
defense method gainst drug action. This cduses most of the relap-
ses in the treatment of the disease. The DNA polymerase beta
from L. infantum has been identified and cloned. The expression
of the encoding gene is regulated along the life cvcle of the proto-
zoon and correlates to the parasite infectivity.

Topoisomerase I from L. infantum

In addition to the basic interest of the study of the DNA repli-
cation and repair in L. infantum those mechanisms and the engy-
mes involved in are well suited te be the specific target of anti
parasitic drugs. In order to get a good antiparasitic drug, the
candidate molecule has to fulfil several criteria, First, the inhibi-
tory activity has to be specific. Second, the inhibited activity has
to be essential for the life of the parasite and should not have any
metabolic alternate way. In this context, the study of the
Topoisomerase I of L. infantum, responsible of the separation of
the daughter DNA chains after replication fits all the vequire-
ments. This is an specific process, do not show any alternate way
and the inhibition of the process is lethal for the parasite. L.
infantum. Topoisomerase Il has been cloned and is being obtained
in a recombinant form to characterize it. The expression of the
encoding gene is being tracked along the parasite life cycle.
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En este contexto, el estudio de la Topoisomerasa Il res-
ponsable de la separacion de las cadenas del DNA después de
que se haya replicado resulta de gran interés ya que el meca-
nismo cumple todos los requisitos exigidos para el estudio de
meléculas de accidn antiparasitaria. Es un proceso especifico
cuya alteracidn o interrupcion resulta letal para el parasito y
no puede ser sustituido mediante la utilizacion de una via
alternativa. Se ha clonado el gen codificante de la
Topoisomerasa 1l de L. infantum y se esta procediendo a su
caracterizacién y obtencion en forma recombinante.
Asimisino se estd estudiando la expresion del gen durante el
ciclo celular del parasito.
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Replicacion de la hebra lider del pldsmido pMV158

El plasmido de estreptococos pMV158 replica por circulo
rodante y tiene alto mimero de copias (N=20). La replicacién se
inicia por ¢l ataque nucleofilico de la proteina iniciadora, RepB,
sobre el enlace fosfodiéster del dinucleotido GpA. Este ataque
estd mediado por el residuo Y99. RepB genera un enlace cova-
lente transitorio ya que se conserva la quiralidad del fosfato
implicado en la reaccion de corte y cierre. Se han determinado
varios pardmetros en las reacciones de corte y cierre de RepB,
usando como substrato DNA superenrollado (dsDNA) y oligo-
muclestidos de cadena sencilla (ssDNA) que contienen el sitic de
corte. Se ha clonado y secuenciado el gen cromosomal pcrA de
Streptococcus pneumoniage. Este gen codifica la proteina PerA, una
helicasa esencial que estd implicada en la replicacién de la hebra
lider del DNA del plasmido.
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Leading strand replication of plasmid pMV1358

Plasmid pMV158 is a high copy number streptococcal plasmid
(N=20) that replicates by the rolling circle mechanism. Replication
of the leading strand initiates by means of the plasmid-encoded pro-
tein, RepB, which exerts a nucleophilic attack on the phosphodiester
bond of the di-nucleotide GpA. This cleavage is mediated by the Y99
residue. Upon cleavage, RepB generates a transient covalent bond
since the chirality of the phosphate involved in the nicking-closing
reaction is maintained. We have determined several parameters of
these reactions using as substrates supercoiled (ds) or single-stran-
ded (ss) DNA harbouring the nick site. We have cloned and sequen-
ced the chromosomal gene pcrA of Streptococcus pneumoniae.
This gene encodes an essential helicase that is involved in replication
of the leading strand of pMV158.
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Sintesis de la cadena retrasada de pMV158

La replicacién de la hebra retrasada se inicia en el origen de
cadena retrasada, sso. La iniciacién se realiza por la RNA polime-
rasa del huésped que sintetiza un pequeiio RNA primer, La sinte-
sis del DNA en esta hebra continda por intervencion de la DNA
polimerasa I, seguida de sintesis de DNA vy la conversién de
ssDNA en dsDNA por la DNA polimerasa I11. pMV158 posee dos
ss0, 5504 y ssoU. Se ha realizado la caracterizacion fisica y funcio-
nal del ssoU. El ssolf es funcional en S. pneumoniae, en Bacillus
subtilis, y en Staphylococcus aureus Ninguno de los dos sso de
pMV158 es funcional en Escherichia coli. La conversién ssDNA a
dsDNA estd mediada por la RNA polimerasa del huésped, y
hemos determinado la existencia de promotores que actiian como
tales solamente en DNA de cadena sencilla. Se ha mapeado el
RNA primer que inicia 1a sintesis de la cadena retrasada en el ssoA,
y se ha caracterizado la union de la RNA polimerasa al ssoU de
pMV158. Asimismo, se ha clonado el sso del colifago de cadena
sencilla fd en pMV158, y se ha demostrado su funcionalidad en
E. eoli. Sin embargo, esta funcionalidad no contribuyé a disminuir
la alia tasa de pérdida de pMV158 en este huésped.

Control de la replicacion de pMV158

El control del mimero de copias (N) de pMV138 se ejerce
sobre la sintesis de RepB y esta mediado por dos productos plas-
midicos: el represor transcripcional CopG y el RNA contratrans-
crito, ctRNA T1. El gen copG codifica un polipéptido de 45 ami-
nodcidos que regula N por represion del promotor tinico para los
genes copG y repB, los cuales forman un operon. Parte de este pro-
motor incluye un operador simétrico de 13bp que es el sitio pri-
mario de unién de Cop@G, si bien la proteina cubre una region de
unos 50 pares de bases. Se ha estudiado la formacién de comple-
jos CopG-DNA, usando come substrato DNA bicatenario de 55-
mer que contiene toda la diana de CopG. Se han aislado dos
mutantes espontineocs en copG que se traducen en plasmidos con
N>>20. Se han construido mutantes en copG con deleciones
internas dirigidas a cuatro regiones: hélices alfa, liminas beta, y
estructuras desordenadas, La region que codifica el ctRNA 11
constituye el principal determinante de incompatibilidad de
pMV158. Se ha realizado mutagénesis dirigida al promotor del
ctRNATI (Petll), obteniéndose un mutante que tiene N=20, debi-
do a dos fenomenos coincidentes: 1) disminucion en la sintesis de

Lagging strand synthesis in pMV158

Replication of the pMV158 lagging strand initiates in a region
termed single-strand ovigin, sso, by synthesis of a small RNA primer
mediated by the host RNA polymerase. DNA synthesis mediated by
DNA polymerase I, and it is continued by the DNA polymerase I
which performs the conversion of the ssDNA intermediate into
dsDNA plasmid forms. Plasmid pMV158 has two sso, ssoA and
ssoll. We have performed a physical and functional analysis of the
PMV158-ssol). This origin is functional in several Gram-positive
bucteria (S. prneumoniae, Bacillus subtilis, Staphylococeus
aureus). Neither the ssoA or the ssoU are functional in the Gram-
negative host Escherichia coli. Conversion of ssDNA to dsDNA is
mediated by the host RNA polimerase. We have determined the exis-
tence of promoters dacting as such only on ssDNA. We have mapped
the primer RNA for initiation of lagging strand replication in the
ssoA, and also have mapped the RNA polymerase binding site to the
pMV158-ssoU. We have cloned, into pMV158, the sso from the ss-
coliphage fd and have shown that this sso is functional in the recom-
binant. However; the fd-sso did not participate in the stabilization of
pMV158 in E. coli.

Replication control of pMV158

Plastid pMV158 copy number (N} control is exerted on the synt-
hesis of the initiator RepB protein, and it is mediated by two plasmid-
encoded products: the transcriptional repressor CopG and the coun-
tertranscribed {antisense} RNA, ofRNA I1. Gene copG encodes the
45-amino acids protein CopG. CopG regulates N by repression of the
single promoter of the copG-repB operen. Part of this promoter inclu-
des a symmetric operator element, which is the primary CopG bin-
ding site, although the protein is able to protect a 50-bp region.
Generation of CopG protein-DNA complexes has been studied using
a dsDNA of 55-mer that contains all the CopG target. We have iso-
lated and characterized two mutations in copG that results in plas-
mids with very high copy numbers (N>>200. In addition, by site-
directed mutagenesis, we have constructed mutations in gene copG,
which have internal deletions divected toward four regions: alpha
helices, beta-sheet and random coils. We have determined the crystal
structure of CopG alone or in complex with a 19-mer ds-oligonucle-
otide containing the target of CopG. The second element, the cRNA
I, is the main incompatibility determinant of the plasmid. We have
performed site-directed mutagenesis to the promoter of the rnall gene,



Replicacion y Expresion del DNA en Bacterias Gram-positivas/Replication and Expressien of DNA in Gram-positive Bacteria

RNA I (N>20), y ii} disminucion en la sintesis de RepB (N<20}.
Ademas, se ha aislado y caracterizado un mutante que afecta al
espaciado entre las cajas -35 y -10 del promotor Pctll (N>>20). Se
han definido con precision los pardmetros implicados en el con-
trol del nuimero de copias de pMV158. Se ha comenzado a definir
las regiones del RNA Il implicadas en su terminacion.

Movilizacion de pMV158

El plasmido pMV158 no es conjugative aunque si moviliza-
ble, pudiendo ser transferido a otros huéspedes mediante funcio-
nes suministradas por plasmidos conjugativos co-residentes,
como pIP501. pMV158 contiene una secuencia de iniciacion de
transferencia de DNA (otiT}, donde la proteina MobM introduce
su corte especifico. Se ha purificade MobM y se ha mostrado que
la proteina se une covalentemente al extremo 5' de su DNA diana,
dejando un extremo 3'-OH libre. Se ha definido la region del oriT
por métodos genéticos y moleculares, observdndose que la region
protegida por MobM frente a rotura por la DNasa I incluye el oriT
y solapa con su promotor, sugiriendo que la proteina auto-regula
su sintesis. e ha mostrado que MobM es funcional en Lactococcus
lactis, y que pMV138 es también transferible entre estirpes de E.
coli, siendo movilizado por los pldsmidos RP4 o R388.

El regulén mal de Streptococcus pneumoniae.

Se ha purificado el regulador transcripcional MalR de S. pneu-
monige, y se han caracterizado las interacciones de MalR con su
DNA diana, La afinidad de MalR por el operador para el operén
malMP es mayor que para el operador del operén malXCD. In
vitro, la unién de MalR a su diana queda abolida por la presencia
de maltosa. MalR se une a una secuencia palindromica que tam-
bién esta presente en las secuencias diana de dos represores de
E.coli, PurR y Mall. La region de unién de MalR al operén malMP
incluye el promeotor Pm y el operador Om, y el operén se induce,
in vive, por la presencia de maltosa en el medio de cultivo.
Basdndonos en esta propiedad, se han construido una serie de
plasmidos vectores que llevan el gen que codifica la proteina [luo-
rescente verde, GFP colecada bajo la regién operadora/promoto-
ra (Pm/Om) del operon malMP. Se ha mostrado que esta protei-
na es funcional en S. pneumoniae y en L. lactis, siendo inducible
por la presencia de maltosa.

and we have charactevized a mutant that has N=20 due to the co-inci-
dence of two effects: 1) reduction in the synthesis of RNA II (N>20),
and §i} reduction in the synthesis of RepB (N<20). In addition, we
have isolated and characterized another mutant that has a sub-opti-
mal mall promoter activity, leading to plasmids with N>>20. The
parameters involved in pMV138-copy number control have been pre-
cisely defined. We have started to work on the definition of regions of
RNA Il involved in its termination.

Mobilisation of pMV158

Plasmid pMV158 is not self-transmissible, but it can be mobilised
between various hosts when some of the mobilisation functions are
provided by a co-resident plasmid, such as pIP501. pMV138 harbours
a sequence for the initiation of the conjugative transfer process (the
ori 1), where the pMV158-encoded protein MobM introduces the spe-
cific cleavage needed for the transfer process to initiate. Protein
MobM has been purified, and the protein remains covalently attached
to the 5%end, leaving free the 3-OH end. The oriT regicn has been
defined by genetic and molecular procedures. Protein MobM protects
a region encompassing the oriT and its own promoter from cleavage
by DNuse I, suggesting that the protein auto-regulates its own synt-
hesis. We have shown that MobM is functional in Laciococcus lactis.
In addition, pMV158 has been shown to be transmissible among E.
coli strains by the funciions provided by plasmids RP4 or R388.

The mal regulon of Streptococcus pneumoniae

We have purified the transcriptional regulator MalR from S.
pneumoniae, and the interactions between MalR and its DNA target
have been characterized. The affinity of MalR for the mal MP opera-
tor is higher than that for the malXCD operon. In vitro, binding of
MalR to DNA is abolished in the presence of the sugar maltose. MalR
binds to a palindromic sequence which is also present in the targets of
two E. coli repressors, namely PurR and Mall. The turget of MalR in
the malMP operon includes the promoter (Pm) and the operator
(Om). In vivo, the operon is induced by the presence of maltose in the
culture media. Based upon this feature, plasmids vectors harbouring
the gene encoding the green fluorescent protein (GEP) have been
constructed. In these plasmids, the Pm/Om promoter/operator region
of the malMP operon directs synthesis of GFP We have shown that
GFP is functional in L. lactis and in S. pneumoniae, and that synt-
hesis of GFP is inducible by maltose.
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Fotoregnlacién del transporte de aniones monovalentes en
Monoraphidium braunii y Chiamydomonas reinhardtii

Los compenentes azul y UV de la iluminacion solar, son
esenciales para la activacion de determinados procesos en algas y
en plantas superiores. Enire ellos se encuentran el transporte de
aniones monovalentes v la reduccion asimilatoria de algunos ele-
mentos que constituyen nutrientes esenciales para el desarrollo
de organismos fotosintéticos.

En los tltimos afios, nuestro grupo ha puesto de manifiesto
que las entradas de las principales fuentes de nitrégeno (nitrato)
y carbono (bicarbenato) en células del alga verde Monoraphidium
braunii, dependen de la irradiacion de las suspensiones celulares
con luz azul o radiacién UV, En ausencia de dicha radiacién, es
decir, cuando las algas se iluminan exclusivamente con Tuz roja,
éstas son incapaces de tomar dichos nutrientes del medio.
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Photoregulation of wmonovalent anion
Monoraphidium braunii

transport  in

In algae and higher plants, blue light and UV radiation are
essential for some processes to occur Among them are monova-
lent anion transport and assimilatory reduction of elements that
are fundamental for the development of photosynthetic orga-
nisms. T vecent years, our research group has shown that the
uptakes of the main nitrogen and carbon sources (nitrate and
bicarbonate) by Monoraphidium braunii cells, depends on the
irradiation of cell suspensions with blue light or UV radiation. Tn
the absence of those, that is when the algae are iluminated with
only red light, they are unable to take up those nutrients from the
medium. In the plasma membrane of M. braunii there are, at
least, two monovalent anion transport systems whaese activity
depends on blue light. One of them is specific for bicarbonate
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En la membrana plasmatica de M. braunii existen, al menos,
dos sistemas para el transporte de aniones monovalentes cuya
actividad depende de luz azul. Uno de ellos es especifico para
el transporte de bicarbonato. La sefial medioambiental que da
lugar a la induccién de dicho transportador es una bajada en la
concentracion de CO2 en el medio. Cambios en la concentra-
cion de bicarbonate o en el pH del medio no dan lugar a la bio-
sintesis de dicho sistema de transporte.

El segundo sistema de transporte para aniones monovalen-
tes dependiente de luz azul es responsable, al menos, de la
entrada de nitrato en las células. Este transportador estd tam-
bién invelucrado en las entradas de nitrito y cloruro, u otros
anioties monovalentes como bromuro o ioduro. Este sistema de
transporte para nitrato se inhibe siempre que hay amenio pre-
sente en el medio. Por ello, la sefial medicambiental que da
lugar a su induccion es la desaparicién del amonio del medio,
no siendo necesaria la presencia de nitrato para que tenga lugar
su biosintesis.

Probablemente el fotorreceptor invelucrado es de tipo flavi-
nico y se encuentre localizado cerca de la membrana plasmati-
ca de M. braunii. Se estdn llevando a cabo trabajos para aislar y
purificar vesiculas de membrana plasmdtica de este alga para
estudiar los sistemas de ranspotte y folorreceptor{es) a nivel
molecular.

En la membrana plasmatica del alga verde Chlamydomenas
reinhardtii, hay al menos cuatro transportadores de alta afinidad
para aniones nitrogenados (nitrato y nitrito). Los sistemas de
transporte 11l y IV son especilico para nitrito y bi-especifico
para nitrato y nitrito, respectivamente. Recientemente, hemos
demostrade que la biosintesis de ambos sistemas solo tiene
lugar en presencia de luz azul. Cuando las algas se iluminan
exclusivamente con luz roja, aunque sea de alta intensidad, son
incapaces de sintetizar dichos sistemas de transporte. Sin
embargo, la activacidn de los sistemas 11T y TV no requiere luz
azul y las algas pueden tomar nitrito del medio en ausencia de
dicha radiacién, La regulacion por luz azul de la induccion de
ambos sistemas parece ser a nivel postranscripcional.

Sistemas de purificacion con algas verdes de las aguas del
medio rural

Todas las predicciones apuntan en una direccién en la que
el agua puede llegar a ser un bien escaso para una peblacion

uptake. The environmental signal that induces this system is a
decrease in the external CO2 concentration. The second blue
light-dependent monovalent anion transport system is responsi-
ble for, at least, nitrate uptake. This transporter is also involved
in the uptakes of nitrite and chloride, and probably other mono-
valent anions such as bromide or iodide. This system is inhibited
whenever there is ammonium in the medium. Thus, the environ-
mental signal for the induction of this transporter is the depletion
of ammonium. The photoreceptor responsible for the blue light-
dependence of anion uptake in M. braunii is probably a plasma
membrane-bound flavoprotein. In Chlamydomonas reinhardtii,
the inductions of systems III and IV (plasma membrane high-affi-
nity nitrite and nitrite-nitrate uptake systems, respectively} are
biue light-dependent. Howevery, the activation of both transport
systems does not require this low wavelength radiation.

Green alga-based water purification systems

High-quality water is becoming a commedity in a society
where the population grows fast, increasing the production of
contaminants. Research must be done towards methods that
allow to re-use water after its passage through urban or agricul-
tural areas. Recycled water must be free of solids in suspension,
organic matler and mineral nutrients. The systems used nowa-
days do not remove N, P and S ions which, on the other hand are
essential nutrients for photosynthetic organisms to grow These
compounds are accumulated in surface waters, leading to uncon-
trolled algal growth and eutrophication. This previously-purified
water is not apt for human use and may be harmful for aquatic
environments. Qur group is developing a method for tertiary tre-
atment of waters, that is removal of inorganic nutrients such as
nitrate, ammonium or phosphate, through the controlled growth
of the filamentous alga Hydrodictyon reticulatum. This alga is
cultured in situ in a channel built in the experimental farm “La
Higueruela”, not far from Madrid. Hydrodictyon grows inside
Nylon bags that allow the passage of light and water. This way,
the treated water can be used directly for agricultural purposes
or, after sterilization, even human or industrial ones. The algae,
by using the nutrients dissolved in the water, produce biomass
that may be used later for fertilization or production of plant pro-
tein-rich feed. Further treatment of the biomass may fead to the
preduction of pigments (such as asthaxanthin or carotenes) of
high commercial value.
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creciente, que contamina cada vez mds y que pretende mejorar
su calidad de vida. Aparte de una inversion en las infraestruc-
turas de ingenierfa que conduzca a la mejor utilizacién del
agua, s¢ requiere el desarrollo de sistemas innovadores que per-
mitan la reutilizacién del agua tras su paso por los nucleos
urbanos o por las dreas agricolas y ganaderas.

El agua “reciclada” debe estar libre de solidos en suspen-
sién, materia organica y nutrientes minerales. Los sistemas de
depuracion més utilizados en la actualidad para el tratamiento
de aguas residuales urbanas solo son capaces de eliminar los
solidos en suspension y la mayor parte de la materia organica,
mientras que se muestran muy poco eficientes en la elimina-
cién de los iones de N, P y 5, nutrientes bésicos para los orga-
nismos vegetales. Por lo tanto, estos compuestos minerales son
vertidos a los rios en grandes cantidades, a las que hay que
sumar ¢l aporte por escorrentia en las dreas ganaderas y agrico-
las. Cuando esta agua rica en nutrientes llega a los pantanos,
lagos o demas humedales, se produce el fenomeno de eutrofi-
zacién, que conlleva la proliferacion descontrolada de algas v,
pesteriormente, la descomposicion bacteriana de toda esa
materia orgdnica, con lo que el agua previamente depurada
vuelve a presentar unas caracteristicas que la inhabilitan para
su utilizacién y que perjudican a los ecosistemas lacustres y
marinos,

Nuestro grupo trabaja en el desarrollo de un método de tra-
tamiento terciario de las aguas, esto es, la eliminacién de los
nutrientes inorgdnicos mds importantes para las algas (nitrato,
amonio, fosfato) mediante el crecimiento controlado de algas
filamentosas de la especie Hydredictyon reticulatum. El cultivo
de este alga se realiza in situ en un canal construido en un arro-
yo a su paso por la finca experimental “La Higueruela”, en la
provincia de Toledo. Las algas crecen en el interior de unas bol-
sas transparentes de Nylon, que permiten el paso del agua a tra-
tar pero impiden el de las algas. De esta manera, el agua trata-
da se puede utilizar directamente para usos agricolas {(regadio,
ganado) o se puede esterilizar posteriormente para diversos
usos domésticos o industriales. La recoleccion de las algas se
realiza facilmente, y esta accion es indispensable en el proceso,
dado que es en ese momento cuando se retiran los compuestos
de N, P y S incorporados por las algas. Se obtiene asi una bio-
masa cuyo empleo como fertilizante natural puede servir como
alternativa al de los fertilizantes de sintesis quimica. La atiliza-
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cion de esta biomasa, por otra parte, puede estar dedicada a la
produccion de piensos ricos en proteinas de origen vegetal, de
tanta transcendencia hoy en dia, o al cultivo de invertebrados
herbivores de gran valor en acnicultura como alimento para
peces. Sin embargo, una utilizacion mds ambiciosa puede
incluir la comercializacion de diferentes pigmentos (astaxanti-
na, carolenos, etc.), de alto valor economico.
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Figura 1: Tomada de R ], Ellis & EU. Hartl (1996) FASEB J. 10:20-26, con permiso de los autores. Esta figura ilustra la diferencia entre
las disoluciones ideales en las que habitualmente se estudian las propiedades de macromoléculas aisladas (In vitro: la imagen amari-
lla representa una molécula de la chaperona GroEL en una disolucion diluida a una concentracion tipica de los estudios que se reali-
zan para conocer sus propiedades moleculares) y el ambiente intracelular de aglomeracion macromolecular en el que han evolucio-
nado para ejercer su funcion (In vivo: las imagenes amarillas representan dos moléculas de GroEL dentro del mismo volumen del aglo-
merado citoplasma bacteriano donde GroEL se encuentra normalmente),

Figure 1: Taken from R]. Ellis & EU. Hartl (1996) FASEB J. 10:20-26, with permission from the authors. This figure illustrates the diffe-
rence between the uncrowded buffers in which properties of purified macromolecules are commonly studied (In vitro: the yellow image repre-
sents a molecule of the molecular chaperone GroEL in an uncrowded buffer at the concentration normally used to study its properties in iso-
lation} and the crowded intracellular environment in which they have evolved to function (In vivo: the yellow images represent two molecu-
les of GroEL inside the same volume of crowded bacterial cytoplasm where GroEL normally occurs),
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Muchas de las reacciones bioquimicas en un sistemna bio-
logico se llevan a cabo o estdn facilitadas por ensamblajes o
complejos macromoleculares dinamicos cuya funcién depen-
de de interacciones reversibles, que regulan la actividad bio-
quimica del complejo o promueven modificaciones estructu-
rales ligadas a funcion. Para entender en profundidad la rele-
vancia fisiologica de estos complejos in vive es mecesario
conocer como afectan a su estructura y funcién factores del
ambiente intra y extracelular. Entre estos factores ha de con-
siderarse la aglomeracion macromelecular, consecuencia de
la elevada concentracion total de macromoléculas (y la consi-
guiente alta ocupacion de volumen) de la mayoria de los sis-
temas bioldgicos (Fig. 1), Nuestro laborateric se centra en
entender la influencia de la aglomeracién macromolecular
sobre la energética y la dindmica de procesos de asociacién de
proteinas con interés farmacologico. En la actualidad estudia-
mos la proteina de division celular bacteriana FtsZ y protei-
nas del plasma sanguineo implicadas en procesos vasculares
(fibrindgeno). Aplicamos métodos de biequimica y biofisica
de proteinas y de caracterizacion de interacciones ligando-
receptor, con énfasis en centrifugacion analitica.

Efecto de la aglomeracion macromolecular sobre las asocia-
ciones funcionales de proteinas. Métodos de centrifugacion
analitica

Hemes desarrollado y aplicado métedos de equilibrio de
sedimentacion con componentes marcados que permiten la
medida de la actividad quimica y de las asociaciones funcio-
nales de proteinas individuales en presencia de concentracio-
nes arbitrariamente altas de otros componentes macromole-
culares, medio que se asemeja a las condiciones fisioldgicas
de aglomeracién macromolecular (proyecto con el grupo del
Dr. Allen Minton, NIH, Bethesda, USA}. En paralelo, hemos
colaborado con el grupo de la Dra. Pilar Lillo (Inst. Quim.
Fis., CSIC, Madrid} en la aplicacion de métodos de espec-
troscopia de fluorescencia resuelta en el tiempo para la carac-
terizacién de propiedades conformacionales y dinamicas de
proteinas en condiciones de aglomeracién macromolecular.

Keywords: Protein science, Physical biochemistry, Structural bio-
logy, Analytical centrifugation, Bacterial cell divisian, Analytical
centrifugation, FtsZ, Macromolecular crowding

Many of the biochemical reactions in a biclogical system are
either carried out or facilitated by dynamic macromolecular
assemblies or complexes the function of which depend upon
reversible interactions, either to regulate the biochemical activity
of the complex o to promote function-linked structural modifi-
cations. In order to fully understand the physiological relevance
of these complexes in vivo it is necessary to know how intra and
extracellular environmental factors affect their structure and
Junction. Among these factors it has to be considered macromole-
cular crowding, which is a consequence of the high total concen-
tration of macromolecules (and hence, the high volume occu-
pancy) of most biclogical systems (Fig. 1). Our laboratory is
focussed in understanding the role of macromolecular crowding
on the energetics and dynamics of protein associations with phar-
macalogical interest. Actually we study the bacterial cell division
protein FisZ, and blood plasma proteins involved in vascular pro-
cesses (fibrinogen). We apply methods of protein biochemistry
and biophysics, as well as metheds for the characterization of
ligand-receptor interactions, with emphasis on analytical centri-
fugation.

Effect of macromolecular crowding on functional protein asso-
ctations. Analytical centrifugation methods

We have developed and applied tracer sedimentation equili-
brium methods to measure the chemical activity and the functio-
nal associations of individual proteins in the presence of arbi-
trary high concentrations of other macromolecular components,
resembling the crowded physiological media (project with the
group of Dr. Allen Minton, NIH, Bethesda, USA). In parallel, we
have collaborated with the group of Dr. Pilar Lillo (Inst. Quim.
Fis., CSIC, Madrid) in the application of time resolved fluores-
cence spectroscopy methods to characterize the conformational
and dynamic properties of proteins in such crowded media.
Finally, we have colaborated with the group of Dr. Ramon Diaz-
Oregjas (CIB-CSIC) on the molecular characterization of protein-
protein and protein-DNA associations in bacterial replication
systems by means of analytical centrifugation.
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Por ultimo, hemos colaborado con el grupo del Dr. Ramoén
Piaz-Orejas (CIB-CSIC) en la caracterizacion molecular de
asoclaciones proteina-proteina y proteina-DNA de sistemas
de replicacion bacterianos mediante métodos de centrifuga-
cign analitica.

Interacciones funcionales de la proteina de division celular
bacteriana FtsZ

Hemos caracterizado, mediante métodos de equilibrio y
velocidad de sedimentacion, las propiedades de asociacion de
FtsZ, proteina mayoritaria del anillo de septacion de E. coli
que es esencial para la divisién de la bacteria. Hemos obser-
vado que el monomero de FtsZ forma oligémeros lineales
mediante un proceso de asociacion reversible, no cooperative
¥ que estd ligado a la union del cation magnesio (proyecto en
asociacion con los grupos de los Drs, José M. Andreu, CIB-
C3IC, v Miguel Vicente, CNB-CSIC). Muy recientemente,
hemos demostrado que la exclusién de volumen debida a
condiciones de aglomeracion macromolecular semejantes a
las fisiolégicas facilita Ja oligomerizacion de FisZ (Rivas et al.
(2001) PNAS-USA 98:3150-3155; proyecto en colaboracion
con el Dr. Allen Minton, NIH).

Interacciones funcionales de proteinas vasculares del plas-
na sanguineo

Hemos caracterizado las propiedades de exclusion de
volumen de un medio que se asemeja al plasma sanguineo,
que incluye la apropiada concentracién de pequenios ligandos
y de los componentes macromoleculares mayoritarios (albu-
mina y globulinas) presentes en el plasma, mediante la apli-
cacion de los métodos de centrifugacion analitica desarreila-
dos en ¢l laboratorio. Esta etapa ha sido un requisito previo
para poder caracterizar en este medio el comportamiento de
protefnas implicadas en los procesos de coagulacién y hemos-
tasia, lo que constituye una extension de nuestro estudio pre-
vio sobre el efecto de altas concentraciones de albtimina sobre
las propiedades conformacionales y de asociacion de fibring-
geno.

Functional interactions of the bacterial cell division protein
FisZ

We have characterized the concentration-dependent behavior
of FtsZ, a major protein component of the septation ring in E.coli
which is essential for cell division, by means of sedimentation
equilibrium and velocity. We have cbserved that FisZ monomer
undergoes a reversible non-cooperative Mg++-linked association
to form linear oligomers of indefinite length (project in associa-
tion with the groups of Drs. José M. Andren, CIB-CSIC, and
Miguel Vicente, CNB-CSIC). Very recently, we have provided a
direct evidence that pure volume exclusion can enhance the self-
assembly of FisZ in macromolecularly crowded solutions (Rivas
et al., (2001) PNAS-USA 98:3150-3155; project in collaboration
with Dr. Allen Minton, NIH).

Functional interactions of vascular proteins from bloed plasma

We have characterized the excluded volume properties of a
medium that resembles blood plasma, which includes small mole-
cule constituents in appropriate concentration and the major
macromolecular constituents of plasma (namely albumin and
globulins) by means of analytical centrifugation methods develo-
ped in our laboratory. This is a required step to further characte-
vize the behavior of proteins involved in coagulation and hemos-
tasts, which is an extension of our previous study on the effect of
high concentration of albumin on the conformational and asso-
ciation properties of fibrinogen.
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QOrganismos Financiadores/Funding Agencies

— MEC, Proyactos, PB95-0120 {1996-1999)

— CAM, 07B/0042/1999 (1999-2000)

— MCT, BIO9$9-0859-C03-03 (1999-2002)

— CAM. Programa de Grupos Estratégicos (2000-2003)

Publicaciones/Publications
Articulos en Revistasijournal Articles

— De los Rios. V., Manchefio, ]. M., Martinez del Pozo, A, Alfonse, C., Rivas, G., Ofaderra, M., Gavilanes, |. G. (1999). Sticholysin Il. a cytolysin from the sea anemo-
ne Stichodactyla helianthus, is a monomer-tetramer associating protein. FEBS Lect. 455, 27-30.

— Rivas, G, Fernindez, |., Minton, AR (1999). Direct observation of the self-association of dilute proteins in the presance of inert macromolecules at high con-
centration via tracer sedimentation equilibriumn: theory, experiment, and biclogical significance. Biochemistry 38, 3379-9388.

—- Rivas, G., Stafford W., Minten, A.P. {1999). Characterization of heterologous protein-protein interactions via analytical ultracentrifugation. Methods {9, 194-212,

— Murza, R., Sinchez-Cortés, 5., Garcia-Ramos, |.¥., Guisan, |.M., Alfonse, C., Rivas, G. (2000). Interaction of the antitumor drug 9-aminoacridine with guanidino-
benzoatase studied by spectrascopic methods: a possible tumor marker probe based on the flucrescence exciplex emission. Biochemistry 3%, 10557-10545,

— Rivas, G., Lopez, A., Mingorance, |, Minton, AR, Ferrindiz, M), Vicente, M., Zorrilla, 5., Andreu, |, M. (2000). Magnesium-induced linear self-association of the FtsZ
bacterial cell division protein monomer The primary steps of FtsZ assembly. . Biol. Chem. 275, 11740-11749.
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Fijacién Directa del Ny
Direct Ny Fixation

Palabras clave: Fijacion de N5. Azotobacter, Azospirillum, bio-

fertilizantes, factores de crecimiento

Estudiamos los factores de crecimiento y la fijacion de Ny

por mutantes especificas de Azotobacter. y Azospirillum con
mayor actividad bioldgica para su empleo como biofertilizan-
tes.

Ignalmente obtenemos alginatos por medic de mutantes
especificos de Azotobacter vinelandii.

Explotacién y desarrollo de la Patente “Fertilizante bacte-
riano y procedimiento de obtencion”. (N° 9500851. Empresa
C.S.1.C.}, financiada por la Comision Europea a través de un
Proyecto LIFE de la Direccidén General del Medio Ambiente,
Seguridad Nuclear y Proteccién Civil en Bruselas.

Los objetivos fundamentales de esta planta son, entre
otros, la produccién de biofertilizantes fijadores de N; y la

biosintesis de factores de crecimiento. Inicialmente, su pro-
duccion se ha destinade a realizar pruebas en campo con dife-
rentes cultivos, siende los resultados muy favorables.
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Organismos financiadores/Funding Agencies

— Contrato CIB/Catalysis, S.L. (1999}

Patentes/Patents

ANTONIO MARTIN GO
|efe de Grupo / Group i
Investigador de Carre) '

Keywords: Ny fixation, Azotobacter, Azospirillum, biofertili-
zers, growth agents

We are studying growth agents and the N fixation by speci-

fic mutants of Azotobacter and Azospirillum with a higher acti-
vity in order to use them as biofertilizers.

We are aiso obtaining alginates by means of specific mutants
of Azotobacter vinelandii.

Development and tapping of the patent “Bacterial fertilizer
and obtention procedure” (N° 9500851, Company — CSIC) gran-
ted by the European Comission through “LIFE Proyect” of the
“Diveccién General de Medio Ambiente, Seguridad Nuclear y
Proteccion Civil”, in Bruselas.

Production of Nitrogen fixing biofertilizers and biosynthesis
of plant growth promoters ave the main goals of this plunt. The
production, at the starting point, has been employed in several
[field trials, vielding very encouraging results.

A e b L AL S L bt A Mt M ERINIRINTEIRS Ltrtte

— Continua el desarrolle y explotacidn de la patente "Fertilizante bacteriano y procedimiento de obtencion”. Empresa-CSIC, financiada por la CE, y la comercia-

lizacién de los bicfertilizantes. 950085 | (Espafia}.
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Genética Humana
Human Genetics

Palabras clave: Embrion humano, genélica del desarrollg, clo-
nacion, bioética

Cuestiones éticas relacionadas con la genética del desarro-
llo embrionario humano

El tema del embrion humano, en sus fases iniciales de
desarrollo, ha experimentado estos tltimos afos un cambio
espectacular, tanto en su planteamiento como en sus conse-
cuencias, con motive de toda la problematica suscitada por el
hecho de la clonacion obtenida en la oveja Dolly (1997} y su
posible aplicacion al hombre.

De acuerdo con esta nueva situacién, hemos tenido opor-
tunidad de analizar los dilemas éticos que la clonacién y en
consecuencia la situacién del embrién presentaba. El estudio
s¢ ha ajustado a la nueva problemdtica surgida entre el
embrién "natural", formado por una fecundacion normal, y el
embridn "artificial" obtenide por una transferencia nuclear de
un nucleo de la célula adulta, que ha side reprogramado, a un
avocito enucleado

Jéfe de Grupo / Gro
CanLos RopDRiGHE

Keywords: Human embrye, developmental genetics, cloning, bio-
ethics

Ethical questions related to the genetic development of
human embryo

The issue of human embryo, particularly at its earliest
developmental stages, has recently experiencied spectacular
changes, due to the varied approaches as well as the conclu-
sions drawn from the different points of view. This may be
partially because of the problems raised by the successful clo-
ning of Dolly the sheep (1997) and the foreseeable future
application to human cloning.

Within that new frame, we have taken the opportunity of
analizing the ethical dilemmas and thus the real staius of
human embryo. In order to develop our approach on the new
issues raised, our study was rearranged according to the pre-
sent knowledge. That meant we had to consider both, the
“natural"” embryo formed by nermal fertilization and the
“artificial” embryo obtained by nuclear transfering of an adult
cell nucleus, which has been reprogrammed, to an enucleated
oocyte,
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(renética Humana/! uman Genetics

Investigacion genética del sindrome de Down

Se trata de un Proyecto Colaborativo de Investigacion que
se lleva a cabo en nuestro Laboratorio de Genética Humana,
con la participacidn del Laboratorio de la Dra, Angela Casado
v la colaboracion de la Unidad de Pediatria Social del Hospital
del Nifio Jesus v el Servicio de Pediatria del Haspital de San
Rafael.

Esta investigacion se propone profundizar en el conoci-
miento del cromosoma 21 y en los mecanismos que ocasiona
su presencia por triplicado en los individuos con sindrome de
Down. El provecto se disefia con el intento de aportar nuevos
datos al estado actual de conocimientos sobre la correlacion
fenotipo-genotipo, asociande los rasgos clinicos caracteristi-
cos del sindrome con las alteraciones genéticas reveladas por
el andlisis citogenético y molecular, contribuyendo a la cons-
truccién del mapa fenotipico del sindrome.

Al estudio se anade el anilisis de varios marcadores bio-
quimicos SOD, CAT y MDA, de interés en la dinamica pato-
légica del sindrome.

Organismos Financiadores/Funding Agencies

— Fundacidn Ramén Areces {1999-2000)

Genetic research on Down syndrome

This project, estabished as a collaborative research work,
is being carried out in our laboratory of Human Genetics, the
laboratory of Dr. Angela Casado, the Unity of Social Pediatrics
{Hospital del Nifio Jesus-Madrid) and the Pediatrics Service
{Hospital de San Rafael-Madrid).

Our research is aimed to seek a deeper knowledge of chro-
mosome 21 and the mechanisms which trigger off the triple
presence of that chromosome as observed in most patients
affected by Down syndrome. The purpose of our preject is to
contribute with new information to the current knowledge on
the phenotype-genotype correlations by associating the clini-
cal traits of the syndrome with the genetic anomalies showed
by the cytogenetic and molecular analysis. Thus, 10 contribu-
te to complete the phenotypic Down syndrome map.

In addition to the above studies, we are determining seve-
ral biochemical markers, such as SOD, CAT and MDA which
are of interest in the dynamics of the syndrome’s pathology.

— Fundacidn Inocente-inocente y la colaboracion de la Fundacidn Sindrome de Down de Madrid (2000-2003)

Publicaciones/Publicatios
Articulos en Revistasfjournal Articles

— Abrisqueta, |.A. {199%). Consejo Genético. Puericultura hoy. !, 13-15.

— Abrisqueta, |.A. {1999). Genes y Discriminacién. Revista de Dereche y Genoma Humano. f/, 155-166.
— Abrisqueta, J.A. {1999). Investigacion genérica del sindrome de Down. Madrigal: Revista de la Fundacién Sindrome de Down, 10,

— Abrisqueta, |.A. (1999). El libro de la vida. El Semanal. 635, 92.

— Abrisqueta, A (1999). Perspectivas actuales de la Genética Humana. Ponencia de la X Reunidn interdisciplinar sobre poblaciones de alto riesgo de Deficiencias.
Madrid. Ministerie de Sanidad y Consume, Internet: hetp:// www.paidos.rediris.es/genysi nimero f.

— Abrisqueta, J.A. (1999). Proyecto Genoma Humane. Internet: http://www.tusalud.com, nimerg 3.

— Abrisqueta, A, (1999). Abrisqueta, |. A. {2000). Tests Genéticos. Internet: http:/fwww.tusalud.com, numero 3.

— Abrisqueta, J.A. (2000). El horizonte biolégico del envejecimiento humano. Verdad y Vida. 227, 135-142.

— Abrisqueta, ].A. (2000). De Iz oveja Dolly a las "células madre”. Verdad y Vida. 228, 355-368,

— Abrisqueta, |.A. (2000). Sobre clones y células madre. Newton. 30, 3.
— Abrisqueta, |.A. (2000). El mapa de |a vida. Los domingos de ABC. nimero 23.
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Utilizacion de Alfa fetoproteina (AFP) como marcador de
procesos tumorales

Alfa- fetoproteina (AFP) es la mayor proteina plasmitica
embrionaria de vertebrados, incluyendo al hombre. Es una
glicoproteina con un peso molecular de aproximadamente
70.000 Daltons. El gen para AFP humana esta localizado en
el cromosoma 4. La determinacion de AFP se ha utilizado
como marcador tumoral de determinados tipos de neoplasias
(carcinomas de higado y tumores germinales de testiculo), y
constituye un factor de pronostico importante. Sin embargo,
se ha descrito la presencia de AFP en pacientes con cancer de
mama, de pulmon, y otros tipos de neoplasias Los objetivos
de este trabajo se centran en la valoracion sérica de AFP para
determinar, en primer lugar, el diagnostico de extension de
procesos cancerosos histologicamente diversos analizando su
valor pronéstico y, en segundo lugar, estudiar la evolucion de
los niveles de AFP tanto en pacientes sin tratamiento previo,
como en pacientes con tratamiento, para estudiar en ambos
casos la respuesta al tratamiento instaurado.

Keywords: Alpha-fetoprotein (AFP), diagnostic value, preven-
tion, free radicals, aging, SOD, CAT, MDA, GPx, GR

Alpha-fetoprotein as a tumoral marker

Alpha-fetoprotein (AFP) is the major plasma protein of ver-
tebrate embryos including man. AFP is a glycoprotein with a
molecular weight of about 70,000 Da. The human AFP gene is
located on chromosome 4. Serum AFP has been confirmed as a
reliable tumor marker in certain types of neoplasm (hepatocellu-
lar carcinoma and testicular germ cell tumors), and might be a
useful tumor marker in evaluating the prognoses of patients.
However; it reported the presence of AFP in patients with breast
cancer, lung cancer and other types of neoplasm. The objectives
of this work are to measure serum AFP levels evaluating its value
as a marker for various tumors and provide us with valuable
information about stages and/or prognoses, and in the second
place, to analize the change of secretion of AFP in patients not
having been treated and in patients requiring additional therapy
to evaluate in both, the response to the treatment administered.
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Radicales libres y envejecimiento

Los radicales libres de oxigeno (RLO} fermados durante el
metabolisme celular han sido reiteradamente implicados en el
proceso general de envejecimiento. Las reducciones univalentes
del oxigeno por las células aerdbicas generan RLO como el
anion superdxido y el radical hidroxilo. Estas especies, alta-
mente reactivas, provocan una cadena de lesiones en el interior
celular, afectando entre otras biomoléculas a las proteinas, al
DNA vy a los lipidos. Los RLO se generan en los tejidos como
consecuencia de diversas actividades metabdlicas, entre las que
cabe destacar algunas vias principales, como el sistema enzima-
tico de la xantina oxidasa/dehidrogenasa, la autoxidacion de las
catecolaminas, la oxidacion de grupos hemo, el metabolismo
del édcido araquiddnico, vy por la alteracién en la cadena de
transporte mitocondrial. Se ha postulado que existe un equili-
brio dindmico entre la generacion de RLO y la actividad de los
sistemas de defensa antioxidante. Estos sisternas actian como
un elemento de regulacion con una notable expresion génica.
Los antioxidantes protegen a las estructuras celulares de la
accion neciva de los agentes oxidantes, por lo que se ha consi-
derado su implicacion en el procese de envejecimiento. Se ha
observado que la expectativa de vida mdxima para diferentes
cohortes de poblacion se correlacionaba positivamente con la
actividad de las defensas antioxidantes, y negativamente con la
produccion de RLO. A pesar de la existencia de defensas antio-
xidantes, una fraccién variable de radicales libres escapan a los
sistemas de eliminacién y generan dafio estructural. La peroxi-
dacién lipidica es una importante consecuencia biologica de la
accion de los RLO sobre los fosfolipidos de membrana. Los RLO
ejercen gran parte de sus eleclos cilotoxicos a través de este
mecanismo, produciende cambios en la permeabilidad de las
membranas celulares, aumento de su fluidez, mayor rigidez, y
en ultima instancia, pérdida de la integridad de las mismas. El
malondialdehido (MDA} es une de los productos de bajo peso
molecular resultante de la fragmentacion que sufren los dcidos
grasos poliinsaturados por la agresion de los RLO. Niveles ele-
vados de MDA son indicativos de un alto estrés oxidativo. Los
objetivos de este trabajo se centran en la determinacion de dos
enzimas antioxidantes, superéxido dismutasa (S0D) y catalasa
{CAT) y en la valoracién de MDA. Estas determinaciones se rea-
lizan en pacientes con desordenes de envejecimiento y en pro-
fesionales que soportan elevados niveles de estrés.

Free radical and aging

Oxygen free radical (OFRs) generated during the cellular
metabolism have been involved in the aging process.
Univalent reductions of oxygen by aerobic cells generated
OFRs like superoxide anion and hydroxyl radical. OFRs are
unstable compounds which exert toxic effects by reacting
with lipids, proteins and nucleotides to produce oxidized
compounds. OFRs are generated in the tissues as a conse-
quence of several metabeolic activities such as enzymatic sys-
tem of xantine oxidase/dehydrogenase, autoxidation of cate-
cholamines, oxidation heme groups, metabolism arachidonic
acid and alteration in mitochondrial electronic transport
chain, It have been postulated that a dynamic equilibrium
exists between the generation of OFRs and the level of antio-
xidant defences, which acts as a set point for regulation of
gene expression. Antioxidants protect biological system from
oxidants and have been considered to act delaying aging.
Longer life expectancy within cohort population is positively
correlated 10 antioxidant defences and negatively to OFRs
production, Despite the existence of antioxidant defenses, a
fraction of free radicals escape elimination and cause structu-
ral damage. Lipid peroxidation is an important biological
consequence of oxidative cellular damage. OFRs have been
suggested 1o exert their cytotoxic effect by peroxidation of
membrane phospholipids, changing the permeability of cellu-
lar membrane, increasing their fluidity, their rigidity and in
some cases making them lose their integrity and increasing
the risk of membrane rupture. An essential result of lipid
peroxidation is that polyunsatured fatty acids are decompo-
sed by direct or indirect peroxidation processes that contain
malondialdehyde (MDA) as an end product. MDA is the most
abundant individual aldehyde resulting {rom lipid peroxida-
tion. In this way, elevated levels of MDA are indicative of a
high oxidative stress. This work is focussed on determination
of two antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD) and
catalase (CAT), and evaluation of MDA, marker of lipid pero-
xidation. These determinations are made in patients with
aging disorders and in professionals that bear high levels of
stress
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— Carrascosa, D, Casado, A, Lopez-Fernandez, ME., De la Torre, R., and Venarucci, D. (1999). Alpha fetoprotain (AFP) levels in patients with breast cancer. Eur. ],
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years, Amer. |. Hum. Biol. [/, 45-47.

— Gil, P, Farifias, F, Casado, A. y Lépez- Ferndndez ME. (1999). Malonildialdehide: un posible marcador del envejecimiento. Rev. Esp. Geriatr. Gerontol. 34, 75-77.

—VYenarucci, D, Venarucci V., Vallese, A, Battil,, Casado,A., De la Torre, R, and | 6pez-Fernindez, ME. (1999). Free radicals: important cause of pathologies refer to
ageing. Panminerva Med. 41, 335-339.

Contribuciones a libros/Contributions to books

— Casado, A, De laTorre, R., Lépez-Ferndndez, M.E.. Carrascosa, D, and Venarucci, D. (2000). Niveles de superéxido dismutasa (SOD} en la poblacién espafiola.
En: Investigaciones en Biodiversidad Humana. Tito A.Varela, ed. (Ed. Universidad Santiago de Compostela) pp. 700-705.
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Fisiopatologia y genética molecular de trastornos hemostaticos

Los objetivos generales en este drea son: 1) Caracterizar
funcionalmente células obtenidas de pacientes con procesos
patologicos de nuestro interés; 2) Desvelar las bases genético-
moleculares de la etiopatogenia de procesos patologicos
humanos y establecer experimentalmente una correlacion
precisa entre cambios estructurales y funcionales. Para ello, se
ha procedido a la clonacion de genes mutantes potencialmen-
te responsables de alteraciones funcionales, y a su expresion
en sistemas heterologos con el fin de analizar la capacidad
funcional de las proteinas mutadas.

Keywords: Genetic diseases, platelets, haemostasis, gene trans-
cription, Alzheimer disease

Pathophisiology and molecular genetics of haemostatic disorders

Succintly, the research on this area aimed at: 1) functional
characterization of cells obtained from patients suffering of pat-
hological processes of interest; 2) to disclose the existence of
genetic structural changes associated with human pathology and
to determine the relationship between the structural changes and
the functional perturbations. For this purpose, we have cloned
mutant genes involved in pathological processes and studied their
functional properties. The latter has been achieved by either
analyzing the translational products of these genes expressed in
heterologous systems or transfecting constructions of the mutant
genes into the appropriate strain of cultured cells.



Se presta atencion preferente a:

a) Fl estudio de las bases genético-moleculares de los tras-
tornos hemostaticos, en particular tromboastenias y sindro-
mes macrotrombocitopénicos. :

b} Los mecanismos de activacion plaquetaria. Este estudio
comprende:

La manipulacion genética del receptor de fibrinogeno (Fg)
humano y su expresion estable en lineas celulares estableci-
das para su caracterizacion funcional.

Coexpresion del receptor de Fg y receptores de agonistas
fisiologicos.

Caracterizacion de las vias de senalizacion responsables
del incremento de adherencia celular y de la agregacion de
células en suspension mediados por agonistas fisiologicos.

Clonacién, caracterizacion estructural y funcional de genes
humanos regulables por T3

El objetivo general de esta linea de trabajo es elucidar los
mecanismos moleculares implicados en el control de la acti-
vidad de enzimas humanos regulados por hormonas tiroide-
as. Con objeto de determinar si la actividad de estas proteinas
estd regulada a nivel de transcripcién, hemos clonado la
region 5' adyacente a la zonas codificadoras de los genes de la
forma mitocondrial, FAD-dependiente, de la alfa-Glicerol fos-
fato deshidrogenasa, asi como de las lormas citosélica ¥ mito-
condrial del enzima Mailice y estudiado su organizacion
estructural y funcional.

Papel de las alteraciones en los procesos de sefalizacion y
ciclo celular en la enfermedad de Alzheimer

Una de las caracteristicas de la enfermedad de Alzheimer
es la degeneracién neuronal irreversible en regiones del cere-
bro asociadas con las funciones cognitivas. Los mecanismos
moleculares implicados en la muerte neurcnal no son bien
conocidos. El objetivo general de este proyecto se basa en la
hipotesis de que alteraciones en los mecanismos de control de
la homeostasis ionica y del ciclo celular pudieran estar aso-
ciados con la muerte neuronal. Estamos estudiando los meca-
nismos de control de la homeostasis i6nica y del ciclo celular
en células inmortalizadas (linfoblastos) de enfermos de
Alzheimer y donantes controles de la misma edad. Nos basa-

Special attention has been paid to the following subjects:

a} Elucidation of the genetic molecular basis of haemostatic
disorders, particularly thrombasthenias and macrothrombocyto-
penic syndromes.

b) Mechanism(s) of platelet activation. This study comprises:

Genetic engineering of the human fibrinogen (Fg) receptor
and its stable expression in established cell lines.

Coexpression of the human Fg receptor and veceptors for
kiown physiological agonists.

Characterization of signaling pathways responsible for the
cell adhevence o aggregating responses induced by physiological
agonisis.

Cloning and structural-functional characterization of human
T3 responsive genes

This research aimed at elucidating the molecular mechanisms
involved in controlling the activity of thyroid hormones regulated
human enzymes. For this purpose, we have cloned the 5'-flanking
regulatory vegion of human mitochondrial alpha-Glycerol phosp-
hate dehydrogenase and cytosolic and mitochondrial Malic enzy-
e and the regulaton of the transcriptional activity of these genes
determined by several experimental approaches.

Role of alterations on the processes of signaling and cell cycle
on the Alzheimer disease

A characteristic of the Alhzeimer's dementia (AD) is a pro-
gressive neuronal loss in certain brain regions. The molecular
mechanisms of neuronal death are not well understood. The main
goal of this research is to study whether ionic homeostasis per-
turbations or cell cycle disturbances could be associated with
neuronal loss. We are studying these mechanisms in transformed
Tymphocytes from AD patients and age matched control indivi-
duals. Based on previous observations from ours and other labo-
ratories, we hypothesise that AD is a systemic disorder with more
prominent neurological manifestations. Therefore, since the regu-
latory mechanisms of cell cycle are, more or less, ubiquitous, we
believe that the knowledge of mechanisms implicated in the per-
turbation of normal cell cycle progression in non-neuronal cell
lines, easily accessible in patients, could give important clues
about the etiopathogeny of AD disease und could eventually pro-
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mos en chservaciones previas, nuestras y de otros laborato-  vide a useful tool for the early diagnosis of this devastating dise-
rios, que indican que procesos patolégicos del sistema ner-  ase.
vioso pueden tener manifestaciones extraneurales cuya reper-
cusion funcional podria pasar desapercibida. Este modelo
experimental obvia las dificultades inherentes a la obtencion

de muestras del sistema nervioso. Sin embargo, dado que los
mecanismos reguladores del ciclo celular son mas ¢ menos
ubicuos, 1a importancia de validar este modelo experimental
radica no sélo en avanzar en el conocimiento de la etiopato-

genia de la enfermedad de Alzheimer, sino también en la posi-
bilidad de desarrollar sistemas simples de diagndstico precoz

de la enfermedad. La deteccion de alteraciones en la actividad
proliferativa de células extraneurales, podria facilitar el diag-
nostico precoz de esta devastadora enfermedad.
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Los materiales que constituyen los monumentos, esculturas y
otros objetes, al aire libre, se deterioran con el tiempo, debi-
do a la accién agresiva de los contaminantes biolégicos y
antropogénicos que, inicialmente presentes en la atmosfera y
en el suelo, terminan por adherirse y colonizar los sustratos
pétrecs. Para inhibir o retardar el deterioro, existen en el mer-
cado diversos productos biocidas, hidrofugantes y consoli-
dantes, que con frecuencia son aplicados, pero su eficacia,
toxicidad e interacciones con los organismos no son suficien-
temente conocidos. Es necesario desarrollar nuevas lineas de
trabajo encaminadas a esclarecer estos temas.

En primer lugar, los productos de proteccion deben ser ensa-
yados en el laboratorio y mds tarde en zonas reducidas del
monumento para conocer las concentraciones mds iddneas a
utilizar. Debe estudiarse la correlacion entre los resultados
obtenidos sobre pequefias muestras y en iratamientos in situ.
Debe probarse la actividad de los compuestos sobre diferentes

T IX-2000)
nician

Keywords: biodeterioration, microorganisms, stone materials,
kiocides

The materials that constitute monuments, sculptures, and other
outdoor art objects, undergo weathering through the activity of
biological and anthropogenic pollutants. Initially, these pollu-
tants are present in the atmosphere and ground, but many of them
adhere to and colonize stone substrates. Biocides, water-repe-
llents and consolidants are usually used to inhibit or delay dete-
rioration, but the effectiveness, toxicity and interactions with
organisms are not sufficiently understood. New dssays are neces-
sary to vesolve these questions.

The products for protection would first be assayed in the labora-
tory and afterwards in situ treatments to find the dose most sui-
table for use. The correlation between the results obtained with
small samples treated in favourable laboratory conditions, and
those with in situ treatments, should be studied. The activity of
biocides and other compounds on different rock types, and in dif-
ferent environments should tested. The interactions between bio-
cides and stones must be understood. Several microbial strains
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sustratos y en situaciones ambientales distintas. Debe cono-
cerse la posible interaccion fisica y quimica de los productos
con el sustrato. Ensayos frente a un amplio espectro de orga-
nismos, a las dosis adecuadas, para estudiar interacciones, asi
como posibles problemas de toxicidad para los operadores y
para el medio ambiente. Es preciso conocer si la combinacién
de biocidas e hidrofugantes es mds eficaz y retarda la recelo-
nizacion microbiana de los sustratos pétreos.

En el laboratorio se estdn aplicando diversas técnicas: micro-
biolégicas, de microscopia de barride y de laser confocal, de
espectrometria de IR y de difraccion de rayos X, entre otras,
para conocer la actividad de diversos productos de proteccion
frente a organismos autétrofos v heteratrofos, en ensayos de
laboratorio y en el medio natural, con el fin de avanzar en la
resolucion de los temas anteriormente planteados.

should be tested to know the interactions, possible dangers for the
applicator and environmental hazards. 1t is necessary to know
which combination of biocides and water-repellents can be most
effective to slow up microbial recolonization of the substrates.
Our investigations have been directed, therefore, towards testing
the activity of biocides and water-repellents on biodeteriorating
autotrophic and heterotrophic microorganisms, both in the labo-
ratory and on stone monuments themselves, with the goal of
resolving these questions.
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Mgcanismos de variabilidad de las cadenas CD3 epsilon del
complejo TCR/CD3 de linfocitos T

El complejo del receptor para antigeno de los linfocitos T
{Complejo TCR/CD3) tiene una importancia central en el
desarrollo de las respuestas inmunitarias frente a organismos
patogenos y en la aparicion de enfermedades autoinmunes.
Por esta razon, el conocimiento de su estructura ha side un
objeto prioritario de estudio en el campo de la Inmunologia.
Todos los modelos actuales del complejo TCR/CD3 compar-
ten la suposicién de que las cadenas de los polipéptidos de
CD3 son invariantes a nivel de la secuencia primaria, como lo
son a nivel genético. Nuestro grupo ha detectado reciente-
mente variabilidad en las cadenas de CD3 de dos maneras
diferentes; primero, por las variaciones en la avidez de un
anticuerpo anti-CD3 (YCD3-1) frente al CD3 de distintas
lineas T; y en segundo lugar por las diferencias en el recono-
cimiento de CD3J epsilon de distintas lineas por anticuerpos
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Keywords: T Lymphocytes, TCR/CD3, Crry/p63, CD46, 1COS

Mechanisms of variability of CD3 epsilon chains of the
TCR/CD3complex of T lymphocytes

The antigen receptor complex of T lymphocytes (TCR/CD3
complex) is essential for the development of effective adaptive
immune responses to a variety of pathogenic organisms, as well
as for the generation of autoimmune diseases. Thus, the study of
the structural features of TCR/CD3 is a prime target in
Immunclogy. All curvent models of the TCR/CD3 complex assu-
me that all CD3 polypeptide chains are invariant at the primary
sequence level, as they are at the genetic level. Recently, our
group has described that CD3 chains are variable, by two diffe-
rent criteria; Firstly, by differences in the avidity of one anti-CD3
monoclonal antibody (YCD3-1) towards the CD3 complex in dif-
fevent T cells and T cell lines. Secondly, by the differences in the
recognition of the CD3 epsilon polypeptide from different T cells
by anti-peptide antibodies raised against the amino-terminal
sequence of meuse CD3 epsilon (see publications). These diffe-
rences correlate with differences in the strenght of the interaction
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especificos para la secuencia amino-terminal de CD3 epsilon
de ratén (ver publicaciones). Estas diferencias se correlacio-
nan con diferencias en la fuerza de la asociacion TCR-CD3 vy,
posiblemente, con diferencias en la facilidad de ligandos del
TCR para iniciar senales activadoras o el fenotipo Th1/Th2 y
CD4"/CD8" de las células T analizadas (datos no publicados).

Hemos podido desechar el "splicing” alternative del
RNAm de CD3 epsilon como mecanismo de generacion de
variabilidad amino-terminal de CD3 epsilon, que parece debi-
da a distintos grados de degradacion por metaloproteasas sen-
sibles a fenantrolina. La existencia de un mecanismo de alte-
racién de las propiedades del TCR/CD3 por proteasas permi-
te una modulacion farmacolégica del mismo muy atractiva "a
priori”.

Actualmente nos proponemos confirmar un modelo de
complejo TCR/CD3 en el que la accesibilidad de anticuerpos
como YCD3-1 a su epitopo depende de la interaccion CD3-
TCR, que a su vez es regulada por el extremo amino-terminal
de CD3 epsilon, dependiendo del mimero de cargas negativas
que posea. Por tanto, nos proponemos determinar exacta-
mente las metaloproteasas implicadas en la variabilidad de
CD3 epsilon, la influencia de las variaciones de la secuencia
en distintos aspectos de la estructura del compleje TCR/CD3
y en las sefiales activadoras del mismo, y, por tltimo, estable-
cer la existencia de fendmenos de variabilidad similares en la
cadena CD3 epsilon humana.

ICOS, una nueva molécula coestimuladora de la familia de
CD28

La activacién aptima de las funciones efectoras de los lin-
focitos T y la expansion clonal de células antigeno-especificas
requiere dos sehales: La primera librada por el receptor para
antigeno, v la segunda, por moléculas coestimuladoras.
Parece razonable asumir que la existencia de diferentes mole-
culas con funcién coestimuladora tiene como origen la nece-
sidad del Sistema Inmmune de adaptarse a distintas exigencias
en cuante a la puesta en marcha de mecanismos efectores ade-
cuados a distintos patogenos, y que hay vias celulares que son
activadas preferentemente por distintas moléculas coestimu-
ladoras. En 1996 describimos, en colaboracién con el grupo
del Dr. Umberto Dianzani (U. Amedeo Avogadro, Novara,
Italia}, una nueva molécula coestimuladora detectada en lin-

between the TCR and CD3 and, probably, with differences in the
ability of TCR ligands to induce activation signals, or with the
Thi/Th2 or CD4'/CD8" phenotype of the T cells (unpublished
results).

We have excluded alternative splicing of CD3 epsilon mRNA

as the mechanism of variability for the amino-terminal region of
CD3 epsilon. Rather, it seems to be due to different degrees of
amino-terminal degradation by the action of phenantroline-sen-
sitive metalloproteases. The changes of TCR/CD3 properties
through the action of proteases might allow an attractive possi-
bility of pharmacologic modulation of TCR activation.
We are currently trying to confirm a model of TCR/CD3 complex
where the accesibility of anti-CD3 antibodies like YCD3-1 to
their epitopes depends on the interactions between TCR and
CD3, which is in turn regulated by the number of negatively
charged amino acid residues remaining in the amino-terminal
region of CD3 epsilon. Our aims are to precisely determine the
metalloproteases inplicated in the variability of CD3 epsilon
chains, the influence of sequence variations in different aspects of
TCR/CD3 complex structure and activation, or the existence of
similar variability mechanims in human TCR/CD3 complexes.

ICOS, a new costimulatory molecule of the CD28 family

Optimal activation of T lymphocyte effector functions, as well
as the clonal expansion of antigen-specific T cells require two sig-
nals: The first one is delivered by the antigen receptor, while the
second is delivered by costimulatory molecules. It is reasonable to
assume that the existence of differént costimulatory molecules is
a consequence of the need that the Fmmune System has to adapt
itself to the different demands of effector mechanisms adequate to
cope with different kinds of pathogenic organisms, and, conse-
quently, that different costimulatory molecules preferentially
trigger certain cellular pathways. In cooperation with D
Umberto Dianzani’s group (U. Amedeo Avogadro, Novara, Italy),
we described in 1996 a new costimulatory molecule detected in
human and mouse T cells by means of a menoclonal antibedy,
which was named H4. Recently, H4 has been cloned and named
ICOS (for Inducible Costimulator). ICOS belongs to the same
family as CD28 and CTLA-4, two molecules basic to the control
of T cell responses, although ICOS has its own ligand, different
expression pattern, and distinet functions,

The costimulatory mechanisms used by ICOS are not well
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focitos T de ratéon y humanos mediante un anticuerpo mono-
clonal que fue denominada H4. Recientemente, H4 ha sido
clonado y denominado ICOS (*Inducible Costimulator™).
1COS pertenece a la familia de CD28 y CTLA-4, dos molécu-
las fundameniales en el control de las respuestas de linfocitos
T, pero 1COS tiene un ligando, patrones de expresion y fun-
ciones propios.

Los mecanismos de coestimulacién mediada por ICOS no
estdn bien establecidos. Sin embargo, su homologia estructu-
ral con CD28, la conservacién de un motive de secuencia Y-
M-x-M en el dominio citoplidsmico, y la unién de PI-3 quina-
sa a ese motivo indican que ICOS y CD28 pueden usar algu-
nas vias de sefiales comunes. Nuestros resultados en células
de fenotipo Th2 permiten extender este paralelismo a algunas
sefiales intracelulares muy importantes en la activacion por
antigeno. Asi, hemos observado que 1COS potencia distintas
sefiales muy inmedtatas al reconocimiento de antigeno, tales
como la activacion de la tirosin-quinasa ZAP-70. Ademis,
1COS tiene un efecto sinérgico con el TCR/CD3 en la activa-
cién de las rutas de las MAP quinasas ERK, p38 y JNK (Feito
et al, enviado). Esta coestimulacién es, ademds, dependiente
de la actividad de P1-3 quinasa y de la polimerizacion de acti-
na. pero no de Proteina quinasa C o de Ciclosporina, y res-
palda algunos modelos propuestos recientemente para la
coestimulacion por CD28 que afectan a las senales tempranas
de activacion de la célula T. Actnahnente estamos aberdando
distintas interrogantes, entre las que se cuentan establecer
mds precisamente las vias v moléculas implicados en la coes-
timulacién por 1COS. v su grado de coincidencia con los
mecanismos conocidos en (D28, En particular, nos interesa
determinar la funcion de aquellos dominios moleculares que
son claramente distintos en {COS y CD28. Ademads, teniendo
en cuenta la accion preferente de ICOS sobre la secrecién de
interleuquinas antiinflamatorias como IL-10, estamos intere-
sados en analizar el efecto de ligandos de ICOS en modelos
animales de enfermedades inflamatorias.

Coestimulacion de linfocitos T por moléculas reguladoras
de Complemento: Crry/pé5 y MCP (CD46)

Crry y CD46 (MCP) son glicoproteinas de membrana per-
tenecientes a la familia de Reguladores de Activacion del
Complemento {(RCA) que protegen a las células de la lisis por
complemento (C) autélogo. Resultados de nuestre grupo, en

defined. However, its structural homology with CD28, the con-
servation of @ Y-M-x-M motif in the cytoplasmic domain, or the
binding of PI-3 hinase to this motif suggest that ICOS and CD28
might share certain signaling pathways. Using T cells of Th2
phenotype, we have obtained results extending the CD28-1COS
parallelism to early intracellular signals very important to anti-
gen activation. Particularly, we have observed that ICOS aug-
menis some signals very close to antigen recognition, like the
activation of the tyrosine kinase ZAP-70. Furthermore, 1COS
synergyzes with TCR/CD3-mediated signals for the activation of
different MAP kinase pathways, including ERK, JNK, and p38
(Feito et al., submitted). In addition, ICOS-mediated costimula-
tion depends on PI-3 kinase activity and actin polymerization,
but not on Protein kinase C or Cyclosporin. Our vesults support
some recent models on the mechanisms of CD28 costimulation
invalving early activation signals in T lymphocytes. We are
currently intevested in establishing more precisely the pathways
and molecules implicated in ICOS costimulation, and how coin-
cident they are with these already known in CD28. Particularly,
we are interested in the functional study of those molecular
domains that are clearly different in 1ICOS and CD28.
Furthermore, since 1COS has a preference for enhancing the
secretion of anti-inflamatory cytoquines like IL-10, we are inte-
rested in analyzing the effect of ICOS ligands in animal models
of inflammatory diseases.

T lymphocyte costimulation by complement regulatory pro-
teins: Crry/p63 and MCP (CD46)

Crry and MCP (CD46) are membrane glycoproteins belon-
ging (o the family of Regulators of Complement Activation
(RCA). These molecules protect cells from the attack by autolo-
gous complement (C’). Our results, in collaboration with Dr.
Pilar Portolés and her group (CNBE IS Carlos III), show that
Crry/p63, a mouse molecule homologous to CD46, possesses
clear costimulatory properties for T lymphocytes, in addition to
its complement regulatory functions (see publications). Since
CD46 is functionally homologous to Crry/p65, and is also the
rveceptor for different pathogens including Measles virus and her-
pes virus 6, or bacteria like Streptococcus pyogenes, Helicobacter,
or Neisseria, we thought of interest to analyze the potential of
CD46 to modify T cell responses. Consequently, we addressed the
question of wether CD46 might exert a costimulatory function on



colaboracion con el grupo de la Dra. Pilar Portolés (CNBE 15
Carlos III}, han demostrade que Crry/p56, una molécula
murina homologa de CD46, tiene, ademds de su funcién
reguladora del complemento, una capacidad coestimuladora
muy potente scbre la activacion por ligandos del TCR/CD3
{ver publicaciones). Puesto que CD46 es {uncionalmente
homélogo de Crry, y es ademds el receptor de distintos pato-
genos que incluyen virus como los del sarampion y el herpes
virus 8, ¢ bacterias come Streptococcus pyogenes, Helicobacter,
0 Neisseria, creimos conveniente analizar su potencial para
modificar Jas respuestas de los linfocitos T. Por tanto, nos
planteamos analizar el papel coestimulador que CD46 podria
ejercer en la activacion y diferenciacion de los linfocitos T
CD4" humanos.

Hemos comprobado que CD46 coestimula la proliferacién
de linfocitos T CD4" humanos inducida por anti-CD3 en sis-

temas de activacion por anticuerpos fijados a la placa de cul-
tivo. Experimentos de activacion realizados en células Jurkat
al coestimular con anticuerpos anti-CD46 muestran que los
ligandos de esta molécula son capaces de modificar la activa-
cion de las células desde sus momentos iniciales, con incre-
mentos en la fosforilacién de cadenas zeta del complejo
TCR/CD3 y de la activacion de la tirosina quinasa ZAP-70.
Curiosamente, no observamos cambios en los incrementos
tempranos de calcio intracelular inducido por la activacion
del TCR. Asimismo detectamos que CD46 produce un incre-
mento de la activacién de ERK, p38 v JNK dependiente de la
activacion de TCR/CD3, o incluso independiente del TCR en
el caso de p38. Estos resultados se correlacionan con los obte-

nidos en linfocitos T CD4", en los que el coestimulo de CD46

preduce un fuerte aumento en la produccion de IL-2 y de IFN
gamma, permaneciendo los niveles de IL-4 invariantes.
Actualmente estamos analizando el papel de CD46 y sus
dominios moleculares en distintos aspectos de la activacién
per TCR/CD3. Particularmente, nos interesa determinar la
impertancia de rutas de activacion como p38, que han sido
implicadas en la sintesis de IFN gamma, y la posibilidad de
que CD46 favorezca de este modo la diferenciacién de linfo-
citos hacia un patrén Thl.

La nueva funcion coestimuladora de CD46 que describi-
mos pone de manifiesto la plurifuncionalidad de esta molé-
cula, que al potenciar selectivamente la activacién de los lin-
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the activation and differentiation of CD4" human T lymphocytes.

Indeed, CD46 enhances the proliferation of human CD4™ T

lymphocytes induced by anti-CD3 antibodies. Activation experi-
ments in Jurkat show that costimulation induced by anti-CD46
antibodies modify very early activation events, including the
tyrosine phosphorylation of TCR/CD3 zeta chains, or the dctiva-
tion of the tyrosine kinase ZAP-70. In turn, we have not detected
any significant change in the intracellular calcium released upon
TCR activation. We have also detected that CD46 augments the
activation of the ERK, INK, or p38 MAP hinases induced by
TCR/CD3 ligation, or some TCR-independent dctivation in the

case of p38. These tesults extend to those obtained in CD4" T

cells showing that CD46 costimulation strongly enhances the
secretion of cytokines like IL-2 or IFN gamma, but not IL-4. We
are curtently studying the role of CD46 and its melecular
domains on different aspects of T cell activation. Particularly ,
we are interested in establishing the importance of distinct acti-
vation routes like p38, which are involved in the regulation of
IFN gamma synthesis, and might have an impact on the differen-
tigtion of T cells towards a Thl phenotype.

The novel costimulatory function described for CD46 under-
lines its many functions. In this way, CD46 might selectively
potentiate T cell activation, counteracting the immune suppresi-
ve effects of certain pathogens, or, perhaps, the binding of patho-
gens to CD46 expressed in T lymphocytes might induce a direct,
selective triggering of distinct activation pathways.

CD46 (MCP) as a cellular receptor of Streptococcus pyogenes

Streptococcus pyogenes is reponsible for many acute infec-
tions, and is a frequent cause of supurative cutaneous and respi-
rafary tract infections, as well as of severe invasive infections like
necrosing fasciitis. In addition, these infections frequently have
post-infection sequelae probably due to autoimmune phenomena,
like glomerulonephritis or reumathic fever: M proteins are fibri-
lar proteins expressed on Streptococcus surfaces, and they are an
important virulence factor M proteins have a highly variable
amino-terminal region, producing more than 80 known sevoty-
pes. M proteins bind different serum proteins belonging to the
RCA family, including Factor H, FHL-1, and C4BP. and it has
been described that they have also superantigenic properties.
Previous data from other laboratories have shown that CD46,
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focitos T puede contribuir a la regulacion de la respuesta del
Sistema Inmune, contrarrestando el efecto inmunosupresor
de ciertos patdgenos, e incluso es posible que la union de
patdgenos a CD46 en linfocitos T produzea directamente la
activacion selectiva de ciertas vias celulares.

CD46 (MCP) como receptor celular de Strepococcus pyogenes

Streptocaccus pyogenes es responsable de numerosas infec-
ciones agudas, siendo causa frecuente de infecciones supura-
tivas cutdneas y del tracto respiratorio, asi como de infeccio-
nes invasivas severas como la fasciitis necrosante. Ademas,
pueden tener secuelas postinfecciosas debidas probablemente
a fenémenos autoinmunes, como glomerulonefritis o fiebres
reumdticas. Las proteinas M son proteinas fibrilares expresa-
das en la superficie de Streptococcus, constituyendo un
importante factor de virulencia. Las proteinas M tienen una
regién amino-terminal muy variable, que se traduce en la
existencia de mas de B0 serotipos conocidos. Las proteinas M
unen distintas moléculas séricas pertenecientes a la [amilia
RCA, incluyendo Factor H, FHL-1 y C4BP, y se ha descrito
que tienen capacidad supervantigénica. Estudios previos de
otros grupos han mostrade que CD46, que también pertene-
ce a la familia RCA, puede servir como receptor celular de
aquellos S. pyogenes que expresan proteinas M del serotipo 6.
Esta union se llevaria a cabo por una regién conservada, y no
por la region amino-terminal de las proteinas M.
Posteriormente, datos en otros sistemas experimentales y con
otros serotipos han puesto en duda el papel de CD46 como
receptor celular de 5. pyogenes.

En celaboracién con el grupo del Dr. Santiago Rodriguez de
Cordoba (CIB, CSIC), iniciamos un estudio de la union de
CD46 a 5. pyogenes de distintos serotipos, y la relacién con los
sitios de unidn de otras moléculas reguladoras de complemen-
to. Para ello construimos una proteina de fusion correspondien-
te a la region extracitoplasmica de CD46, y generamos anti-
cuerpos especificos frente a esta region de la molécula, Hemos
comprobado que, efectivamente, CD46 se une a S. pyogenes,
pero que tiene una gran variabilidad en cuante a su afinidad
hacia proteinas M de distintos serotipos: Muy alta o alta hacia
MI18 y M4, y baja hacia el serotipo M6 que habia sido descrito
previamente como capaz de interaccionar con CD46. Otros
serotipes como M29 y M30 no unen CD46 de mode detectable.

which is also a member of the RCA family, serves as the cellular
receptor for S. pyogenes expressing M proteins of serotype 6.
According to these data, this binding would involve a conserved
region of M proteins, rather that the amino-terminal region.
Later results obtained in other experimental systems and other
serotypes have cast some doubts on the ability of CD46 to serve
as a cellular receptor for S. pyogenes.

In collaboration with Dr Santiago Redriguez de Cérdoba
(CIB, CSIC), we have begun to study the binding of CD46 to S.
pyogenes of different serotypes, and the relationship of the bin-
ding site with those of other complement regulatory proteins. To
this end, we have made a fusion protein encompasssing the
extracytoplasmic domains of CD46, and we have obtained anti-
bodies specific for this vegion of the molecule. Using these tools,
we have observed that CD46 binds to S. pyogenes, although it
shows a great variability concerning its affinity to M proteins of
different serotypes: Thus, it has very high or high affinity to M18
or M4, and low to the M6 serotype previously described as infe-
racting with CD46. Other serotypes like M29 or M30 do not bind
CD46.

To localyze the binding site, we have analyzed the inhibition
of CD46 binding to S. pyogenes by complement regulatory pro-
teins of the serum, like C4BP or Factor H. Only C4BP blocks the
binding, suggesting that CD46, like C4BE binds M proteins
through the variable amino-terminal region, and not through
repeats C as previously observed, where Factor H binds. To con-
firm this finding, as well as to determine the superantigenic pro-
perties of M proteins, we are currently obtaining different M pro-
teins expressed as recombinant constructs in heterologous sys-
tems.
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Para localizar el sitio de unién, se ha analizado la inhibi-
cion de la unién de CD46 a S. pyogenes por proteinas regnla-
doras del complemento en suerc, como C4BP y Factor H, que
se unen a las proteinas M. 56lo C4BP bloquea la union de
CD46 a proteinas M, lo que sugiere que, igual que igual que
C4BP, la union de CD46 se realiza por la regién variable
amino-terminal, y no, como se habia postulado anteriormen-
te para CD46, por las repeticiones C de las proteinas M a las
que se une el Factor H. Para confirmar esta posibilidad, y para
determinar su posible capacidad superantigénica, estamos
generando actualmente distintas proteinas M recombinantes
en sistemas heterdlogos.
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Interaccion de linfocitos con el dominio de unién a hepari-
na I11 (Hep 111) de fibronectina

Las interacciones de linfocitos con libronectina (Fn) regu-
lan muchas funciones celulares, como la reorganizacion del
citoesqueleto, migracion, localizacion en tejidos especilicos v
supervivencia. La Fn contiene varios sitios de union a células
que unen fundamentalmente las integrinas a4l y aSB1.
Nuestro laboratorio esta interesado en las interacciones
mediadas por 041 y sus consecuencias biologicas.

Hemos descrito previamente que el reconocimiento de
algunos sitios de Fn por 041 requiere previa activacion de la
integrina con Mn™ o el Acm anti-1 TS2/16. Recientemente,
hemos mostrado que la region Hep 111 de Fn constituye un
nuevo dominio de adhesion celular y contiene dos sitios acti-
vos: H2, ligando para 41 activada, v FIBP/1115, que une pro-
teoglicanos tipo condroitin-sullato (CSPG). Hemos propues-

Keywords: Fibronectin, cell adhesion, o431 integrin, intracetlu-
lar signaling, apoptosis

Lymphocyte interaction with the heparin-binding domain 111
(Hep I of fibronectin

Lymphocyte interactions with fibronectin (Fn) regulate many
cellular programmes including cytoskeleton reorganization,
migration, localization in specific tissues and survival. Fn con-
tains several cell binding sites which bind mainly o4B1 and
51 integrins. Our laboratory is interested in the interactions
mediated by odf 1 and their biological consequences.

We have previously shown that the recognition of some Fn
cell-binding sites by o4l requires previous activation of the
integrin with Mn" or the anti—31 mAb TS2/16. We recently esta-
blished that the Hep 111 Fn region constitutes a novel cell adhe-
sion domain and contains two active sites: H2, a ligand for acti-
vated o4 1 and HBP/IS, which binds chondroitin-sulfate prote-
oglycans (CSPG). We proposed a model in which CSPG is a phy-
siological modulator of o4 function. In this model, Mn* would
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to un modelo en que CSPG es un regulador fisiogico de la
funcion de 4P 1. En este modelo, el Mn* induciria una acti-
vacion pareial de @4 que requeriria la contribucién de CSPG.
Sin emhargo el TS2/16 produciria una o4 totalmente activada
que ya no necesita C5PG.

Hemos estudiado también la reorganizacion de citoesque-
leto en células T Jurkat tras la activacion con Mn® o TS2/16,
y adhesion a fragmentos especificos de Fn. El tratamiento con
Mn* inducia filamentos de actina largos y desorganizados,
mientras que el TS2/16 producia cetulas mayores y redondea-
das con cortos filamentos de actina bien organizados sobre el
perimetro celular. La condroitinasa inhibia el patrén inducido
por Mn? pero no afectaba el inducido por T52/16. Nuestros
estudios indican que ¢4 induce diferente sefializacién intra-
celular dependiendo del estado de activacion. Estos mecanis-
mos se estdn estudiando actualmente.

Papel del dominio Hep 1II de Fo en la formacion de fibras
de estrés y adhesiones focales

La adhesion celular a la Fn induce formacion de fibras de
estrés v contactos focales y esto requiere la interaccion de
0.5B1 con el dominio central de unién a células de Fn v del
sindecano con el dominio Hep I1. Nosotros estamos estudian-
do el papel del dominio Hep III de Fn y la integrina cdp1 en
esta reorganizacion del citoesqueleto.

Estamos utilizando la linea celular de melanoma SKMEL-
178, que expresa 04P1 y o5B1. La adhesion de estas células al
fragmento FN-III7-10 via a5p1 induce fibras de estrés linas y
contactos focales débiles. La co-inmovilizacion del fragmento
FN-T114-5 (ligando de 041 con FN-1117-10, inhibfa comple-
tamente la induccién de fibras de estrés de forma dosis-
dependiente, resultando en células sin forma definida. Para
determinar el papel de los dos sitios activos presentes en FN-
[114-5 (H2 y HBP/115) en esta sefial inhibitoria, hemos emple-
ado péptidos sintéticos conteniendo estos sitios y técnicas de
mutacion puntual. Hemos encontrado que ambos sitios estan
implicados en esta sefializacian.

Actualmente estamos estudiando el mecanismo intracelu-
lar implicado en esta respuesta, Los trabajos iniciales indican
que Rho, un miembro de la familia de GTPasas pequerias,
puede estar involucrado. Estos resultados sugieren que las
senales inducidas por 04B1 pueden inhibir la senalizacion

induce a partially active o4 integrin which requires CSPG for
strong adhesion. T52/16 however would render a fully active o4
with no further need for CSPG cooperation.

We have also studied the actin cytoskeleton reorganization
induced upon activation of Jurkat T lymphocytes with Mn> or
T52/16 and attachment to specific Fn fragments. Treatment with
Mn? resulted in fine, long and disorganized actin filaments. In
contrast TS2/16 activation induced cell spreading and rounding
with formation of well organized actin microspikes around the
cell. Chondroitinase interfered with the Mn*-induced pattern but
had ne effect on TS2/16-activated cells. Our studies indicate that
o4 induces different intracellular signals depending on the acti-
vation state. This is currently under study,

Role of Fn Hep HI domain in stress fiber and focal contact for-
mation

Cell attachment to Fn induces formation of stress fibers and
focal adhesions and this requires @5B1 integrin interaction with
the Fn central cell binding domain and syndecan binding to the
Hep 11 domain. We are interested in studying the role of the Hep
I Fn domain and a4f! integrin on this cytoskeletal veorgani-
zation.

We are using the melanoma cell line SKMEL-178, which
expresses adfi] and a3f1 integrins, for these studies. Melanoma
cells attached to the recombinant Fn fragment FN-1117-10 via a5
and formed fine stress fibers and weak focal adhesions. Co-
immobilisation of FN-1II4-5 fragment {(a ligand for odB1) with
FN-III7-10 completely inhibited stress fiber induction in a dose
dependent manner, vesulting in cells with no defined shape that
extended lamellipodia. To determine the role of the two active
sites present th FN-I[14-5 (H2 and HBP/IIIS) in the observed
inhibitory signal, we used synthetic peptides containing these
sites and point mutation technigques. Qur results show that both
sites are involved in this regulatory signal.

Work in progress in the laboratory is aimed to determine the
intracellular pathway involved in the inhibitory effect induced
via o4 integrin. Our preliminary results indicate that Rho, a
member of the small GTPase family ts involved. Qur results sug-
gest that signals delivered by a4 integrin may inhibit signaling
induced via &5 integrin, thus establishing a complex and coordi-
nated regulation of integrin function.




mediada por a3B1, estableciendo por tanto una regulacion
compleja y coordinada de la funcion de las integrinas.

Regulacion de la apoptosis en la lencemia linfocitica crémi-
ca B por integrinas

La leucemia linfocitica crénica B (LLC-B) es Ia forma mads
comun de leucemia en paises occidentales y consiste en la
acumnulacion de linfocitos B malignos que tienen sus meca-
nismos de apoptosis desregulados. Ademds la resistencia al
tratamniento por drogas aumenta a medida que progresa la
enfermedad. Nosotros estamos estudiando las senales de
supervivencia generadas via integrinas, particularmente cdf31

Recientemente hemos descrito que la adhesion de células
LLC-B al fragmento H89 de Fn, ligando de a4, previene su
apoptosis espontdnea in vitro y aumenta el cociente Bel-
2/Bax. Hemos ampliade estos estudios al efecto de la interac-
cién odp1 /H89 sobre la respuesta de células LLC-B a drogas
terapénticas. Las células LLC-B cultivadas sobre H89 durante
el tratamiento con 2-cloro-deoxiadencsina o fludarabina
mostraban mayor viabilidad que cultivadas sobre el control
poli-lisina. La diferencia de las medias era estadisticamente
significativa para todas las dosis de fludarabina empleadas y
existia correlacién con el aumente observado en la expresion
de Bcl-xL en células sobre H89. Estos resuliados indican que
Bcl-xL estd implicado en las sefales de supervivencia induci-
das por 4Bl y podria contribuir a la resistencia progresiva
observada en la LLC-B. Actualmente estamos estudiando
otros mediadores de esta resistencia fundamentalmente algu-
nas proteina-quinasas.

Identificacion y caracterizacion de genes expresados dife-
rencialmente en LLC-B

La progresion de la LLC-B estd asociada frecuente-
mente a alteraciones cromosémicas que afectan a genes que
pueden ser responsables del prondstico de la enfermedad.
Nuestro laboratorio estd usando 1z técnica de expresion dife-
rencial de mRNA para estudiar genes que tengan una expre-
sion caracteristica en la LLC-B. En los primeros analisis,
hemos identificado el gen supresor tumoral RARRES3 (gen de
respuesta del receptor de dcido retinoico) como relacionado
con la LLC-B. Hemos encontrado tambien una correlacién

Regulation of apoptosis in B-cell chronic lymphocytic lenkemia
by integrins

B-cell chronic lymphocytic leukemia (B-CLL) is the most
commion type of leukemia in western countries and consists in the
accumulation of malignant B lymphocytes due to defective apop-
tosis regulation. In general, there is also an increased resistance
io drug treatment as the disease progresses. We are interesied in
studying the survival signals delivered to B-CLL cells via inte-
grins, particularly o431

We have recently shown that adhesion of B-CLL cells to the
fibronectin fragment H89, a ligand for adPl integrin, prevents
their spontaneous apoptosis in vitro, and upregulates the Bcl-
2/Bax ratio. We have extended these studies to the effect of 0df1
/H89 interaction on the reponse of B-CLL cells to therapeutic
drugs. B-CLL cells cultured on H89 during treatment with 2-
chloro-deoxyadenosine or fludarabine consistently showed hig-
her viability than cells cultured on the control poly-lysine. The
mean differences were statistically significant for all doses of flu-
darabine used and correlated with the observed increased expres-
sion of the anti-apoptotic protein Bel-xL on H89-cultured cells.
Our results indicate that Bcl-xL is involved in the survival signals
induced by a4f1 ligation and may contribute to the progressive
drug-resistance observed in B-CLL. Current work in the labora-
tory is aimed to determine other mediators of this resistance, par-
ticularly certain protein-kinases.

Identification and characterization of differentially expressed
genes in B-CLL

B-CLL progression is usually associated with chromosomal
alterations affecting genes which may be responsible for the outco-
me of the disease. Our laboratory is using the mRNA differential
display technique to study genes which are differentially expressed
in B-CLL. In our initial screening we have identified the tumor sup-
pressor Retinoic Acid Receptor Responder 3 (RARRES 3) gene as a
B-CLL related gene. We have also found a correlation between
down-regulation of RARRES3 and progression of B-CLL. Decreased
RARRES 3 expression was also observed in 10/10 cases of acute B
lymphocytic leukemia (ALL) indicating that this gene may play an
important role in the progression of B lymphoproliferative disor-
ders. Furher characterization of this and other differentially expres-
sed genes in B-CLL is curvently in progress.
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entre la disminucion de la expresion de este gen y la progre-
sion de la enfermedad. También hemos observado una expre-
sién disminuida de RARRES 3 en 10/10 casos de leucernia lin-
focitica aguda (LLA), lo que indica que este gen podria jugar
un papel importante en la progresién de enfermedades linfo-
proliferativas. Actualmente se estd realizando la caracteriza-
cion adicional de éste y otros genes expresados diferencial-
mente en la LLC-B.

Fibronectin and active fragments

FN-I114-5 FN-II7-10 Hes
Recombinant fragments : E H H E E m l E
Celtular receptars odp a5 odp1
CSPG syndecan
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Estudios de estructura-funcién en la integrina cdB7

La integtina 0487 es un receptor de adhesion celula
expresada principalmente en linfocitos, la cual participa en el
trafico linfocitario hacia el intestino y tejido linfoide asocia-
do, tal como las Placas de Peyer, tras su interaccidn con
MAACAM-1 expresado en las células endoteliales altas. La
expresidn de MAACAM-1 se incrementa en dreas de inflama-
cién intestinal en modelos murinos de colitis, mientras que
anticuerpos frente a 87 y MAACAM-1 reducen inflamacion en
el colon de ratones scid, sugiriendo la participacion de
AR T/MAACAM-1 en el reclutamiento linfocitario hacia el
intestine en inflarmacion crénica. Hemos expresado subunt-
dades o4 mutadas junto con subunidades 7 normales en
células K362, v analizado el efecto de estas mutaciones en
adhesion celular a sMAACAM-1-Ig. Los transfectantes que
expresaban la subunidad o4 mutada en 187Tyr mostraron
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Structure-function studies on the o4R7 integrin

The integrin o437 is a cell adhesion veceptor mainly expres-
sed on lymphocytes which mediates their homing to intestine and
associated lymphoid tissue, such as Peyer's patches, upon inte-
raction with its ligand MAACAM-1 on high endothelial venules.
MAdCAM-1 expression is increased in aveas of intestinal inflam-
mation in mouse models of colitis, and antibodies to 37 and
MAdCAM-1 reduce inflammation in the colon of scid mice, sug-
gesting that a4f87/MAJCAM-1 interactions are involved in leu-
kocyte vecruitment to gut in chronic inflammatory disease. We
expressed mutant a4 and wild type 87 chains in K562 cells and
analyzed the effect of mutations on cell adhesion to soluble
MAACAM-1 (sMAJCAM-1-1g). Transfectants expressing muta-
ted o4 af 187 Tvr displayed a substantial decrease in adhesion to
this ligand, which was associated with reduced
adfS7/SMAACAM-I-Ig interaction, as determined by soluble bin-
ding assays. Mutations at a4 152Ginl53Asp also affected trans-



una sustancial disminucién en la adhesion a este ligando, lo
cual se asocidé con una reduccion en la interaccion
o487/ MAdACAM-1, determindndose en ensayos de unién en
solucion. Mutaciones en w4 152GIn153Asp alectaron asimis-
mo la adhesion a sMAdCAM-1-Ig, pero sin involucrar altera-
ciones en la unién oAR7/MAJCAM-1. La mutacién en o4
187Tyr bloqued la adhesion mediada por 04887 a CS-1/ibro-
nectin, un ligando adicional para adf37. Estos resultados indi-
can que el residuc a4 187Tyr juega un importante papel en la
adhesion linfocitaria dependiente de @dR7, representando
asimismo una potencial diana para intervencion terapéutica
en patologias inflamatorias.

Actualmente estamos investigando el papel que la qui-
mioquina SDF-1 juega en la adhesion linfocitaria dependien-
te de 0457, lo cual podria modular el trafico de los linfocitos
a tejido linfoide aseciade al intestino.

VLA-4 en el mieloma multiple

El mieloma miltiple (MM} es una neoplasia que afecta a
células B diferenciadas, las cuales se asocian a células estro-
males de la médula 6sea (MO). La integrina VLA-4 participa
en la adhesion de células de mieloma al estroma de MM en la
MO. La region CS-1 de fibronectina (FN) y VCAM-1 repre-
sentan los ligandos principales de VLA-4, y ambos se expre-
san en las células estromales en el MM. La region H! repre-
senta un sitio adicional de interaccion de VLA-4 con la FN.
Hemos empleado los fragmentos FN-H89 y FN-HO de fibro-
nectina, los cuales contienen las regiones CS-1 y Hl, o sélo el
sitic HI, respectivamente, asi como VCAM-1 soluble
+{sVCAM-1), para caracterizar las diferentes vias de adhesion
" mediadas por VLA-4 que utilizan las células de mieloma para
unirse al estroma. Las células CD38highCD45RA- de MO de
MM, asi como diversas lineas celulares derivadas de mieloma,
se unieron especificamente a FN-H89, FN-HO y sVCAM-1 v
su adhesién dependiente de VLA-4 fue notablemente aumen-
tada por anticuerpos quel incrementan la afinidad de integri-
nas VLA-BL. Estos resultados indican que las células de mie-
loma utilizan VLA-4 para interaccionar con CS-1/FN, HI/FN
y VCAM-1 en el estroma de MM, y que esta funcion adhesiva
puede ser potencialmente aumentada, lo cual podria influen-
ciar la localizacion de las células de mieloma en la médula
Gsea.

fectant adhesion to sSMAJCAM-1-Ig, but did not invelve altera-
tions of Qdfs7/MAJCAM-1 binding. Mutation of a4 187 Tyr abo-
lished o4f7-mediated cell adhesion to CS-1/fibronectin, an addi-
tional ligand for o4fS7. These results indicate that o4 187 Tyr
plays important roles in adf37-mediated leukocyte adhesion, pro-
viding a potential target for therapeutic intervention in inflam-
matory pathologies.

We are currently investigating the role of the chemokine SDF-
1 on o4fS7-dependent lymphocyte adhesion, which could contri-
bute to lymphocyte homing to gut-associated lymphoid tissue.

VLA-4 function on multiple myeloma

Multiple myeloma (MM) is a neoplasia of terminally diffe-
rentiated B cells that are mainly found in the bone marrow (BM)
in close asociation with stromal cells. The integrin integrin VLA-
4 mediates attachment of myeloma cells to multiple myeloma BM
stroma. The CS-1 region of fibronectin (FN) and VCAM-1 are
main ligands for VLA-4 and are both expressed on MM stroma.
The H1 region represents an additional binding site for VLA-4 on
EN. We employed FN fragments FN-H89 and FN-HO, that con-
tain either the CS-1 and H1, or only the HI sites, respectively, as
well as soluble VCAM-1 (sVCAM-1), to characterize VLA-4-
mediated adhesion pathways used by myeloma cells to attach to
MM stroma. CD38highCD45RA- cells from MM bene marrow,
and several myeloma-derived cell lines specifically adhered to
FN-H89, FN-HO and sVCAM-1, and their VLA-4-dependent
adhesion was substantially upregulated by antibodies which
increase affinity of VLA-RI integrins. These results indicate that
myeloma cells use VLA-4 to interact with CS-1/FN, HI/FN and
VCAM-1 on MM stroma, and that its function can be potentially
upregulated, which might influence myeloma cell localization in
the bone marrow.

We have recently shown (Sanz-Rodriguez et al. in press) that
SDF-1 modulates VLA-4-dpendent myeloma cell adhesion, sug-
gesting that this chemckine could control myeloma cell traf-
ficking to the bene marrow.

Expression and function of chemokine receptors on melanoma
cells

The chemokines are involved in cell migration and activation
of several signalling pathways, and play important roles in
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Por otra parte hemos mostrado recientemente (Sanz-
Rodriguez et al. en prensa) que la quimicquina SDF-1 modu-
la la adhesion dependiente de VLA-4 de células de mieloma,
sugiriende que SDF-1 podria controlar el trafico de las célu-
las de mieloma hacia la médula ésea.

Expresion y funcién de receptores de quimioquinas en célu-
las de melanoma

Las quimioquinas estdn implicadas en migracion celular y
en activacion de diversas vias de sefalizacion y juegan un
papel importante en patologias inflamatorias, hematopoyesis,
rechazo tumoral y en infeccién por HIV-1. Ademds de las
células tumorales, el microambiente tumoral incluye células
inflamatorias, tales como macréfagos y linfocitos T, los cuales
son atraidos por quimioquinas secretadas por las células
tumorales. La quimioquina Mig (CXCL9) se encuentra en el
microambiente tumoral en melanoma, con lo que potencial-
mente podria unirse a su receptor CXCR3 en células presen-
tes en el tumor. Por otro lado, SDF-1a se expresa en la mayo-
ria de los tejidos y ejerce sus funciones tras la interaccién con
su receptor CXCR4. En un estudio reciente {enviado) hemos
mostrade que diferentes lineas celulares humanas de melano-
ma, asi como células de melanoma obilenidas de nodulos lin-
faticos macroscépicamente infiltrados, expresan CXCR3 ¥y
CXCR4. Asimismo demostramos que Mig activa las Rho
GTPasas RhoA y Racl, induce una reorganizacion del citoes-
queleto de actina, y provoca quimiotaxis y modulacién de la
adhesion de células de melanoma dependiente de las integri-
nas VLA-5 y VLA-4 a fibronectina. Adicionalmente, Mig v
SDF-le activaron las MAP quinases p44/42 and p38 en célu-
las de melanoma. La expression de receptores CXCR3 y
CXCR4 funcionales en células de melanoma sugiere que estos
receptores podrian contribuir a la motilidad celular durante
procesos de invasion, asi como a la regulacion de prolilera-
cion y supervivencia celular.

inflammatory diseases, hematopoiesis, tumour rejection and
HIV-1 infection. In addition to tumour cells, the tumour micro-
environment includes inflammatory cells such as macrophages
and T lymphocytes, which are attracted by chemokines secreted
by tumour cells. Mig {CXCL9} is found in the tumour microen-
vironment in melanoma, and therefore it potentially could bind to
its receptor on cells present in the tumour On the other hand,
SDF-1lois expressed on most tissues and exerts its functions upon
interaction with its receptor CXCR4. In u recent study (submit-
ted) we show that several human melanoma cell lines and mela-
noma cells from macroscopically infiltrated lymph nodes express
CXCR3 and CXCR4. In addition, we demonstrate that Mig acti-
vates the sinall GTPases RhoA and Racl, induces a reorganiza-
tion of the actin cytoskeleton, and triggers melanoma cell che-
maotaxis and modulation of integrin VLA-5- and VLA-4-depen-
dent adhesion te fibronectin. Furthermore, CXCR4 mediated
SDF-1a-triggeved modulation of integrin adhesion to fibronectin.
Additionally, Mig and SDF-1 triggered activation of MAP kina-
ses p44/42 and p38 on melanoma cells. Expression of functional
CXCR3 and CXCR#4 receptors on melanoma cells suggest that
they might contribute to cell motility during invasion, as well as
to regulation of cell proliferation and survival.
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Estudios funcionales de endoglina: una proteina implicada
en la telangiectasia hemorrigica hereditaria tipo 1

Mutaciones en el gen de la endoglina dan lugar a la telan-
giectasia hemorragica hereditaria tipo 1 (HHT1), una enfer-
medad vascular (OMIM 187300). Endoglina es un compo-
nente del sistema receptor del factor de crecimiento transfor-
mante (TGF-B} que se expresa abundantemente en células
endoteliales, v en niveles mads bajos en fibroblastos y en célu-
las del musculo liso, lo que sugiere que estos linajes pueden
estar afectados en la displasia vascular de HHT1. La sobreex-
presion de endoglina en fibroblastos de ratén NCT(C929 con-
duce a una disminucion de la migracion celular en ensayos de
quimiotaxis y cicatrizacién de heridas, in vitro, asi como a
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Functional studies on endoglin: a protein involved in the here-
ditary hemorrhagic telangiectasia type 1.

Endoglin is the gene mututed in hereditary hemorrhagic
telangiectasia type 1 (HHT1), a dominantly inherited vascular
disorder (OMIM 187300). Endoglin glycoprotein is a component
of the transforming growth factor type 8 (TGF-f8) receptor sys-
tem which is highly expressed by endothelial cells, and at lower
levels on fibroblasts and smooth muscle cells, suggesting the
involvement of these lineages in the HHTI vascular dysplasia.
Overexpression of endoglin in mouse NCTC929 fibroblasts led to
decreased migration in chemotactic and wound healing assays,
as well as changes in the cellular morphology. When plated on
uncoated surfaces, endoglin transfectants formed intercellular
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cambios en la morfelogia celular. Los transfectantes de endo-
glina forman agregados intercelulares cuando se plaquean en
placas de cultivo sin substrato. En esios casos la endoglina no
se localiza especificamente en las uniones célula-célula, sino
que su distribucion es homogénea en toda la superficie celu-
lar. Aunque la expresion de la integrina ®5B1 y de un epitopo
de activacion de o531 no se ven alterados, un anticuerpo
policlonal contra a5P1, es capaz de inhibir la formacien de
los agregados celulares. Este resultado sugiere la implicacion
de ligandos de la integrina. En apoyo de esta hipotesis, cuan-
do se usan fibronectina, laminina, o un fragmento de 80 kDa
de [ibronectina que contiene la region RGD como substratos
para plaquear las células, éstos son capaces de evitar la agre-
gacion celular. Ademas, la sintesis del inhibidor del activador
de plasmindgeno 1 (PAI-1}, y en menor escala la de fibronec-
tina, se inhiben en los transfectantes de endoglina. Por tanto
la presencia de endoglina en fibroblastos de ratén NCTC929
estd asociada con una produccién reducida de ciertos compo-
nentes de la matriz extracelular (ECM), lo que puede explicar
los cambics en la morfologia, la migracion v la formacion de
agregados intercelulares.

Expresion de formas normales y truncadas de endoglina
humana

Endeglina es una glicoproteina transmembranal de 635
aminodcidos que se expresa en la superficie de células endo-
teliales como un homodimero unide por puentes disulfuro,
aunque no se sabe qué cisteinas son las responsables de la
dimerizacién de endoglina . Murtaciones que afectan a la
region codificante de endoglina son responsables de la
Telangiectasia Hemorrdgica Hereditaria tipo 1 (HHT1), una
enfermedad vascular hereditaria. Muchas de estas mutacie-
nes, aunque se tradujeran conducirian a la formacion de for-
mas truncadas de la proteina. Por tanto, resulia de gran inte-
rés el averiguar la expresion proteica de distintas formas trun-
cadas de endoglina. Se han usado infecciones de virus recom-
binantes de Vaccinia, asi como transfecciones transitorias con
vectores de expresion para sintetizar formas normales y trun-
cadas de endoglina. Los mutantes truncados se clasificaron en
tres grupos diferentes: a) Formas que no producen transcritos
estables, b) Formas que producen transcritos estables pero
cuya proteina no se secreta; y ¢} Formas que se secretan como

clusters, being endoglin not specifically localized to the cell-cell
Junctions, but homogenously distributed on the cellular surface.
Although the expression of aSp1 integrin and of an activation
epitope of bl integrin were unchanged, a polyclenal antibody to
0531 integrin was able to inhibit cluster formation, suggesting
the involvement of integrin ligand/s. In fact, coating with fibro-
nectin, laminin, or an RGD-containing 80kDa fragment of fibro-
nectin were able to prevent the cellular clustering, Furthermore,
synthesis of plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1), and to a
weak extent that of fibronectin, were inhibited in endoglin trans-
fectants. Thus, the presence of endoglin in mouse NCTC929
fibroblasts is associated with reduced production of certain extra-
cellular matrix (ECM) components, which might explain their
altered morphology, migration and intercellular cluster forma-
tion,

Expression of normal and truncated forms of human endoglin.

Endoglin is a transmembrane glycoprotein of 633 amino
acids expressed at the surface of endothelial cells as « disulfide
linked homodimer, but the specific cysteines involved in endoglin
dimerization are unknown. Mutations in the coding region of the
endoglin gene are responsible for the hereditary hemorrhagic
telangiectasia type 1 (HHT!), a dominantly inherited vascular
disorder Many of these mutations, if translated would lead to
truncated forms of the protein. Thus, it is of interest to assess the
protein expression of different truncated forms of endoglin. In
vitro or in vivo infections with recombinant vaccinia virus, as
well as transient transfections with expression vectors, were used
to express normal and truncated forms of endoglin. Truncated
mutants could be classified in three different groups: a) Those
that do not produce stable transcripts; b) Those that produce sta-
ble transcripts, but do not secrete the protein; and ¢) Those that
secrete a soluble dimeric protein. This is the first time that a
recombinant truncated form of endoglin is found to be expressed
in a soluble form. Since a chimeric construct encoding the amino
terminal sequence of PECAM-I antigen fused to residues lle281-
Alab58 of endoglin, also yielded a dimeric swrface protein, these
results suggest that cysteines contained within the Cys330-
Cys412 fragment are involved disulfide bond formation. Infection
with vaccinia recombinants encoding an HHT1 mutation, did not
affect the expression of the normal endoglin, nor revealed asso-
ciation of the recombinant soluble form with the transmembrane
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proteina soluble dimeérica, siendo esta la primera vez que se
han expresado formas recombinantes truncadas de endoglina
en forma soluble. Puesto que una construccion quimeérica que
contiene la secuencia amino terminal de PECAM-1 unida al
segmento de 1le281-Ala638 de endoglina también da lugar a
una proteina dimeérica en superficie, los resultados sugieren
que las cisteinas contenidas en el fragmento Cys330-Cys412
estan implicados en la formacién de puentes disulfuro. La
infeccidn con formas recombinantes de Vaccinia que codifican
para una mutacion en HHT] no afectan a la expresion de
endoglina normal, ni tampoco a la asociacién de la forma
soluble recombinante con la endoglina situada en el dominio
transmembrana . Estos resultados apoyan el modelo de
haploinsuficiencia para explicar la HHT].

Regulacion transcripcional de genes endoteliales

1. Cooperacidn transcripcicnal entre Spl y TGF-B en el
promotor de endoglina. Endoglina es un componente del
complejo receptor de TGF-B que se expresa en células endo-
teliales, esta implicado en la morfogénesis y remodelacion
cardiovascular. Endoglina es el gen mutado en la telangiecta-
sia hereditaria hemorragica tipo 1 (HHT1) que se manifiesta
como una enfermedad antosomica dominante. Puestio que se
ha demostrado que la haploinsuficiencia es el mecanismo res-
ponsable de la enfermedad, entender la regulacién de la
expresion de endoglina es un paso crucial hacia la correccién
de la misma. En nuestro grupo hemos identificado un sitio
funcional Spl a -37 que es critico para la actividad basal del
promotor de endoglina. Ademas, este sitio estd timplicado en
la estimulacion de la produccion de endoglina por TGF-B que
viene mediada por Smad3. La union de $Spl y Smad 3 al pro-
motor de endoglina, en su regién mas proximal, -50/-29, pro-
mueve una cooperacion sinérgica en la transcripcion. El
mecanismo molecular de la cooperacién entre ambos factores
consiste en una interaccion fisica directa entre Spl, y Smad3.

2. Cooperacion transcripcional entre Hipoxia y TGF-f en
el promotor de VEGE El factor de crecimiento vascular endo-
telial (VEGF) constituye uno de los estimulos primordiales
en el desencadenamiento de la angiogénesis. Fn nuestro
grapo, se ha demostrado una cooperacion funcional entre la
hipoxia y el factor de crecimiento tumoral {TGF-P) en la
induccién de la transcripcion de VEGE FEsta cooperacion se

endoglin, supporting a haploinsufficiency model for HHT].
Transcriptional regulation of endothelial genes.

1. Transcriptional cooperation Spl/TGF-f3 in endoglin promo-
terEndoglin is a transmembrane protein member of the TGF-f8
receptor complex. It is expressed in endothelial cells and involved
in cardiovascutar morphogenesis and vascular remodelling.
Endoglin is the mutated gene in the Hereditary Hemorrhagic
Telangiectasia, type I (HHT1}, expressed as an autosomal domi-
nant disease. As haploinsufficiency is the underlying mechanism
responsible for the defficiency, understanding endoglin regulation
is a step forward to correct the disease. A Spl functional site at -
37 of endoglin promoter has been identified as crucial for the
basal transcription activity of endoglin, Moreover, this site is
involved in TGF-B induction of endoglin synthesis through the
Smad 3 pathway. Binding of Spl and Smad 3 to the -50/-29
region of endoglin promoter gives rise to a synergistic coopera-
tion between both factors, mediated through a divect physical
interaction.

2, Transcriptional cooperation between Hypoxia and TGFE-f8
in VEGF promoter. Vascular endothelial growth factor (VEGF) is
one of the primordial stimulus involved in angiogenesis. A func-
tional cooperation between hypoxia and TGE-B in the VEGF pro-
moter has been described. This cooperation has been mapped
within -1006/-954 vegion. TGF-f3 signalling is mediated by mem-
bers of the Smad family. It has been shown that Smad 3 is the
functional factor in the VEGF promoter. Hypoxia triggers the for-
mation of a complex transcriptionally active, HIF-1, whose
nuclear translocation depends on the oxygen levels. We have
shown that the optimal induction of VEGF promoter is achieved
in the presence of Smad3. Coimmunoprecipitation experiments
between Smad3 and HIF-1 reveal a direct physical interaction
between both factors. This physical interaction leads to a functio-
nal synergy between TGF-JB/Hypoxia stimuli, which is regulating
VEGF expression at the transcriptional level.

3. NF-kB vegulation, mediating inflammatory stimulus in
PECAM-1 promoter. PECAM-1 is a transmembrane receptor,
involved in cell adhesion, which is expressed in platelets,
monocytes, neutrophils, a subgroup of T lymphocytes and in
endothelial cells. PECAM-1 takes part in the leukocyte transmi-
gratory processes. A NF-kB functional site has been identified in
the regulation of PECAM-1 expression by inflammatory stimuli.
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ha localizado en la region -1006/-954 del promotor. La sefia-
lizacion por TGE-B viene mediada por los miembros de la
familia Smads, demostrandose que en VEGF $Smad 3 es el fac-
lor funcional. El estimulo de hipoxia, a nivel funcional, viene
regulado por la formacion de un complejo transcripeional
HIF-1, cuya translocacion al niicleo depende de los niveles de
oxigeno, Hemos demostrado que la induccién optima de
VEGF en condiciones de hipoxia se obtiene en presencia de
Smad3. Experimentos de co-inmunoprecipitacion entre
Smad3 y HIF-1 revelan que hay una interaccion fisica entre
ambos [actores que funcionalmente se traduce en una siner-
gia, TGF-B/Hipoxia, la cual regula la expresion de VEGF a
nivel wranscripcional.

3. Regulacion via NF-KB por estimulos inflamatorios en el
promotor de PECAM-1. PECAM-1, es un receptor transmem-
branal implicado en adhesion, que se expresa en plaquetas,
monacitos, neutrdfilos, subpoblaciones de células T v en
células endoteliales, participando en los procesos de transmi-
gracion leucocitaria. En nuestro grupo se ha identificado un
sitio funcional, NF-kB. implicado en la regulacion de la
expresion de PECAM-1, por estimulos inflamatorios. En célu-
las mieloides encontramos que la expresion de PECAM-1 esta
regulada por factores moduladores de NF-kB, como
TNFalpha, PMA y PDTC. Los experimentos demuestran que
esta regulacion es transcripcional v depende de la unién de
los complejos p65/p50 y p50/p30 de la familia kB, al sitio con-
senso NF-kB situado a +110/+120 de PECAM-1.

Vias de senalizacion intracelular y factores de transcripcién
implicados en la diferenciacion y maduracion de células
dendriticas humanas.

Las células dendriticas son células presentadoras de anti-
geno especializadas, gue actiian como “centinelas” del siste-
ma inmune y son esenciales para el inicio de la respuesta
inmune primaria. La singularidad de las células dendriticas
radica en su capacidad de estimular linfocitos T virgenes.
Ademas, las células dendriticas juegan un papel esencial en la
polarizacién de los linfocitos con los que interaccionan, con-
trolando el tipo de respuesta frente a cualquier elemento
extrafio (patogeno, transplante, tumor): respuesta inmune
celular, humoral o tolerancia. Nuestro laboratorio estd llevan-
do a cabo la diseccion de los mecanismos de sefializacién y

In myeloid cells, PECAM-1 expression is regulated by NF-kB
modulators: TNF-o, PMA and PDTC, Experiments show that the
regulation is at the level of transcription, and is dependent on the
po5 and p50 complexes binding to the NF-kB site placed at
+110/+120 in the PECAM-1 promoter.

Pathways of intracellular signalling and transcription factors
involved in differentiation and maturation of human dendritic
cells

Dendritic cells are specialized antigen presenting cells whose
Junctions are critical for the initiation of primary immune res-
ponses. Dendritic cells are unique in their capacity to stimulate
naive T lymphocytes, and also play a key role in polarizing T
lymphocytes, thus controlling the type of immune response trig-
gered upon contact with any foreign agent (cellular, humoral or
tolerance). Our laboratory is analyzing the signaling and trans-
criptional mechanisms involved in the differentiation and func-
tional maturation of dendritic cells, as well as in the acquisition
of their polarizing functions. These studies will pave the way for
the developmenit of methods to manipulate the immune system in
pathological situations where its activity should be either enhan-
ced (vaccines, anti-tumor immunotherapy) or abrogated
(autoimmune diseases, transplant rejection).

Relationship between the expression of adhesion molecules
and the proliferation/differentiation state: effects of extrace-
Hular matrix and proto-oncogenes

Leukocyte functions during immune and inflammatory res-
ponses and the metastatic capacity of leukemia and lymphoma
cells are dependent on adhesion to, and migration through, the
endothelial layer which is mediated by the CD11a,b,c/CD18 leu-
kocyte integrins. Our studies are focussed on the identification of
the regulatory sequences and DNA elements which direct the tis-
sue-specific and developmentally-regulated transcription of the
CD1la and CD1l1c integrin genes. So far, we have demonstrated
the involvement of the AP-1, C/EBP and AML transcription fac-
tor families, as well as a relevant role for the proto-encogenes c-
Myc and PU.1. In addition, and given the role of extracellular
matrix in cellular proliferation and differentiation, we are sear-
ching for extracellular matrix-responsive elements within the
regulatory regions of the above tmentioned genes.
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transcripcion implicados en la diferenciacién de células den-
driticas a partir de monocitos de sangre periférica, asi como
durante la maduracién de células dendriticas v la adquisicion
de sus funciones polarizadoras. Nuestros resultados pueden
contribuir al desarrolle y la optimizacién de las técnicas de
manipulacion del sistema inmune en casos en los que su acti-
vidad haya de ser inducida/potenciada (desarrollo de vacunas,
inmunoterapia anti-tumoral} o reprimida (enfermedades
autoinmunes, transplantes).

Relacion entre la expresion de moléculas de adhesion y el
estado de proliferacion/diferenciacion celular: efectos de la
matriz extracelular y proto-oncogenes.

Las funciones leucocitarias durante las respuestas inmune
e inflamatoria v la capacidad metastdtica de leucemias vy lin-
fomas son absolutamente dependientes de mecanismos de
adhesidn y migracién transendotelial mediados por las inte-
grinas CD1lab.c/CD18. Nuestros estudios estdn centrados
en la identificacion de las secuencias reguladoras y los [acio-
res nucleares implicados en la transcripcién leucocito-especi-
fica y desarrollo-dependiente de los genes que codifican las
integrinas CD11ay CD11c. Hasta el momento, hemos demos-
trado la participacion de los factores AP-1, (VEBP y AML en
la transcripcion de ambos genes, asi como la participacion de
proto-oncogenes como c-Myc v PU.L. Por otra parte, y dado
el papel relevanie de la matriz extracelular come factor de
crecimiento y diferenciacion celular, pretendemos determinar
los elementos de tespuesta a la matriz extracelular en las
regiones reguladoras de los mencionados genes,
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Terapia del Cancer: Activacion de los Mecanismos de Apoptosis
Cancer Therapy: Triggering of Apoptosis in Cancer Cells

Palabras clave: p33, cancer, Leucemia Linfoide Croénica,
apoptosis, periodontitis

Mecanismos de regulacion de la apoptosis dependiente de
P53 en la progresion tumoral

El proyecto se ocupa fundamentalmente del estudio de las
alteraciones tuncionales derivadas de la presencia de muta-
ciones en la proteina supresora de tumeores p33. Inicialmente
se valoro la respuesta al dafio mediada por p33 en dos lineas
de carcinoma mamario que albergan las mutacicnes R280K y
L194E Los resultados obtenidos han demostrado defectos
funcionales diferentes en los dos tumores en su capacidad de
parada del ciclo celular, actividad transactivadora e induccion
de muerte celular. Ambas mutaciones se localizan en el domi-
nic de union al DNA, donde se concentran el 96% de las
mutaciones de p33. La mutacidon R280K se considera una
mutacion [uncional que afecta directamente a un aminoacido
implicado en la interaccién proteina-ADN. La mutacion
L194FE sin embargo, se considera estructural pues alecta la
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Regulatory mechanisms involved in p533 dependent apoptosis
during tumor progression

The project deals basically with the study of functional disa-
bilities derived from the presence of mutations in the tumour sup-
pressor protein p53. Initiaily, the response to DNA damage was
evaluated in two breast carcinoma cell Tines harbouring muta-
tions R280K and LI94F wespectively. Results obtained have
demonstrated differing functional defects in both tumours regar-
ding their ability to induce cell cycle arrest, theiv transactivation
activity and cell death induction. Both mutations are located in
the DNA-binding domuin, where 96% of p53 mutations ave con-
centraied. Mutation R280K is considered as an example of ¢
Sfunctional mutation, directly affecting an aminoacid implicated
in protein-DNA interaction. However, mutation L194F is a struc-
tural mutation because it affects the stability and overall folding
of the domain. Subsequently, and in order to specifically
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estabilidad y plegamiento del dominio. Posteriormente, y
para analizar especificamente los mecanismos dependientes
de p53 se establecié un modelo experimental transfectando
dos lineas celulares p53 -/- (SAOS-2 y H1299) con plasmidos
generados por mutagénesis dirigida que codifican las dos
mutaciones en estudio.

En este sistema se ha valorado la capacidad de transacti-
vacion comparativa entre la p53 salvaje y las proteinas mutan-
tes realizando transfecciones transitorias con plasmidos
reporteros que contienen regiones promotoras de diversos
genes diana de p53. Asimismo se ha estudiado la actividad
transcripcional simulando estadios precoces del proceso
tumoral, en los que coexisten proteinas p33 salvajes y mutan-
tes, mediante co-iransfecciones de ambos plasmidos y anali-
sis de la regulacion transcripcional y de la apoptosis.

La capacidad de unién de las proteinas a elementos de res-
puesta de p33 se estudic¢ por ensayos de retarde de mobilidad
electroforética (EMSA) y ensayos de union de proteinas a oli-
gonucledtidos especificos marcados con biotina, purificacién
de DNA por afinidad {DNAP) y deteccion de la p53 unida por
“western blot”. Para ambas técnicas se utilizaron extractos
nucleares de células transfectadas y proteinas traducidas in
vitro.

El estudio de expresion génica se ha realizado por “nori-
hern blot” y andlisis cuantitativo por RT-PCR a tiempo real a
partir de las células transfectadas con p33 salvaje y mutantes
para detectar la induccién de mensajeros especificos.
Actualmente nuestros objetivos se dirigen a la busqueda de
nuevos elementos implicados en la funcionalidad de p53
mutantes mediante técnicas genomicas {arrays) y protedmi-
cas (geles de 2D de alia resolucién),

Andlisis biologico, molecular e influencia pronostica de las
alteraciones del gen p33 en la Leucemia Linfoide Crénica de
células B (B-CLL)

Las alteraciones funcionales de la proteina p33 se asocian
con una mayor frecuencia de padecer cdancer. p53 es ademds
una proteina muy comprometida con la transformacién neo-
pldsica ya que estd alterada en més de un 50% de rumores
humanos y asociada a un peor pronostico. La leucemia linfd-
tica cranica (LLC-B) es el sindrome linfoproliferativo mds fre-
cuente del adulto. El curso clinico de esta enfermedad suele

analyse p53 dependent mechanisms, an experimental system was
established by transfecting two p33-/- cell lines (SAQS-2 and
H1299) with plasmids generated by site-directed mutagenesis
coding both mutations under study.

Comparative transactivation activity between wild type and
mutant proteins has been evaluated in this system performing
transient transfections with veporter plasmids that contain pro-
moter regions of a variety of p33 target genes. Similarly, and in
an attempt to mimic initial stages of tumorigenesis, in which both
wild type and mutant proteins coexist, transcriptional activity
and apoptosis induction have been studied following cotransfec-
tion with both types of plasmids.

The binding ability of the different proteins to DNA p53 res-
ponse elements was analysed by EMSA and by binding assays of
protein and biotin labelled specific oligonucleotides, DNA affinity
precipitation (DNAP) and p53 detection by Western Blot.
Nuclear extracts from transfected cells and in vitro translated
proteins were used for both techniques.

The study of gene expression has been performed by Northern
Blot and quantitative RT-PCR with wild type and mutant p33
transfected cells in order to evaluate mRNA induction of specific
p53 regulated genes. At present, our work is aimed towards the
identification of novel elements involved in the function of p53
tutants by means of genomic (microarvays) and proteomic (high
resolution 2D electrophoresis) techniques.

Analysis and prognostic effect of p53 modification in B-cell
Chronic Lymphocytic Leukemia (B-CLL)

Functional alteration in the p53 molecule is associated with
an increase in cancer vate. In fact, p53 krockout mice are cancer-
prone. Furthermore, p53 is highly implicated with carcinogene-
sis where most of the 50% of human cancer present some type of
P33 mutations, associated with poor prognosis. B-cell chronic
lymphocytic leukemia (B-CLL) is the most frequent lymphopro-
liferative disorder in adults. Although most of the cases have a
good prognosis, some patients (20-30%) show a more agressive
clinical evolution, with cytogenetic alterations where p53 is fre-
quently involved. Therefore, the detection of p33 alterations
might represent a marker of tumor progression and worse prog-
nosis. To analyze how modification in p33 could be invelved in
the evolution of B-CLL, we plan to investigate: 1) Sequential
molecular cytogenetic analysis of chromosome 17p (p33 maps to
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ser asintomatica o leve al inicio, sin embargo, existe un grupo
de pacientes afectos de LLC-B (20-30%) cuya enfermedad
muestra una evolucién clinica rapidamente progresiva y que
esta asociada a alteraciones citogeneticas en la que puede
estar implicada la p533. Asi, se postula que las alteraciones de
p53 son un marcador de progresién tumoral en la LLC-B y
por consiguiente asociado a un peor pronostico en la evolu-
cion de la enfermedad.

Con objeto de analizar como las alteraciones de p33 pue-
den influir en la evolucién de la LLC-B, queremos estudiar: 1)
andlisis citogenético molecular de las alteraciones en el cro-
mosoma 17p (p533 mapea en 17pl3.1) y luego la localizacion
a nivel molecular de la mutacién de p33, tanto al diagnéstico
como durante la evolucién de la enfermedad. 2} Estudio de la
perdida de la heterocigosidad alélica (LOH) mediante el and-
lisis de microsatélites localizados en 17p. 3} Andlisis de la
proteina p53 mediante WB y citometria. 4}. Comportamiento
funcional de p33 en respuesta a tratamientos farmacolégicos,
lo que nos permitira una mejor evaluacion de la respuesta de
clones/subclones celulares afectos de deleciones/mutaciones
de p53 a diferentes farmacos. 3). Seguimiento de la evolucisn
clinica en pacientes con alteraciones estructurales del cromo-
soma 17 y/o alteraciones moleculares del gen p33. Nuestros
estudios previos sobre ¢l efecto de las mutaciones sobre la
actividad funcional de la p53 nos ha permitido definir una
"zona" dentro de la region al DNA, que segregan actividades
biolégicas de la p33, como la capacidad de detener e ciclo
celular, de transactivar genes y de inducir apoptosis. La loca-
lizacién precisa de estos mutantes de p33 en la LLC-B nos
permitira un mejor conccimiento sobre los mecanismos
implicados en la progresion de esta enfermedad.

Estudio inmunologico y molecular de los factores que inter-
viene en la periodontitis crénica

La periodontitis crénica se caracteriza por la inflamacion
de las estructuras periodontales, produciéndose la destruc-
cién del tejido conectivo de insercion periodontal y la poste-
rior pérdida del diente, cuyo agente etioldgico es la placa bac-
teriana acumulada entre el diente y el tejido gingival. La acti-
vacién de la respuesta inmune trae como consecuencia la
secrecion de citoquinas que provocan la acutnulacion de célu-
las de la respuesta inmune, responsables de la activacion de

17p13.1) and further localization of p33 mutations. 2) Loss of
heterogenicity (LOH) at chromosome 17p and fluorescence in
situ hybridization for the detection of gross p33 abnormalities. 3)
Identification of p33 protein by Western blot and flow cytometry,
4} Functional response of p53 under pharmacological treat-
ments, which might suggest the therapeutic choice to obtain an
improved prognosis, and 3} Evaluation of clinical follow up. Our
previeus data on the effect of p53 mutations on the functionality
of the molecule suggest the presence of "areas" inside the DNA
binding domain which cosegregate with some of the biological
activities associated with p33 such as cell cycle arrvest, gene tran-
sactivation and apoptosis. The precise localization of these pos-
sible p53 mutations present in B-CLL cells will allow us a better
understanding of the mechanism of disease progression,

Molecular and Immunological analysis of key factors tnvolved
in chronic periodontitis

The adult periodontal disease is characterized by the inflam-
mation of the periodontal tissues, and the destruction of the con-
nective tissue with atiachment loss of the tooth, in which the
ethiologic agent is the bacterial plaque accumulated between the
tooth and the gingival tissue.

Finally, adult periodontal disease is charactevized by the
inflammation of the periodontal tissues, with destruction of the
connective tissue with attachment loss of the tooth, which ethio-
logic agent is the bacterial plaque accumulated between the tooth
and the gingival tissue. The activation of the immune response
results in the secretion of cytokines and the accumulation of
immune response cells, vesponsible of the activation of a tissue
destruction process. Epidemiologic studies suggest that the pro-
gression of periodontitis is episodic, with periods of destruction of
the periodontal tissue, followed by episodes of resting activity
without evidence of destruction and, even, with regeneration of
the periodontal tissue. The presence of IL-12, and detection of
chemokine veceptors like CCR3 and CCRS are indicators of type
Thl or Th2. The responses determination of cytokines (IL-
12)/chemakines (IL-8, MCP-1), cell populations { Thl, Th2, B,
PMN, macrophages) and the presence of apoptotic cells, would
allow us to define the molecular mechanisms of destruction asso-
ciated with the progression of the periodontal disease. The identi-
fication of markers of progression could help early diagnosis and
provide new treatiments, being this one of the objectives of the pre-
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procesos de destruccidn del tejido. Fstudios epidemiolagicos
sugieren que la progresion de la periodontitis es episcdica,
con periodos de destruccién del tejido periedental, seguido
de episodios de quietud sin evidencias de destruccion e inclu-
so con regeneracion del tejido periedemial perdido. La pre-
sencia de 1L-12, v la determinacién de receptores de quimio-
quinas tales como CCR3 y CCRS5 son indicadores de una res-
puesta del tipo Thl o Th2. La determinacién de citoquinas
(IL-12)/quimioquinas (IL-8, MCP-1)}, de poblaciones celula-
res (células Thl, Th2, B, PMN, macrofagos) v la presencia de
muerte celular por apoptosis, una vez que se produce un peri-
odo de destruccion en la enfermedad, determinada por un
control clinice longitudinal, y también después de eliminada
la infeccién a través del tratamiento de la misma, nos permi-
te determinar los mecanismos moleculares de destruccion
asociados con la progresion de la enfermedad periodental, La
identificacién de marcadores de progresion facilitaria ¢1 diag-
nostico v el proponer nuevas modalidades de tratamiento.
Para ello estamos identificando reguladores solubles de la
inflamacion en el fluido gingival crevicular (FGC), los distin-
tos componentes del infiltrado inflamatorio, y su papel en la
progresion de la enfermedad.

Finalmente, la progresién de la enfermedad periodontal se
caracteriza por la destruccién episédica de los tejidos de
soporte dentarios. Este fenémeno implica la reabsorcion de
componentes de la matriz extracelular (MEC). La identifica-
cion de marcadoeres de progresion podria facilitar el diagnos-
tico de la periodontitis y proponer nuevas modalidades de ra-
tamiento, siendo este uno de los objetivos del presente pro-
yecto. Para ello buscaremos tanto la identificacién de MMPs
en el fluido gingival crevicular (FGC), vy en los distintos com-
ponentes del infiltrado inflamatorio que estén asociados a la
secrecion de las MMPs y su papel en la progresién de la enfer-
medad periodontal en un diseno longitudinal realizado en
colaboraciéon con el Departamento de Medicina y Cirugia
Bucofacial, Secciéon de Periodoncia de la Facultad de
Odontologia, UCM.

Plasticidad de las células progenitoras hematopoyéticas de
medula désea adulta para transdiferenciarse en células neu-

ronales

Las células madre (Stem cells) se definen como células

sent project. We will identify soluble regulators of in the gingival
crevicular fluid (GCF), the different components of the inflam-
matory infiltrate, and their role in the progression of the perio-
dontal disease.

Progression of the periodontal disease is characterized by epi-
sodic destruction of the supporting tissues of the teeth. This
implies the absorption of the components of the extracellular
matrix. Having detected a period of destruction with a longitudi-
nal study, and after eliminating the infection through the treat-
ment, we are going now to determine the cytokines/chemeokines,
the cell populations, the presence of apoptotic cells and levels of
MMPs, which would allow us to define the molecular mecha-
nisms of destruction associated with the progression of the perio-
dontal disease.

The identification of markers of progression could facilitate
the diagnosis and provide new treatments, being this one of the
objectives of the present project.

We will identify the MMPs in the gingival crevicular fluid
(FGC) and in the different components of the inflammatory infil-
traie, associated with the secretion of the MMPs, and their role in
the progression of the periodontal disedse.

This study carried out in collaboration with the Department
of Medicine and Bucofacial Surgery, Section of Periodoncia of the

Faculty of Odontolegy, UCM.

Hematopoicetic progenitor cells from adult bone marrow diffe-
rentiate into oligodendrocyte progenitors and ependymocytes
in the neonatal mouse brain

Stem cells are selfrenewal, pluripotent cells that in adult life
proliferate by characteristic asymmetric divisions, in which one
daughter is committed to differentiation and the other remains ds
i stem cell. Stem cells are also known by their ability to diffe-
rentiate into various cell types under heterotopic environmental
influences. In the present work we explore the potentiality of
hematopoietic bone marrow cells to transdifferentiate as oligo-
dendrocyte progenitors under physiological active myelinating
conditions. We present evidence of oligodendrocyte generation
from adult hematopoietic progenitor cells (CD117+) in viva,
after intracerebral transplantation in the neonatal mouse brain.
Moreover, bone marrow hematopoietic progenitors can be inte-
grated in the ependymal layer, differentiate into neural precur-
sors and generate neuvons, in addition to oligodendrocyte proge-
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pluripotenies, que se autoregeneran y que durante la vida
adulia de los individuos proliferan mediante divisiones asi-

‘miétricas caracteristicas, en el que una célula hija se diferencia

mientras que la otra célula se mantiene como célula pluri-
potente. Las células madre son también conocidas por su
capacidad de diferenciarse en varios tipos celulares bajo con-
diciones e influencia de factores micro-ambientales especiales
y de diferenciacion. Nuestro grupo ha estado colaborando
con el Dr. Salvador Martinez, (Instituto de Neurociencias, U.
de Miguel Hernandez de Alicante) explorando el potencial de
precursores hematopoyéticos para transdiferenciarse en pro-
genitores de oligodendrocitos y neuronas bajo condiciones
fisiolégicas de mielinacion activa. Hemos demostrado la gene-
racion de oligodendrocitos a partir de células progenitoras
hematopoyéticas de ratones adultos (CD117+) in vivo, tras
transplante intracerebral en el cerebro de ratones neonatales.
Ademas, los progenitores de medula osea hematopoyéticos
pueden integrarse en la capa de células ependimales y dife-
renciarse hacia neuronas, ademds de en progenitores de célu-
las oligodendrocitos . Estos datos demuestran la posibilidad
de que la transdiferenciacion hematopoyética de células
madre de individuos adultos pueden ser utilizados en trans-
plantes de dafios neurales irreversibles, con enormes expecta-
tivas terapéuticas.

nitors. These results strongly suggest the possibility of bone
marrow cell transdifferentiation, from hematopoietic to neural
stem cells.
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Figura: Mitosis anormales en células humanas de carcinoma
de mama MCF-7 inducidas por Taxol fluoresceinado (150
nM). Los cromosomas {(azul) estan desplazades a posiciones
perifericas debido a la formacion de husos multiples , donde
tas microtdbulos diana han sido visualizados con el taxoide
fluorescente ( verde ). Este compuesto induce la muerte celu-
lar,

Figure: Abnormal mitoses in MCF-7 human breast carcinoma
cells induced by fluoresceinated Taxol (150 nM). The chromoso-
tes (blue) are displaced to peripheral positions due to the forma-
tion of multiple spindle poles, where target microtubules have been
imaged with the fluovescent taxoid (green). This compound wil
induce cell death.
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Palabras clave: Taxol, microtibulos, centrosomas, células
tumorales.

Dianas subcelulares de taxoides fluorescentes que inducen
muerte celular

Taxol (paclitaxel} es un potente agente antitumoral que
induce el ensamblaje in vitro de microtibulos, inhibe la dina-
mica normal de los microtibulos celulares y la division celu-
lar desencadenando la muerte celular por diversas vias.
Aunque se considera que Taxol se une a los microtibulos
celulares, las dianas subcelulares de la unién citotoxica de
Taxol no habian sido visualizados directamente. Los microti-
bulos celulares presentan una alta concentracion local de
sitios de union para taxoides citotdxicos o para hipotéticos
reguladores endégenos. Varios compuestos de diversos orige-
nes estabilizan los microtibulos y bloquean la division celu-
lar de forma similar a Taxol, Empleando un taxcide fluores-
cente (Flutax} que interacciona reversiblemente con los sitios
de unién de Taxol en los microtabulos e induce efectos celu-
lares similares a Taxol hemos investigado la localizacién sub-
celular de los sitios de unién de Taxol. La unién especilica de
Flutax a una fraccién de los sitios disponibles de union inhi-
be efectivamente la division de células tumeorales en cultivo
en G2/M vy dispara la muerte por apoptosis. Los centrosomas
con algin microtibulo asociado en células en interfase, y los
microtibulos polares del huso en células mitsticas son los
sitios de unién reversible observados directamente en células
U937 intactas tratadas con concentraciones citotoxicas de
taxoide tluorescente, en vez de marcar uniformemente el cito-
esqueleto microtubular, Las lesiones del citoesqueleto induci-
das y visualizadas con Flutax consisten en haces de microti-
bulos y mitosis anormales. incluyendo husos monopolares y
husos multiples muy fluorescentes. Los husos multiples y los
husos monepolares marcan la leucemia U937 y las células de
carcinoma de ovario OVCAR-3 en su camino a apoptosis (asi
como las K562, HelLa y MCF-7). Dependiendo del tratamien-
Lo con Flutax, las células OVCAR-3 mueren desde la mitosis
anormal ¢ de una interfase subsiguiente con contenido doble
de cromatina y nucleos lobulades (micronticleos), indicando
un fallo en la separacion de los centrosomas. Los centrosomas
fragmentados pueden ser observados en ¢élulas 3T3.A31 tra-
tadas con Flutax que desarrollan micronucleos pere que son

Keywords: Taxol, microtubules, centrosomes, tumour cells
Subcellular tergets of a fluorescent taxoid inducing ceil death

Taxol (paclitaxel) is a potent antitumour agent that induces
the in vitro assembly of microtubules, inhibits the normal cellu-
lar microtubule dynamics and cell division, inducing cell dearh
by diverse pathways. Although it is consideved that Taxol binds
to cellular microtubules the subcellular targets of Taxel cytotoxic
binding have not been directly visualized. Cellular microtubules
offer a very large local concentration of binding sites for cytoto-
xic taxoids or for hypothetical endogenous regulators. Several
compounds from diverse sources stabilize microtubules and arrest
cell division similarly to Taxol. We have investigated the subce-
Hular location of the Taxol binding sites, employing a fluorescent
taxoid (Flutax} which reversibly interacts with the Taxol binding
sites of microtubules and induces cellular effects similar to Taxol.
The specific binding of Flutax to d fraction of the available cellu-
lar binding sites effectively inhibits division of cultured human
tumour cells at G2/M, and triggers apoptotic death. The loci of
teversible binding, directly imaged in intact U937 cells treated
with cytotoxic doses of fluorescent taxoid are the centrosomes,
with a few associated microtubules in interphase cells, and the
spindle pole microtubules in mitotic cells, instead of uniformly
labelling the microtubule cytoskeleton. Cytoskeletal lesions indu-
ced and visualized with Flutax consist of microtubule bundles
dand abnormal mitoses, including monopolar spindles and highly
Sfluorescent multipolar spindles. The multiple asters and monopo-
lar spindles mark arrested U937 leukaemia and OVCAR-3 ova-
vign carcinoma cells on their path to apoptosis {as well as K562,
Hela and MCF-7 cells). Depending on the Flutax treatment,
OVCAR-3 cells died from abnormal mitosis or from a subsequent
interphase with double chromatin content and lobulated nuclei
(micronuclei), indicating impairment of centrosome separation.
Eragmented centrosomes could be observed in Flutax-treated
non-transformed 3T3.A31 cells, which developed micronuclei but
were resistant to apoptosis, These results strongly suggest that
centrosomal impairment by taxeid binding during interphase, in
addition to the suppression of the kinetochore microtubule dyna-
mics in the mitetic spindle, is a primary cause of cell cycle de-
regulation and cell death (Abal et al., y Barasoain, 1, Cell. Motil.
Cytoskel. 49, 1-15, 2001).
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resistentes a apoptosis. Los resultados sugieren que ¢l dano
centrosomal por la unién de taxoide durante la interfase, asi
como la supresion de la dindmica de los microtubulos del
cinetocoro en el huso mitdtico, es una causa primaria de la
desregulacion del ciclo v de la muerte celular (Abal et al., vy
Barasoain, 1., Cell Motil. Cytoskel. 49, 1-15, 2001).
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Diferenciacion de Linfocitos Humanos
Receptors Driving Human Lymphocyte Development

Palabras clave: Células T y B, complejo TCR/CD3, suplanta-
dor de cadenas ligeras, animales genéticamente modificados,
estequiometria

Parte del trabajo aqui referido se realizé6 en proyectos
Coordinados con los Doctores Eva Sanz y Alvarez de Mon
(Unidad Asociada 1+D al CSIC, Universidad de Alcald), y
colaboraciones con los Doctores Iglesias {Max Plank
Institute, Munich) y Alarcén (CBM-CSIC, Madrid}, Se realizo
una colaboracion intramural con al Dra. Clara Goday (CIB-
Biclogia Celular y del Desarrollo), cuyo contenido se recoge
en su Memoria.

Los receptores clonales para antigeno de los linfocitos T y
B (TCR/CD3 y BCR/CD79) requieren el ensamblaje intracelu-
lar de multiples subunidades antes de que dichos “complejos
receptores " sean transportados a la superficie celular, y pueda
transducir sefiales en linfocitos totalmente diferenciados. Las
subumnidades se agrupan en diversos heterodimeros de protei-
nas con funciones de reconocimiento de ligande o transdu-
cidn de senales. Las subunidades de los complejos receptores
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Keywords: T and B cells, TCR/CD3 complex, immunoglobulin
surrogate recepiors, genetically modified mice, estequiometry

This work was partially done as a Coordinated Project with
Drs. Sanz and Alvarez de Mon (Alcald University-CSIC Joint
R&D Unit} and collaborations with Drs. Iglesias (Max Plank
Institute, Munich) and Alarcon (CBM-CSIC, Madrid). We also
carried out intramural vesearch together with Dr. Goday (Dpt. Of
Cellular and developmental Biology- CIB), which is covered in
her team report.

Both T and B cell receptors (TCR/CD3 and BCR/CD79) are
compound rveceptors that require the intracellular assembly of
complete sets of subunits prior to their transport to the cell sur-
face and become competent for signaling in mature lymphocytes.
The subunits are clustered in several heterodimers which contri-
bute to either the ligand recognition ov the signal transduction
function of the antigen receptor Antigen receptor subumits regu-
late lymphocyte development prior to the expression of the com-
plete set of subunits which occurs in an ordered fashion. The
occurrence of subrogate subunits for the yet missing allows for
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participan en el control del desarrollo de los linfocitos antes
de que se haya completado su expresion secuencial. La exis-
tencia de genes suplantadores de la funcién de las cadenas
ausentes durante los estadios tempranos de la diferenciacion
linfocitaria permite 1a formacion de complejos pre-receptores,
que son responsables de la sefalizacion en los puntos de con-
trol dispuestos entre los estadios de diferenciacion de los pro-
genitores de los linfocitos.

Nuestra actividad en este bienio ha estado dirigida a res-
ponder tres cuestiones relevantes en dicho area de interés,
como: ;Cuil es la estequiometria de los médulos de recono-
cimiento de las células T?, ;Cudl es el orden de expresién de
un panel de genes entre los considerados como clave en la
diferenciacion de una célula productora de anticuerpos?,
i Tiene el médulo de transduccién paralela de sehales CD3ey
funciones distintas del module CD3ed?

Nuestros resultados indican que, contrariamente a lo que
se pensaba hasta ahora, el receptor que reconoce los comple-
jos antigeno-moléculas de histocompatibilidad en los linfoci-
tos TaP posee dos sitios de union para ligando en vez de uno
por complejo TCR/CD3, revisando la estructura cuaternaria
del receptor T. Este modele ha sido amplia y rdapidamente
aceptado, e incorporadoe a libro de texto de prestigio interna-
cional,

El trabajo del laboratorio ha contribuido a conocer que
CD33 no es ni estructuralmente esencial para el transporte de
complejosTCR/CD3 a la superficie de las células T, ni funcie-
nalmente redundante con la subunidad homologa CD3y. Este
hallazgo previo se complementa el de otros grupos que han
demostrade que pueden expresarse complejos TCR/CD3 en
células T de animales y personas deficientes en CD3y. En este
bienio hemos descubierto, utilizando animales genéticamente
modificados y anticuerpos especificos de subunidad CD3
caracterizados en nuestre laboratoric del CIB, que existen
células T que ne expresan CD3Y o CD38 en individuos ne
inmunodeficientes, caracterizandose dichas células y las iso-
formas de receptor que expresan.

Se han realizado colaboraciones para establecer la funcién
tle receptores de antigeno y coestimuladores en diversas pato-
legias, que han permitido descubrir la regulacion de la expre-
sion del coestimulador CD28, con modulacion de sus niveles
de expresion en la superficie de los linfocitos T durante el
curso de la respuesta inmune, lo que contrasta con la nocidn

the expression of pre-receptors in the surface of lymphocyte pro-
genitors, which act as developmental check points at the transi-
tion between the distinet differentiation stages.

We have aimed to address three long-standing questions in
the field during the past two years: first, which is the stoichio-
metry of the recognition module in T cells?, second,which is the
order of expression of a panel of genes relevant to the control of
immunoglobulin-producing cell generation?, and, third, does the
CD3ey paraliel transduction module have unique functions
which are non redundant to those of the CD3¢6 module?.

Our results show that TCR that Tafl  cells use to recognize
antigen-major histecompatibility complexes bears two binding
sites, instead of one, per TCR/CD3 complex, and have revisited
the quaternary structure of the T cell receptor. These results have
reached a broad diffusion, with quick inclusion into internatio-
naily leading reviews and textbooks in Immunology.

Our work has also contributed to uncover that CD38 is neit-
her structurally essential for the surface expression of TCR/CD3
complexes in T cells nor functionally redundant with the homo-
logous CD38 subunit. Independent work from other laboratories
has reached to a similar finding for human and mouse bearing
disrupted CD3y genes. Using transgenic and knock-out mice and
subunit specific antibodies developed by as at the CIB during the
past twe years, we have contributed to demonstrate that
TCR/CD3 receptor complex isaforms occur on the cell surface of
cells from animals that have fully functional CD3y and CD3§
genes but bear antigen receptors that are CD3y -less or CD36 -
less antigen veceptors,

We have also worked to improve an “in vitro” differentiation

system where the coculture of CD34YCD38" totipatent hemo-
poietic cells and bone marrow siromal cells leads to the genera-
tion of mature functional B cells, that we contributed in our pre-
vious report. It is part of our strategy for the study of the mecha-
nisms that control B cell development, to define discrete B cell dif-
Jerentiation stages, the estimation of their frequency, anatomical
location and modifications during the ontogeny of the individual.
Modifications introduced now allow for the in vitro expansion of
totipotential stem cell candidates. The research efforts in this line
have led to the discovery of novel populations of human B-cell
progenitors that are under characterization in our laboratory.
These efforts are partly funded by a patent technology trasfer
filled by our group (Spanish Patent Office n® 9602623).
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tradicional de un expresion cosntitutiva estable. Este resulta-
do se enmarca dentro del esfuerzo de desarrollar métodes
cuantitativos de andlisis de la respuesta inmune y trasladar la
informacidn fruto de la investigacién fundamental a escena-
rios aplicados en biomedicina.

Finalmente, hemos introducido mejoras en el sistema de
diferenciacion in vitro de células productoras de anticuerpos a
partir de células madre de la sangre totipotenciales

CD34*CD38" y una linea de estroma de médula osea, desaro-
lladas previamente por nosotros como parte de nuestra estra-
tegia de estudiar los mecanismos celulares que controlan el
desarrollo de los linfocitos B, y caracterizar los estadios de
diferenciacién B, su frecuencia, distribucién andtomica y
variacién cen la edad. Gracias a este trabajo se han podido
expandir in vitro candidatos a células madre totipotenciales y
descubrir nuevas poblaciones de progenitores B no descritas
hasta la fecha. Nuestra patente en este tema (Inmunoclén
especifico para V-preB humano, Oficina Espafiola de Patentes
y Marcas N° 9602623) ha entrado en fase comercial de exple-
tacion.
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Lalora, 3-metilcrotonilglicinuria, sine oculis, HUS, Factor M

Proteinas reguladoras de la activacion del complemento. El
cluster RCA en 1¢32

El complemento es el mecanismo efector humoral mis
importante de la defensa natural o inespecifica, y esta disena-
do para defendernos de la infeccion generando componentes
activos capaces de lisar los microorganismos o de revelar su
presencia al sistema inmune celular. Su correcto funciona-
miento requiere de reguladores de su actividad y de recepto-
res para sus componentes activos en células del sistema inmu-
ne. La mayoria de estos componentes reguladores y recepto-
res pertenece a la misma familia de proteinas. En 1985/6 des-
cribimos que sus genes estan estrechamente ligados en un
agrupamiento genético localizado en el brazo largo del cro-

Kevwords: Complement, alkaptonuria, epilepsy of the Lafora
type, 3-methylerotonylglycinuria, sine oculis, HUS, Factor M

Complement regulatory proteins. The RCA gene cluster in 1932

Complement is a major defence and clearance system in the
bloodstream that is designed to fight infection by generating acti-
ve elements that will have the potential of killing microorganisms
or marking their presence to the cellular immune system. To
Junction correctly the complement requires molecules regulating
its activity and receptors for its dactive elements on immune sys-
tem cells. The majority of these vegulators and receptors belong
to the same family of proteins and are coded by closely-linked
genes within the RCA gene cluster, located on the long arm of
chromosome 1 (1¢32). Since we described the RCA gene cluster
in 1985/6, research in our laboratory has been focused on the
study of the genetics and function of the proteins that regulate the



mosoma 1 humano (1g32) que denominamos sistema RCA.
Nuestro laboratoric mantiene desde entonces una linea de
investigacion centrada en el estudio funcional y genético de
proteinas reguladoras del sistema del complemento. Los
aspectos de la biologia del sistema RCA que hemos abordado
incluyen: i} Cartografia genética, incluyendo el clonaje y la
secuenciacion del sistema RCA humano vy la caracterizacion
de nuevos genes en esta regién cromosémica; ii) Estudios
comparativos y andlisis de la evolucién molecular del sistema
RCA; iii} Caracterizacion de los mecanismos moleculares que
regulan la expresion de algunos de los genes del sistema RCA;
iv) Interaccion de proteinas reguladoras del complemento
con patogenos microbianoes; y v} asociacion de los genes del
sistema RCA y enfermedad. Actualmente la actividad del
laboratorio en esta linea se centra en el estudio del papel de
facter H en sindrome hemolitico urémico atipico y de C4BP
en fibrosis y en trombosis.

Bases moleculares de la alcaptonuria

Alcaptonuria (AKU; McKusick namero 203500), el ejem-
plo clisico de error metabolico congénito, es una enfermedad
pocoe frecuente en la que el dcido homogentisico, un interme-
diario de la ruta cataholica de la fenilalanina no puede meta-
bolizarse causando homogentisico aciduria (orina negra),
acronosis (pigmentacion del tejide conjuntivo) y artrosis. Los
pacientes AKU son deficitarios de homogentisico dioxigenasa
{(HGO, EC1.13.11.5), la enzima que cataliza la conversion de
hotnogentisato a maleilacetoacetato. Utilizando un medelo
fingico para alcaptonuria desarrollade por el Dr. M. A
Pefialva (CIB/CSIC) y aprovechando los enormes recursos
generadoes per el Proyecte Genoma Humano, en 1996 clona-
mos el gen HGO humano y demostramos que los pacientes
AKU son homozigotos o heterozigotos compuestos para
mutaciones perdida de funcién en HGO. En los anos sucesi-
vos hemos completado la caracterizado las bases moleculares,
estructurales vy la epidemiologia genética de esta enfermedad.
Mis datos sobre esta linea de investigacién en la direccion de
Internet: hup//www.cib.csic.es/~akudb/index. htm.
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complement system. Aspects of RCA biology studied in our labo-
ratory include: i) Genetic mapping of the RCA gene linkage
group. This includes cloning, sequencing and characterization of
new genes within the RCA; ii} Comparative studies and molecu-
lar evolution of the RCA linkage group; ili) Characterization of
the molecular mechanisms that vegulate the expression of some of
the RCA genes; iv) Interaction of RCA proteins with micrebial
pathogens; and v) Association between RCA genes and disease.
Actually we focus on the study of the roles of factor H in atypical
hemolytic uremic syndrome and of C4BP in fibrosis and throm-
bosis.

Molecular basis of alkaptonuria

Alkaptonuria (AKU; McKusick number 203500}, the pro-
totypic inborn ervor of metabolism, is a rare disease in which
homogentisate, an intermediary product in the phenylalanine
catabolic pathway, cannot be further metabolized and causes
homogentisic aciduria, ochronosis and arthritis. AKU patients
are deficient for homogentisate dioxygenase (HGO, EC
1.13.11.5), the enzyme mediating the conversion of homogenti-
sate to maleylacetoacetate. In 1996, using a fungal model for
alkaptonuria developed by Dr M. A Pefialva (CIB/CSIC) and
taking advantage of the great resources made available by the
Human Genome Project, we cloned the human HGO gene and
demonstrated that AKU patients are homozygous, or compound
heterozygous, for loss-of-function mutations in HGO. During
these years we huve completed the characterization of the mole-
cular, structural and epidemiological bases of the discase. More
information about this line of research is available at
hitp./iwww.cib.csic.es/~akudb/index.hom.

Molecular basis of the progressive myoclonus epilepsy of the
Lafora type

The Lafora disease (LD, EPM2; MIM 254780) is the most fre-
quent cause of progressive myoclonus epilepsy in Southern
Europe. Most patients die within 10 years from the onset, follo-
wing a rapid progression to a vegetative terminal state. LD is
characterized by the presence of polyglucosan intracelular inclu-
sion bodies (so-called Lafora bodies} showing a composition that
resembles that of glycogen or amylopeptin. LD is inherited as an
autosomal recessive trait. The LD gene (EPM2A) is located in
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Bases moleculares de la epilepsia mioclonica progresiva de
Lafora

La enfermedad de Lafora (LD, EPM2; MIM 254780) es la
causa mds frecuente de epilepsia mioclonica progresiva en los
paises del sur de Europa. La mayoria de los enfermos fallecen
antes de 10 afios después del comienzo de la enfermedad tras
evolucionar a un estado vegetative terminal. La LD se carac-
teriza por la presencia sistémica de depdsitos intracelulares de
una sustancia intensamente PAS positiva (llamados cuerpos
de Lafora) de composicion similar al glucégeno o la amilo-
peptina. LD se hereda como un cardcter autosémico recesivo.
El gen responsable de la LD (EPM2A) se localiza en 6q24. En
1999, en colaboracion con el Dr. J.M. Serratosa (FJD}, identi-
ficamos el gen responsable de LD y demostramos que codifi-
ca una proteina con homologia con proteinas tirosin-fosfata-
sas duales (PTPasas) que denominamos LAFPTPasa. En esta
linea de investigacion pretendemos la caracterizacion funcio-
nal de la proteina LAFPTPasa y establecer por qué su ausen-
cia determina la enfermedad de Lafora. Con este fin, estamos
desarrollando una estrategia muiltiple con aproximaciones
genéticas, bioquimicas y de biologia molecular y celular. Parte
central en este proyecto es la utilizacion de téenicas genémi-
cas y proleomicas. Esperamos que los resultados de este pro-
yecto aporten datos sobre los procesos moleculares causantes
de la patclogia y que este conocimiento permita delinear
abordajes terapénticos.

Bases moleculares de la 3-metilcrotonilglicinuria

La 3-metilerotoniiglicinuria es una metabolopatia en el
catabolismo de la leucina que resulta del déficit de la enzima
3-metilcrotonil-CoA carboxilasa (MCC). La incorporacion de
la espectrometria de masas en el screening neonatal de meta-
bolopatias ha revelado que la incidencia de esta paiologia es
mayor de lo que se suponia. La 3-metilcrotonilglicinuria se
hereda con un patrén autosomico recesive. Cuando iniciamos
este proyecto, ¢l estudio molecular de esta enfermedad no era
posible porque los genes que cedifican la MCC no se habian
caracterizado. MCC es una enzima heterodimerica compues-
ta de subunidades alia (conteniendo biotina) y beta, y es la
unica de las cuatro carboxilasas humanas dependientes de
biotina que no se habia caracterizado genéticamente. Los

6424. In 1999, in collaboration with Dx, [.M. Serratosa (FID) we
identified the gene vesponsible for LD and demonstrated that it
codes for a protein with homology to dual protein tyrosine phosp-
hatases (PTPases} that we denominated I AFPTPgsa. In this line
of reasearch we will functionally characterize the LAFPTPasa
protein and determine why its absence causes Lafora disease. To
this end we are developing a multidisciplinary strategy, including
genetic, biochemical and molecular and cellular biology approa-
ches. Central to this approach is the use of genomic and proteo-
mic approaches. We expect that our vesults will increase our
understanding of the molecular processes underlying the patho-
logy and that this knowledge will allow us to delineate thera-
peutic approaches.

The molecular bases of the 3-methylcrotonylglycinuria

3-Methylcrotonylglycinuria is an inborn ervor of leucine
catabolism that vesults from the deficiency of 3-methylcvotonyl-
CoA carboxylase (MCC). The introduction of tandem mass spec-
trometry in newborn screening has revealed an unexpectedly high
incidence of this disorder. 3-methylcrotonylglycinuria has
recessive pattern of inheritiunce. When these project was initia-
ted, the molecular studies of this disease were not possible becau-
se the genes enceding MCC were not chavacterized. MCC, an
heteromeric enzyme consisting of alpha (biotin-containing) and
beta subunits, was the only one of the four biotin-dependent car-
boxylases known in humans that was not genetically characieri-
zed. Patients belong to two complementation groups, depending
the sububit that is afected. In collaboration with the laberatories
of Dr Ugarte (CBM) and Dr. Penalva (CIB) we have developed a
line of research with the objective of characterize the molecular
buses of the 3-methylcrotonylglycinuria and complete the genetic
characterization of the four human biotin-dependent carboxyla-
ses. Among the results already obtained in this project are the
cloning and characterization of the MCCA and the MCCB genes
{encoding the MCC alpha and MCC beta subunits, respectively)
and the identification in them of disease-causing mutations in 3-
methylcrotonylglycinuria patients of the two complementation
groups.
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pacientes se clasifican en dos grupos de complementacion
dependiendo de la subunidad afectada. En colaboraciéon con
los laboratorios de la Dra. M. Ugarte (CBM) y del Dr. M. A,
Penalva (CIB), hemos desarrollado una linea de investigacion
con el objetivo de determinar las bases moleculares de la 3-
metilcrotonilglicinuria y completar la caracterizacion genéti-
ca de las cuatro carboxilasas humanas dependientes de bioti-
na. Entre los resultados ya alcanzados en este proyecto estan
la clonacién y caracterizacion de los genes MCCA y MCCB
(codificande las cadenas MCCalfa y MCCbeta, respectiva-
mente) y la identificacién de mutaciones en estos genes res-
ponsables de causar 3-metilcrotenilglicinuria en pacientes de
los dos grupes de complementacion.

Genes humanos de la familia SIX/sine oculis y su implica-
cion en malformaciones congénitas

Tratande de aprovechar los avances en la caracierizacion
de genes implicados en el desarrollo del ojo en otras especies,
hemos desarrollado un proyecto de mnvestigacion, en colabo-
racion con genetistas de la FJD (Dras. C. Ayuso y C. Ramos,
Servicio de Genética) y de bidlogos especialistas en desarrollo
(Dra. P Bovolenta, Instituto Cajal, CSIC), encaminade a
caracterizar los genes homeobox humanos de la familia
S1X/sine oculis y a determinar su implicacion en mallorma-
clones congénitas ({inicialmente oculares). Entre los objetivos
que se han alcanzado estdn: 1) La clonacion de tres genes de
la familia STX/sine oculis humana (51X2, 5IX3 y SIX06). Uno
de ellos, SIX6, no se habia caracterizado antes en mninguna
otra especie. 2) La localizacién cromosémica, caracterizacion
de la estructura génica y organizacion genémica de los genes
SIX humanos, y 3) El desarrolle de protocolos para el anilisis
mutacional de los genes SIX y el analisis de la implicacién
patolégica de los genes SIX2 y STX6. Como resultado de este
estudio hemos excluido el gen SIX2 como responsable del
sindrome ODED, y mds importante, hemos concluido que
SIX6 es un muy buen candidato posicional para microoftal-
mia/anoftalmia y alteraciones de la hipofisis.

Human genes of the S1X/sine oculis family and their implica-
tion in congenital malformations

The objective of this project is to get insight into the human
genes implicated in congenital malformations from the knowled-
ge generated in the characterization of developmental genes in
other species. This is a collaborative study of our group with cli-
nical geneticists from the Fundacion Jiménez Diaz. (Dras. C.
Ayuse y C. Ramos, Servicie de Genética} and biolegists working
in the development field (Dra. B Bovelenta, Instituto Cajal,
CSIC). The initial goals weve to clone and characterize human
genes of the SIX/sine oculis family and to determine their impli-
cation in ocular malformations. Among the objectives already
dchieved in this study are: 1) the cloning in humans of three
genes of the SIX family (SIX2, SIX3 and S51X6). One of them,
S1X6, is a novel gene that had not been cloned in any species. 2}
The characterization of the chromosomal mapping, gene structic-
re, and genomic organization of the human SIX genes., and 3) the
development of protocols for the mutational analysis of the
human SIX genes. As a result of these studies we have excluded
the SIX2 gene as responsible of the ODED syndrome and, most
important, we have concluded that SIX6 is a positional candida-
te for microphthalmia/anophthalmia and pituitary anomalies.
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Figura 1: Microscopia confocal de los diferentes tipos de virus vaccinia presemes en el exterior de las células infectadas. Células BSC-
40 infectadas durante 18 horas fueron incubadas con anticuerpos especificos de proteinas presentes en las membranas externas de
virus envueltos o desnudos y marcadas posteriormente con los flucrocromos Texas-Red y Cy2, tespectivamente. Se observa la pre-
sencia de virus envuelios de color rojo, virus desnudos de color verde y algunos virus con envuelta rota de color amarillo.
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Mecanismo de la fusién celular inducida por el virus vacci-
nia: identificacién y caracterizacion de las proteinas impli-
cadas y su aplicacion al desarrollo de nuevos vectores
recombinantes mds seguros

El virus vaccinia es la especie tipo del género Ortopoxvirus y
es bien conocido por su utilizacién como vacuna viva en la
unica campaia de vacunacion que ha conseguido la erradica-
cién de una enfermedad viral, como es el caso de la viruela.
El virus vaccinia u otros virus relacionados pueden ser utili-
zados en el futuro como vacuna viva conira otros patdgenos
de importancia médica y veterinaria. Este proyecto pretende
identificar y caracterizar proteinas de membrana de virus vac-
cinia implicadas en el fenomeno de fusion celular y disemi-
nacion viricas con el fin de definir los mecanismos de infecti-
vidad y patogénesis de este virus humano y de obtener mejo-
res vectores basados en ¢l virus vaccinia que pudieran tener
una aplicacion en incrementar la seguridad como vector de
expresion en el labeoratorio y en el desarrello futuro de nue-
vas vacunas recombinantes. Utilizando una colecciéon de
mutantes atenuados del virus vaccinia con alteraciones en
proteinas de membrana, asi como virus recombinantes obte-
nidos a partir del rescate de marcadores genéticos en virus
mulantes o por mutagénesis insercicnal en el virus salvaje, o
alternativamente mediante la utilizacién de vectores de expre-
si¢n transitoria, se caracterizardn una serie de genes involu-
crados en interacciones virus-huésped cuya posible funcion
podria tener importantes implicaciones en virulencia in vive.
Se analizard la posible funcion de estos genes en la replicacién
viral in vitro e in vivoe, mediante la obtencién de virus recom-
binantes y la expresion de estos genes en sistemas procarioti-
cos v eucaridtices. Por ultimo, se valorard la eficacia de estos
virus recombinantes atenuados con respecto al virus salvaje.
Se estdn obteniendo también virus recombinantes que expre-
san proteinas heterclogas posiblemente implicadas en el desa-
rrollo de enfermedades autoinmunes y tumorales. Se ha ana-
lizado la modificacion de la respuesta inmune frente a estas
proteinas y su capacidad terapéutica. Estos virus recombinan-
tes, ademds de su apertacion al conocimiento del mecanismo
melecular de la respuesta inmune, permiten augurar nuevas
vias en el tratamiento de estas importantes enfermedades.

Mechanism of vaccinia virus induced ceflular fusion: identifi-
cation and characterization of viral preteins involved and
implications in the development of safer recombinant vectors

Vaccinia virus is the prototype of the Orthopoxvirus group. A
vaccine prepared with live vaccinia virus was used in the first
example of a worldwide immunization program that successfully
eradicated a human disease, smallpex. Vaccinia virus might be
used in the near future as @ recombinant vaccine against several
pathogens with human and veterinary importance. This project
proposes the identification and charactevization of vaccinida virus
membrane proteins invelved in virus-induced cellular fusion and
viral dissemination to define the mechanisms of infectivity and
pathogenesis of this human virus, This study will be useful to
generate safer expression vectors to be used in the laboratory and
to develop new recombinant vaccines in the future. A collection of
attenuated mutants of vaccinia virus with mutations in viral
membrane proteins and virus recombinants obtained by marker
rescue of specific mutations or by insertional mutagenesis of spe-
cific genes in wild-type virus will be used to characterize genes
involved in virus-host interactions, which might have important
implications in virulence. Transient expression vectors will also
aid toward deciphering the function of these genes. The role of
these genes in viral replication in vitro and in vivo will be deter-
mined. To this end, virus recombinants will be obtained.
Expression of viral proteins in prokaryotic and eukaryotic sys-
tems will allow to further characterize the function of these
genes. Finally, the eficacy of these attenuated virus recombinants
when compared with the wild-type virus will be tested.

We have also obtained recombinant viruses expressing heterolo-
gous proteins which are most likely involved in autoimmune and
tumoral disease development. We have analyzed in vive the
immune response and its therapeutic ability. These recombinant
viruses may be considered as valuable tools toward deciphering
the molecular mechanism of the immune response and they pro-
vided new avenues of therapeutic intervention in these important
diseases.



Figura 2: Crioinmunomicroscopia electro-
nica de virus vaccinia mutantes incapaces
de formar virus exiracelular envuelto.
Células BSC-40 fueron infectadas durante
18 horas con los virus salvaje (A,D}, 101-
14 (B,E) v 65-16 (C,F}. Las criosecciones
fueron incubadas con anticuerpos especifi-
cos de una protelna presente en la envuel-
ta del virus (A,B,C) v de una proteina pre-
sente en la membrana externa del virus sin
envuelta (D,E,F) y marcada con particulas
de oroc de 10nm unidas a proteina A. Tos
virus mutantes permanecen retenidos en el
interior celular al no ser capaces de formar
virus envuelto. En estas condiciones, la
proteina de la envuelta se acumula en la
membrana plasmatica.
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Figura: Region que rodea al triptofano superficial (amarillo) implicado
en la oxidacion del alcohol veratrilico por la nueva peroxidasa versatil
(VP) de Pleurotus eryngii (isoenzimas PL y PS1) v la lignina peroxida-
sa (LiP) de Phanerochaete chrysosporium (isoenzima H8) y region equi-
valente en la manganeso peroxidasa (MnP) de Phanerochaete chrysos-
porium

Figure: Region surrounding an exposed tryptophan (yellow) involved in
veratryl aleohol oxidation by the new versatile peroxidase (VP) from
Pleurotus eryngii (ispenzymes PL and PS1) and lignin peroxidase (LiP)
from Phanerochaete chrysosporium (isoenzyme H8) and corvesponding
region in manganese peroxidase (MnP) from Phanerochaete chrysospo-
rium
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Metaleenzimas de hongos que oxidan compuestos aromati-
cos de interés industrial o0 medioambiental

A fin de saber como los basidiomicetos ligninoliticos son
capaces de degradar compuestos aromiticos recalcitrantes y
aprovechar esta informacién para disefar nuevos bioproce-
sos, se definieron los siguientes objetives: i) Optimizar siste-
mas de expresion para peroxidasas y lacasas de hongos (para
ser utilizados en ingenieria de proteinas y fermentaciones
industriales} comparando el replegado de la proteina recupe-
rada a partir de cuerpos bacterianos de inclusion, la expresion
mejorada en ascomicetos industriales y el desarrollo de un
sistema de expresion en basidiomicetos; i} caracterizar en
términos de relaciones estructura-funcion algunas de las
metaloenzimas mds relevantes producidas por los basidiomi-
cetos y, basandose en esta informacidn, mejorar las propieda-
des cataliticas de algunas de ellas para su aplicacion industrial
utilizando técnicas de ingenieria de proteinas; i} desarrollar
procesos eficaces de fermentacion para la produccion de las
metaloenzimas mds prometedoras usando los sistemas de
expresién desarrollados, y evaluar su aplicacion industrial en
la produccién de alimentos, fabricacion de papel {como alter-
nativa a procesos contaminantes) y/¢ otras aplicaciones res-
petuosas con el medio ambiente,

El plan de trabajo incluye las siguientes tareas: 1) clona-
ci¢n de peroxidasas y lacasas (para optimizacion de la expre-
sion, mutagénesis dirigida y fermentaciéon con enzimas
recombinantes); ii) Expresion en Escherichia coli y produc-
cién de enzima activa (replegado de proteina a partir de los
cuerpos de inclusion); iii) expresion de metaloenzimas fungi-
cas en ascomicelos (utilizando Emericella nidulans como refe-
rencia v Aspergillus oryzae para la expresion industrial); iv)
Expresion de metaloenzimas en basidiomicetos usando
Schizophyllum commune como modelo, con objeto de desa-
rrollar un nuevo modele de expresion en el basidiomiceto
industrial Pycnoporus cinnabarinus v) Aislamiento y caracteri-
zacion de enzimas relevantes (incluyendo una nueva peroxi-
dasa); vi) Analisis de espectroscopia de NMR y difraccion de
rayos X (para obtener modelos moleculares e informacion
estructural sohre las enzimas nuevas v recombinantes); vii)

Keywords: Lignin, peroxidases, laccases, biotechnology, biode-
gradation

Fungal metalloenzymes oxidizing aromatic compounds of
industrial interest

In order to understand how ligninolytic buasidiomycetes
manage to degrade recalcitrant aromatic compounds and to take
advantage of this to design new bio-processes the following objec-
tives are defined: i} To optimize an expression systems for fungal
peroxiduses and laccases (to be used for protein engineering and
industrial fermentation) by comparing refolding of protein from
bacterial inclusion bodies, improved expression in industrial
ascomycetes, and development of a basidiomycete expression sys-
temi; it) to characterize in tevms of structure-function relations-
hips seme of the most relevant metalloenzymes produced by basi-
dipmycetes and, based on the above information, to improve the
catalytic properties of some of them for industrial application by
protein engineering techniques; and iil) to develop efficient fer-
mentation processes for the production of the most promising
metalloenzymes using the expression tools developed, and to eva-
luate their industrial applicability in food production, paper pulp
manitfacture (as alternative to contamingting processes) and/or
other environmentally-sound applications.

The workplan includes the following workpachages: i)
Cloning DNA encoding perexidases and laccases (for optimiza-
tion of expression, site-directed mutagenesis, and recombinant
engzyme fermentation); ii} Expression in Escherichia coli and
production of active enzyme (refolding of protein from inclusion
bodies); iii} Fungal metalloenzyme expression in Ascomycetes
(using Emericella nidulans as a reference und Aspergillus ory-
zae as a fungal host for industrial expression); iv)
Meétalloenzyme  expression in  Basidiomycetes  (using
Schizophyllum commune as a model to develop a new expres-
ston system in the industrial basidiomycete Pycnoporus cinna-
barinus}; v} Isolation and characterization of relevant enzymes
(including new peroxidase}; vi) NMR spectroscopy and crysta-
llographic analysis (to obtain molecular models and structural
information on new and recombinant engymes); vii) Structure-
function and protein modification studies (for elucidation of key
aspects of enzyme catalysis and production of improved
variants); viii} Fermentation technology for metalloenzyme pro-
duction (using the most adequate host systems); and ix)
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Estudios estructurales y modificacion de proteinas (utilizan-
do los sistemas de expresién mas adecuades) y ix) evaluacion
de la aplicabilidad industrial de las enzimas estudiadas {inclu-
yendo los sectores de alimentacion y papel).

A causa de la alta multidisciplinaridad requerida el pro-
yecto incluye grupos con experiencia en i} biotecnologia
(CIB-CSIC, ES, y UHEL, Fl}; ii) genética de hongos (RuG,
NL, e INRA, FR); iii) ingenieria de peroxidasas (USussex, GB)
y iv) NMR (UFIR, 1T} y difraccion de rayos X (ETH, CH);
junto con v} dos companias productoras de enzimas con
experiencia en produccion de proteinas recombinantes
{Frimond, BE, y Novozymes, DK). Este consorcio, con parti-
cipantes de 8 paises miembros de la UE y Suiza, da al proyec-
to una fuerte dimensién europea.

Nuevos métodos respetunosos con el medioambiente para el
control del "pitch" en diferentes procesos de fabricacion de

papel

El primer objetivo es desarrollar métodos respetuosos con
el medio ambiente para el control del “pitch” durante la fabri-
cacion de papel basados en: 1) el estudio de los extraibles de
la madera durante la fabricacion de pasta kraft de eucalipto v
pasta TMP de Picea, y la identificacion de los compuestos res-
ponsables de los depdsitos de “pitch”; ii} cepas de hongos
seleccionadas capaces de eliminar los extraibles de ambos
tipos de madera; iii} nuevas enzimas (nativas o modificadas)
capaces de degradar los compuestos en las pastas o en los
liquidos de proceso y iv) métodos fisico-quimicos mejorados
para eliminar el “pitch” o disminuir su depositabilidad. El
segundo objetivo es desarrollar los anteriores métodos a esca-
la piloto incluyendo: i) optimizacion del crecimiento fiingico
y formulacion de inéculos; i) protocolos optimizados para la
produccion de las nuevas enzimas desarrolladas., i} combi-
nacion de tratamientos enzimaticos y fisico-quimicos; iv) pas-
teo v blanqueo a escala piloto; v} analisis de las ventajas de los
nuevos procesos en términos de eliminacion de extraibles,
depositabilidad del “pitch”, pardmetros de proceso y toxicidad
de los efluentes; vi) evaluacién del interés comercial para
diferentes materias primas, procesos de fabricacion y merca-
dos mundiales,

El plan de trabajo incluye estudios sobre los compuestos
extraibles con objeto de saber como son modificados quimi-

Evaluation of the industrial application of the enzymes studied
(including food and pulp-paper sectors).

Because of high multi-disciplinarity required, the project con-
sortium includes groups with expertise in: i) biotechnology (CIB-
CSIC, ES; and UHEL, Fi); ii) fungal genetics (RuG, NL; and
INRA, FR); iii} peroxidase engineering (USussex, GB); and iv)
protein NMR (UFIR, IT} and x-ray diffraction analyses (ETH,
CH); together with v) two enzyme-producing companies with
experience in recombinant protein production (Frimond, BE; and
Novo Nordisk, DK). The above consortium {(with pariners from.
eight EU members and Switzerland) gives the proposal a strong
European dimension.

New environmentally-sound methods for pitch control in diffe-
rent paper pulp manufacturing processes

To design environmentally-sound methods for pitch control
during manufacture of selected paper pulps based on: i) previous
balance of extractive-derived compounds during manufacturing
of eucalypt Kraft pulp and spnice TMP pulp, and identification
of compounds responsible for pitch deposition; ii) selected fungal
strains removing extractives from both woeod types; iii) new
(native or engineered) enzymes being able to degrade target com-
pounds in pulps or liquids; and iv) improved physicochemical
methods to remove pitch or decrease depositability. To develop the
above pitch control methods at a pilot scale ineluding: i) fungal
growth optimization and formulation of inocula to treat wood; ii)
optimized protocols for production of the new enzymes develo-
ped; iti} combined enzymatic-physicochemical treatmenis; iv)
pilot-seale pulping and bleaching including the above optimized
treatments; v} analysis of advantages of the new processes in
terms of extractive removal, pitch depositability, pulp and process
parameters, and effluent toxicity; and vi) evaluation of their
commercial intevest for different raw materials, pulping proces-
ses and world markets..

The work plan established includes studies on wood extracti-
ve compounds to show how they are chemically-modified or
degraded in the course of the pulp manufacturing processes,
which of them survive pulping and bleaching, how colloidal pitch
stability and depositability are meodified, and what are the main
compounds responsible for the formation of deposits as well as
the main reactions and mechanisms involved. Then, bicological
treatments will be developed with the aim of reducing deposit for-
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camente durante la fabricacion de pasta, cuales sobreviven en
los procesos de pasteo y blanqueo, como se modifican la esta-
bilidad y depositabilidad del “pitch” coloidal y cuales son los
principales compuestos responsables de los depdsitos v las
reaccicnes implicadas en su formacién. Se desarrollardn trata-
mientos bioldgicos para reducir la formacion de depésitos vy
obtener ventajas adicionales (ambientales o de proceso). Se
investigardn hongos seleccicnados y se optimizara la inocula-
cion y condiciones de tratamiento (para maderas de eucalip-
W y Picea) comparados con CartapipIM. Estos estudies
incluirdan experimentos de pasteo/blanqueo para evaluacion
de las propiedades de coccidn, refinado y fabricacion de
papel, produccion de inoculos microbianos y €l tratamiento
de la madera a escala piloto. El uso de enzimas ofrece venta-
jas adicionales para el control del “pitch” al poder incluirlas
en diferentes fases del proceso. Actualmente, la ResinaseTM y
olras lipasas se estdn comercializando para el proceso de tra-
tamiento del “pitch”, Sin embarge éstas son de poca utilidad
en muchos procesos de fabricacién de pasta de papel ya que
su accion de limita a los glicéridos, que en muchos casos no
son los principales responsables de los depositos. Para
ampliar el potencial de los tratamientos enzimdticos para el
control de “pitch” se exploraran dos alternativas: 1) la bis-
queda de nuevas enzimas en hongos que degraden eficaz-
mente los extrafbles del eucalipto y Ja Picea (utilizando com-
puestos sencillos, “pitch” sintético y otros sustratos); y ii)
mejorando las enzimas industriales ya conocidas mediante las
herramientas proporcionadas por la ingenieria genética.
Finalmente varios métodos fisico-quimicos mejoradoes para el
control del “pitch”, basados en la flotacién por aire disuelto v
la ultrafiltracion seran investigados y se evaluara su comple-
mentariedad con los tratamientos biologicos. El proyecto
incluye grupos con experiencia en microbiologia, biotecnolo-
gia, ingenieria y quimica; centros técnicos y companias de
biotecnologia vy produccién de papel, de 5 paises europeos.

Nuevas peroxidasas y oxidasas de Plewrotus: Estudios
estructurales y expresion hetersloga en relacién con la bio-
degradacion de compuestos aromaticos de interés industrial
o medioambiental

Los objetivos generales del proyecto son: i) profundizar en
el conocimiento de los aspectos mas relevantes de la estrue-

mation and obtaining additional environmental or process impro-
vements. Selected fungal strains will be investigated und optimi-
zed inoculation and treatment conditions (for both eucalypt and
spruce wood) defined at the laboratory scale (compared with
CartapipTM). These studies will include pulping/bleaching expe-
riments for evaluation of cooking, refining and papermaking pro-
perties, the subsequent production of microbial inocula, and the
treatment of wood at pilot-scale. The use of enzymes offers addi-
tional advantages for pitch control due to the possibility of inchi-
ding them at diffevent stages of pulping and bleaching. Currently,
ResinaseTM and other lipases are being commercialized for pitch
control. However, they are of limited utility in many pulping pro-
cesses because their action is limited to glycerides, which in
many cases are not the main responsible for pitch deposition. In
order to expand the potential of enzymatic treatments for pitch
control, two alternatives will be exploved based on: i) the search
for new enzymes in fungi efficiently-degrading eucalypt and
spruce extractive compounds (using simple target compounds,
“synthetic pitch" and other substrates); and ii) enlarging the
potential of the already-known industrial enzymes for pitch con-
trol by the use of tools provided by the genetic engineering.
Finally, several improved physicochemical methods for the con-
trol of pitch deposition based on dissolved-air flotation and ultra-
filtration technelogies, and their complementarity with the bio-
logical ones will be investigated. The project includes academic
groups with expertise in microbiology, biotechnology, engineering
and chemistry, iechnical centers, and biotechnology and paper
pulp-producing companies, from 5 EU countries.

Novel peroxidases from Pleurotus: Structural studies and
heterologous expression related to biodegradation of aromatic
compounds with industrial or environmental interest

The project focuses on two enzymes (d peroxidase and a oxi-
dase) acting sinersitically for lignin degradation by Pleurotus
eryngii, da fungus of biotechnological interest due to its capabili-
ties to degrade lignin selectively. The peroxidase is different from
other peroxidases described till the present, and has high versati-
lity for degradation of recalcitrant aromatic compounds, since it
shares catalytic properties of the well-known lignin peroxidase
and Mn-peroxidase of Phanerochaete chrysosporium (and oxidi-
zes also some compounds that are not efficiently oxidized by the
latter engymes). The second enzyime considered is aryl-alcohol

-~
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tura molecular de las nuevas peroxidasas y oxidasas (descu-
biertas en hongos del género Pleurotus) en relacién con su
actividad catalitica, mediante la cristalizacién y el modelado
molecular y la aplicacion de técnicas de mutagénesis dirigida
{que permitiran posteriormente modificar sus propiedades
cataliticas, de estabilidad u otras en relacion con diferentes
tipos de aplicaciones), ii) estudiar y optimizar la expresion de
los correspondientes genes (varios de eflos clonados reciente-
mente) en organismos modelo y en los sistemas utilizados
para la produccién industrial de enzimas asi como los proce-
dimientos de produccién y purificacion de las enzimas
recombinantes obtenidas, v iii) investigar los aspectos mas
relevantes de los mecanismos de accion de las enzimas nati-
vas y sus variantes obtenidas por mutagénesis dirigida, sobre
algunos sustratos aromaticos de interés industrial o medio-
ambiental {a la Tuz de los modelos moleculares ohtenidos).

Utilizacion de fibras no madereras: Nuevas secuencias de
blanqueo para la fabricacion de pastas con diferentes grados
de deslignificacién y distintos uses industriales

El principal cbjetivo de esta investigacion es la mejora en
la fabricacion de pasta de papel a partir de ciertas plantas
anuales, centrandose principalmente en el estudic del blan-
queo (sin la aplicacion de cloro elemental {ECF) y sin sus
derivados (TCF)}} con la utilizacion de técnicas biotecnolagi-
cas.

En particular, los objetivos son los siguientes: 1) Mejora
en la fabricacion de pastas a partir de lino y kenaf; 2)
Obtencion de pastas crudas con diferentes grados de desligni-
ficacién; 3} Desarrollo de nuevos métodos de blanqueo sin
cloro elemental y derivados (ECF y TCF) encaminados a su
utilizacién en especies no madereras (lino y kenaf); 4)
Utilizacion de técnicas biotecnologicas basadas en tratamien-
tos enzimidticos: xilanasas (comerciales), manganeso peroxi-
dasa (MnP) y lacasa (laboratorio); 3) Determinacién del
mediador de MnP y lacasa apropiado para la aplicacion en el
blanqueo comercial; 6) Estudio de la influencia de los trata-
mientos enzimdticos y del blanquee ECF y TCF en las pro-
piedades de la pasta y de los efluentes; 7) Produccion de enzi-
ma (MnP y lacasa); 8) Estudio de la influencia de los traca-
mientos enzimdticos y del blanqueo ECF y TCF en relacion
con las propiedades de las pastas (incluyendo envejecimiento

oxidase, a new oxidase chardcterized by its ability fo generate
hydrogen peroxide during oxidation of aromatic substrates. Both
enzymes were described and characterized for the first time at
the CIB, and were recently cloned and sequenced. The present
profect includes: i) structural analysis of these proteins (x-ray
diffraction after crystallization, and molecular modeling) and
medification of relevant amino-acid residues {(by specific chemi-
cal reactions and site-directed mutagenesis); ii) studies on hete-
rologous expression in prokaryotic and euharyotic systems
(including microorganisms of industrial intevest); and iii) eva-
luation of catalytic properties and industrial or environmenial
interest of the native enzymes and their variants including deter-
mination of kinetic constants and studies on their action on sim-
ple xenobiotics, lignin or lignin-derived compounds in paper pulp
samples provided by ENCE (the second manufacturer of eucalypt
paper pulp in the world).

Utilization of non-woody fibres: New bleaching sequences for
the manufacture of pulps with different degrees of delignifica-
tion and different industrial uses

The general objective of this research is to improve the manu-
facture of pulp from certain annual plants by studying specially
bleaching (without elemental chlovine (ECE) and chlorine com-
pounds (TCF)), stressing the use of biotechnological techniques.
Particular objectives are: 1) To improve the manufacture of pulps
from flax and kenaf; 2) To obtain unbleached pulps with different
degrees of delignification; 3} To develop new methods of elemen-
tal and totally chlorine free bleaching processes (ECF and TCF),
and designed for the processing of non wood species: flax and
kenaf, 4) Use of bictechnological techniques based on enzymatic
tredtments: xylanases (commercial), manganese peroxidase and
laccase (laboratory); 5) To find out appropiate manganese pero-
xidase and laccase mediator to apply in commercial bleaching; 6)
To study the influence of engymatic treatments and ECF and TCF
bleaching on pulp and effluent properties; 7) Enzyme production
(manganese peroxidase and laccase); 8} To study the influence of
enzymatic treatments and ECF and TCF bleaching in relation to
pulp (aging, refining..) and paper properties (tensile..} as well as
effluent properties (COD, color...); and 9} Industrial bleaching,
refining and pulp and paper properties.

This proposal fully complies with the following priorities of
the Spanish R&D Programme of Chemical Technologies: "1.1)



y refino), de los papeles {incluyendo propiedades apticas v de
resistencia) y de los efluentes (incluyendo DQO v color); v 9)
Realizacién de pruebas industriales.

Los obietivos del proyecto se enmarcan dentro de las prio-
ridades cientifico-1écnicas del Programa Nacional de
"Tecnologias de Procesos Quimicos” en sus apartados: "1.1)
Nuevos principios de disefio que optimicen procesos, abran
nuevos campos de produccion o supongan ventajas notables
desde el punto de vista medicambiental; 1.4) Innovacion de
procesos convencionales. Incorporacion de tecnologias va
probadas que puedan suponer mejoras en el rendimiento y
selectividad; y 3.1) Mejora del ciclo de vida v de las propie-
dades del producto. Configuracion del proceso condicionada
por la calidad del producto final. Andlisis de los pardmetros
de definicion de calidad para su optimizacion”.

Los principales resultados que se esperan obtener son los
siguientes: a) Mejora en la utilizacion de especies no madere-
ras con el principal propésito de la obtencion de pasta de
papel; b} Mejora en el blanquece de especies no madereras uti-
lizando métodos menos contaminantes; ¢) Ahorro en los reac-
tivos de blanqueo mediante la utilizacion de métodoes biotec-
nologicos sin afectar en las propiedades finales de la pasta; d}
Mejora de los sistemas enzima/mediador- aplicados a los pro-
cesos de blanqueo comerciales; €) Incremento del rendimien-
to en relacién a la utilizacién de materias primas; v {) Mejor
comprension del mecanismo de blanqueo segin métedos no
contaminantes y su relacién con las propiedades de perma-
nencia de las pastas.

Biodegradacién de compuestos aromdticos contaminantes
de suelos por hengos del género Pleurotus

El objetive es la utilizacion de hongos basidiomicetos del
género Pleurctus para la degradacion de xenobioticos, con
vistas a desarrollar estrategias de biorremediacion de suelos
en la comunidad de Madrid. Esta linea de investigacién se
basa en la inespecilicidad del sistema degradativo desarrolla-
do por estos hongos para despolimerizar y mineralizar la lig-
nina, polimere aromdtico estructuralmente relacionado con
muchos de los compuestos que causan problemas de conta-
minacién en suelos. El plan de trabajo incluye: i} la evalua-
cion de la capacidad de los hongos del género Pleurotus para
degradar varios xenobi6ticos modelo (incluyendo fenol, 2,4-
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New designs for process optimization, development of new pio-
duction fields, and providing advantages for environment preser-
vation; 1.4} Improvement of conventional processes.
Incorporation of already-known technologies improving process
yield and selectivity; and 3.1) Improvement of product life cycle
and properties. Process design to improve the quality of the final
product. Analysis of parameters for quality improvement".

The main expected results are: @} Improvement of utilization
of non-woody plants in order fo obtain mainly paper pulp; b)
Improvement of bleaching of non-woody pulps by less contami-
nating methods; ¢) Saving bleaching chemicals by the use of bio-
technological methods without impairing pulp properties; d}
Improvement of enzyme-mediator systems applied to commercial
bleaching processes; e} Yield increase in relationship with raw
material; and {) Better undersianding of the mechanism of blea-
ching with non polluting methods.

Biodegradation of aromatic pollutants in soil by Pleurotus species

Some basidiomycetous fungi are promising organisms for bio-
remediation applications due to the non-specific system they
developed for depolymerization and mineralization of the com-
plex and recalcitrant polymer of lignin. The use of these fungi for
bioremediation of water and soil has been initiated in other coun-
tries. Recent experiments show that they are able to degrade aro-
matic compounds, including polycyclic aromatic hydrocarbons
{PAH} and mixtures of different simple aromatic compound
(BTEX). A significant progress in the understanding of the ligni-
nolytic system in Pleurotus species was achieved in our labora-
tovy during last years, including: characterization of the different
enzymes, study of luccase-mediator systems for degradation of
nen-phenolic aromatic compounds, description of a new ligni-
nalytic peroxidase, description of a cyclic system producing
hydrogen peroxide, and demonstration of hydroxyl and superoxi-
de radical formation by the fungi. Due to these facts, xenobiotic
degradation by this fungus will be investigated in order to deve-
lop a bioremediation strategy for the removal of aromatic pollu-
tants from seils of the Comunidad de Madrid. In the present
study, the following aspects of xenobiotic degradation by
Pleurotus spp will be studied: i) evaluation of the capabilities of
this fungus to degrade different model xenobiotics (including
phenol, 24-dichlorophenol, toluene and benzo(a)pyrene); ii)
detailed study of the enzymatic sysiem implicated in xenobiotic
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diclorofenol, telueno y benzo(alpireno); ii) el estudio detalla-
do del sistema enzimitico implicade en el proceso de biode-
gradacion {incluyendo el papel de las enzimas oxidativas y
sus posibles mediadores redox, los sistemas de reduccion aso-
ciados al micelie v los mecanismos de generacion de especies
activas de oxigeno); v iii) la biorremediacién de un suelo con-
taminado con objeto de evaluar la eficacia del hongo selec-
cionado para eliminar los xenobidticos y el destino de los
diferentes metabolitos formados en las diferentes fracciones
del suelo (validacion en microscosmo).
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Mecanismos celulares y moleculares del micoparasitismo de
Verticillium fungicola sobre los carpéforos de Agaricus bis-
porus (champifién cultivado)

La verticiliosis 0 "mole seca” de los cultivos de champinén
esld producida por el hongo hifomiceto Verticillium fungicola,
que parasita los carpoforos de Agaricus bisporus (hongo basi-
diomicelo), pero no su correspondiente micelio vegetativo,
Estudios realizados en este laboratorio han puesto de mani-
fiesto las diferentes composiciones y estructuras quimicas de
las paredes celulares de las hifas del micelio agregado de los
carpoforos de A. bisporus y de las paredes del correspondien-
te micelio vegetlativo. También hemos demostrado que V. fun-
gicola sintetiza "in vitro" las enzimas necesarias para degradar
ambas clases de paredes celulares, mientras que solo s capaz
de digerir "in vivo" las paredes celulares de las hifas agregadas.
Fn el momenio actual estamos estudiando la interaccion que
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Keywords: Cell wall, Agaricus bisporus, Verticillium fungico-
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Cellular and molecular rmechanisms of the Verticillium fun-
gicola mycoparasitism on the Agaricus bisporus fruit bodies
{cultivated mushroom)

The verticillium disease or "dry bubble" of the cultivated
mushroom is caused by the fungus hyphomycete Verticillinm
fungicola, which parusites the Agaricus hisporus fruit bodies
(fungus basidiomycete), but does not parusite the corresponding
vegetative mycelium. Studies carried out in this labovatory have
shown the different hyphal wall chemical composition and struc-
ture of the A. bisporus fruit bodies aggregated mycelium and
that of the vegetative mycelium. The necessary engymes te degra-
de both kinds of A. bisporus cell walls are synthesized "in vitro"
by V. lungicola, whereas the mycopathogen is only able to digest
“in vivo" the hyphal walls of fruit bodies. At present we are stud-
ying the interaction produced between certain polysaccharides of
the V. fungicola cell walls (glucogalactomannans) with determi-
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se produce entre ciertos polisacdridos de las paredes celulares
de V fungicola (glucogalactomananos) con determinadas pro-
teinas (glicoproteinas-lectinas) de las paredes celulares de las
hifas de los carpoforos de A. bisporus, que podria ser la causa
de la adhesion y/o el reconocimiento entre el micopardsiio y
el hospedador, mecanismos previos al desarrollo de la mico-
sis.

Efecto del fungicida Procloraz-Mn sobre las paredes celula-
res del micoparasito Verticillium fungicola

El fungicida Procloraz-Mn es utilizado rutinariamente en
los cultivos industriales de champifnon Agaricus bisporus para
controlar la verticiliosis o "mole seca” producida por
Verticillium fungicola, que ocasiona cuantiosas pérdidas eco-
némicas en el sector, Nuestros estudios previos sobre los
mecanismos celulares y moleculares de dicha patogénesis han
mostrado el importante papel desemperfiado por las paredes
celulares tanto del micopatégeno (V. fungicola) como del hos-
pedador (A. bisporus). Por todo ello y dade el uso intensivo
del citado fungicida en los cultivos industriales de champi-
fion, el estudio del efecto que produce el Procloraz-Mn sobre
la estructura de las paredes celulares complementa los estu-
dios que estamos llevando en paralelo para tratar de controlar
la enfermedad. Resultados preliminares apuntan a la inhibi-
cion parcial de la sintesis de proteinas de las paredes celulares
de V fungicola junto con una modificacién molecular de cier-
tos componentes polisacaridicos de estas mismas paredes
celulares.

Caracterizacién de diferentes parametros microbiologicos v
bioquimicos como marcadores de la calidad de los substra-
tos para el cultivo de hongos superiores comestibles

Los substratos sobre los que se desarrollan los hongos
superiores comestibles estan compuestos basicamente por
subproductos lignoceluldsicos, adicionados, en algunos
€asos, con otres componentes organicos mas Ticos en nitrd-
geno. Los substratos utilizados para el crecimiento de
Agaricus bisporus (champinén) requieren un proceso de com-
postaje o fermentacion en estado sélido que tradicionalmen-
te ha constado de una Fase 1 de fermentacion libre v una Fase
1t de fermentacion controlada. Cada una de estas fases debe

ned proteins (glycoproteins-lectins) in the hyphal walls of the A.
bisporus fruit bodies, which could be the cause of the adhesion
and/or recognition between the mycoparasite and the host, pre-
vious mechanisms to the mycosis development.

Effect of the fungicide Prochloraz-Mn on the cell walls of the
mycoparasite Verticillium fungicola

The fungicide Prochlovaz-Mn is routinarily used in industrial
cultures of the mushvoom Agaricus bisporus for controling the
verticillium disease or "dry bubble” produced by Verticillium
fungicola, which produces heavy econamic losses in the sector
Our preliminary studies on the cellular and melecular mecha-
nisms of such pathogenesis have shown the important role played
by not only the cell walls of the the mycopathogen (V. fungicola}
but alse by those of the host (A. bisporus). For this reason and
due to the intensive use of the cited fungicide in the mushroom
industrial cultures, the study of the effect produced by
Prochloraz-Mn on the cell wall structure complements the stu-
dies carried out in parallel trying to control the disease.
Preliminary results point out to a partial inhibition of cell wull
protein synthesis in V. fungicola, as well as ¢ modification of cer-
tain polysaccharide components in the same cell walls.

Characterization of different microbiological and biochemical
parameters as quality markers of the substrates for edible hig-
her fungi cultivation

The substrates for the cultivation of edible mushrooms are
mainly composed of lignocellulesic by-products, in some cases
activated with other richer nitrogenous components. The subs-
trates for Agaricus bisporus (mushroom} cultivation require a
composting or selid state fermentation process that traditionally
has consisted of the Phase I of the free fermentation and the Phase
1T of the controlled fermentation. Each one of these two phases
should show seme microbiological and/or biochemical markers
in order to supply repeatedly quality controlled substrates. As
microbiological markers in Phase 1l we are evaluating mesophi-
lic and termophilic actinomycetes and fungi (particularly
Scytalidium termophilum), while in Phase I, as the fermenta-
tion conditions ave not completely controlled, huge variations
and consequently a very distinct aevobic fungal flora are shown.
Among the biochentical markers, also in Phase 11, we have selec-



Biogquimica de Hongos/Biochemistry of Fung

contar con unos marcadores microbiolégicos y/o bioquimicos
con el fin de proporcionar unos substratos con una calidad
contrastada y repetitiva. Como marcadores microbiolégicos
se estdn evaluando en la Fase II actinomicetos y hongos
mesofilos y termofilos (particularmente Scytalidium termophi-
lum), dado que la Fase 1, hasta que no se definan mds com-
pletamente sus condiciones, presenta enormes variaciones y
per elle una flora fungica aerobia muy distinta. Entre los mar-
cadores bioquimicos, igualmente de la Fase [I, hemaos selec-
cionado los constituyentes mayoritarios de la lignocelulosa:
celulosa, hemicelulosa y lignina, asi como sus correspondien-
tes disacdridos de glucosa, xilosa y manosa (celobiosa, xile-
biosa y manohiosa) y alcohol veratrilico, vy las enzimas hidro-
liticos celulasa, hemicelulasa v lacasa.
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ted the lignocellulosic major compenents: cellulose, hemicellulo-
se and lignine, as well as their corresponding disaccharides of
glucose, xylose and mannose {(cellobiose, xvlobiose and manno-
biose) and veratryl alcohol, and the hydrolytic enzymes cellula-
se, hemicellulase and laccase.
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Caracterizacion de coinfecciones virales en salmonidos y
disefic de métodos inmunolégicos y moleculares de diap-
nosCo

Nuestro laboratorio se ha centrado en estudios de caracte-
rizacién de dos modelos de coinfecciones viricas heterdlogas
en Salmonidos que pueden producirse muy probablemente en
nuestre pafs: El virus de la necrosis pancreatica infecciosa
(IPNV} en coinfeccion con el virus de la necrosis hematopo-
vética infecciosa (IHNV) o con el rhabdovirus europeo de la
septicemia hemorrigica viral (VHSV), Hemos estudiado las
propiedades antigénicas, moleculares y de virulencia de estas
infecciones dobles v la existencia de interferencia mediada
por virus. También estamos determinado la influencia de
otros factores (temperatura, tiempo, muliiplicidad de infec-
cion) sobre la patogénesis de la coinfeccion asi como su
importancia para la deteccion adecuada de los dos virus
implicadoes. Hemos investigado la interferencia producida por
el IPNV sobre la multiplicacion del IHNV en la cepa 546, una
coinfeccion aislada de trucha arco iris. Pases sucesivos de esta
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Characterization of viral co-infections in salmonid fish and
design of immunological and molecular methods of diagnostic

Qur laboratory fecuses on the characterisation of two models
of heterologous ce-infections, in Salmonid fish both having the
most probabilities to occur in our country: The infectious pan-
creatic necrosis virus (IPNV) mixed with the virus infectious
hematopoyetic necrosis virus (THNV) or with the European rhab-
dovirus viral hemorragic septicaemia virus (VHSV). We are
studying the antigenic, molecular and virulent properties of these
dual infections, and the existence of viral intermediate interfe-
rence. Several other factors (temperature, time, multiplicity of
infection) affecting viral co-infection pathogenesis are being
determined as well as their velevance for the detection of both of
the involved viruses. We have investigated the intevfevence of
IHNV growth by the infectious pancreatic necvosis virus (IPNV)
in S46 strain, a co-infected isolate from rainbew trout. Successive
pussuges of co-infected sample caused both a decrease in the
IHNV mRNA and the absence of the PCR product specific for
IHNV, confirming the lost of the virus. Flow cytometric analysis
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muestra coinfectada produjeron una disminucion del RNA
mensajero del IHNV y la ausencia del producto de PCR espe-
cifico del THNV, confirmando asi la pérdida de este virus. Los
andlisis de citometria de flujo indicaron que solo un 13% de
las células inoculadas con la cepa $46 estaban infectadas con
IHNYV a las 48-72 horas post infeccién, frente a un 30-80 % de
células positivas para el IPNV, La pre-exposicion de las célu-
las al IHNV 24 horas antes de la infeccién con TPNV no modi-
fico los titulos infectivos o los resultados de PCR obtenidos en
coinfecciones simultaneas. Sin embargo no se produjo inhibi-
cion del IHNV cuando se redujo el inoculo del IPNV. Por
tante se demuestra que la interferencia del IPNV con el THNV
es dependiente de la multiplicidad de infeccién. La interac-
cion fue especifica para estos dos virus, ya que el IPNV no
interfiere con el VHSV, un virus taxonémicamente préximo al
THNYV,

El primer paso en una infeccion por virus es la adsorcion
del virus a un receptor especifico en la membrana de la célu-
la huésped susceptible. Nuestro grupo ests estudiando actual-
mente Ja coinfeccion a nivel del anclaje de los virus para
determinar una posible competencia del IPNV con el ITHNV
por los receptores celulares. Hemos establecido un ensayo
que permite evaluar la adsorcién mediante el uso de virus bio-
tinado, por citometria de flujo. Los primeros resultados apun-
tan que IPNV no interfiere con IHNV a este nivel. También
disefiamos un método de PCR anidada para detectar al [HN
en células coinfeciadas a una multiplicidad de infeccién que
fue 1000 veces menor que la del IPNV. Esta observacidn es
importante ya que, hasta que los sistemas de vacunacién
mejoren, la deteccion adecuada de patogenos es el dnico
modo efectivo de control de las infecclones virales en acui-
cultura.

Patogenicidad de serotipos espatioles del virus de la necro-
sis pancredtica infecciosa (IPNV) en trucha coman (Salmo
trutta, L.) y andlisis de las proteinas relacionadas con la
virulencia

El objetivo de este proyecto es el estudio de la virulencia
de diversas cepas espafiolas de IPNV (aisladas originalmente
en trucha arco-iris cultivada) para la especie autéctona de
trucha comun (Salme trutta) y las diferencias entre las cepas
de virus, a nivel molecular.

showed that only 13% of the cells inoculated with 546 strain were
infected with THNV at 48-72 hours post infection among the 50-
80% positive cells for IPNV. Pre-exposure of cells to IHNV for 24
hours before infection with IPNV, did not affected the infective
titers or the PCR results obtained in simultaneous co-infections.
However inhibition of IHNV was not preduced when the IPNV
incculum was reduced. So, a multiplicity of infection dependence
was demonstrated for IPNV-IHNV interference. The interaction
was specific for these two viruses, as the IPNV did not interfere
with the VHSV, a virus taxonomically related with the IHNV.

The first step in virus infection is the attachment of the virus
to a specific receptor on the surface of susceptible host cells. We
are now studying the co-infection at the level of virus binding for
determining a possible IPNV-IHNV competition for cellular
receptors.

We have established a virus binding assay which directly
visualized the binding of IHNV or IPNV to its target cells by
using the biotinilated virus in flow cytomeiry. The first results
suggest that IPNV do not interfere with IHNV at this level. We
have also designed an improved method of nested-PCR for detec-
ting the IHNV in co-infected cells at a multiplicity of infection
that was 1000 times lower than that of IPNV. This observation is
interesting as, until vaccine technology improves, the accurale
detection of the pathogens is the only effective way to control
virus infections in aquaculture.

Pathogenicity of spanish sevotypes of infecdous pancreatic
necrosis virus (IPNV) in brown trout (Salmo trutta, L.) and
analysis of the proteins related to virulence

The aim of this project is to study the virulence of several
strains of IPNV (originally isolated from rainbow trout) to the
autochthonous species brown trout (Salmo trutta} and the diffe-
rences of viral strains at the molecular level.

We have determined that 3-4 months of age is the time of
maximum susceptibifity for IPNV infection in brown trout, and
the rates of mortality produced by ten viral iselates. The molecu-
lar changes in the non-conserved fragment of the viral protein
gene VP2 and VP3 are being studied in relation to virulence. The
comparison of the identified nucleotide and deduced amino acid
sequences of non-virulent strains with the virulent Sp reference
strain, revealed only five amine acid differences, all of the in the
VP2 varighle domain.
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Hemos determinado que la edad de 3-4 meses es el momento
de mayor susceptibilidad para la infeccién por IPNV en trucha
comun, v las tasas de mortalidad producidas por 10 aislados del
virus, Se estdn estudiando las alteraciones moleculares en el {rag-
mento no conservado del gen de las proteinas VP2 y VP3, y sus
relaciones con la virulencia. La comparacién de los nuclestidos
identificados y la secuencias deducidas de aminodcidos de las
cepas no virulentas con la cepa virulenta de relerencia del seroti-
po Sp, revelaron tunicamente cinco diferencias de aminodcidos,
todos ellos en el dominie variable de la VP2.

Estamos llevando a cabo ensayos de atenuacion de una cepa
patogena y posteriormente realizaremos ensayos de mutagénesis
dirigida para identificar las secuencias concretas involucradas en
los cambios de patogeneidad.

Diseiio de métodos inmunologicos y moleculares para el
diagnastico precoz de infecciones producidas por el virus
de linfocistis en los cultivos de doradas (Sparus aurata, L)

De los resultados obtenidos en nuestro anterior proyecto se ha
establecido que la dorada cultivada {Sparus aurata, L ) sufre bro-
tes epizodticos ocasionados por el iridovirus linfocitis (FDLV).
Desafortunadamente ne es posible detectar este virus por medio
de las técnicas estindares de cultivo en lineas celulares estableci-
das previa a la aparicion de los brotes. Por consiguiente, el objeti-
vo prioritario para el Sector de acuicultura de la dorada es poseer
técnicas fiables, sensibles, rdpidas, lacilmenie aplicables e
incruentas que permitan la deteccion de la infeccidn en estados
asintomaticos previos a la aparicién de los cuadros sindrémicos
producidos por el FDLV,

Fn colaboracién con el Dr Juan José Borrego (Departamento
de Microbiologia, Facultad de Ciencias de la Universidad de
Malaga), en este proyecto estamos disefiando métodos diagnosti-
cos basados en técnicas inmunoldgicas (ELISA, inmunoblot vy
citometria de flujo) vy en técnicas moleculares (sondas DNA,
hibridacién DNA y PCR), para la deteccion precoz del FLDV.
Disponemos de diferentes cepas de FDLY, de antisueros especifi-
cos v de una sonda de DNA que se obtuvieron como resultado del
anterior proyecto. Las técnicas desarrolladas se aplicaran al diag-
nastico de infecciones provacadas experimentalmente en peces
sanos. En una segunda etapa se realizardn experimentos en las
instalaciones de cultivo, para evaluar la eficacia de estas nuevas
técnicas en la deteccion de portadores asintomndticos del virus.

We are developing assays of attenuation of a pathogenic
strain and subsequent sequencing or site-directed mutagenesis to
identify the exact sequences involved in antigenic variation and
pathogenicity.

Design of immunological and molecular techniques for the
diagnostic of lymphocystys virus infections affecting cultured
gilt-head seabream {Sparus aurata, L.)

From the results obiained in a previous project, we have esta-
blished that cultured gilt-head seabream is susceptible to epizoc-
tic outbreaks provoked by an iridovirus, named fish lymphocys-
tis disease virus (FDLV). Unfortunately, this FDLV can not be
detected using standardised techniques of cell culture previous to
the symptoms in the affected fish. Therefore, the design and deve-
lopment of sensitive, accurate, rapid, easily applicable and effi-
cient technigues that allow the detection of these viruses in
asymptomatic carrier fish previously to the appearance of infec-
tion signs, is priovitary for the fish farmers.

In collaboration with Dy juan José Borvego (Department of
Microbiology, Sciences, Mdlaga University), in the present pro-

ject we are designing diagnostic methods based on immunologi-

cal (ELISA, immunoblot and flow cytometry) and molecular
(DNA probes, DNA hybridisation and PCR) techniques for the
detection of FDLV affecting cultured gili-head seabream. Specific
antiserum of FDLV and a DNA probe obtained by our research
team previously are available for their application. The new
diagnostic techniques developed will be applied in experimental
infections of FDIV in healthy fish specimens. In a second step, the
techniques will be performed in fish farms to evaluate their effi-
ciency in the detection of FDLV from asymptomatic carrier fish.
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Polisacaridos F155: Caracteres taxondmicos y evolutivos de
los hongos

Los polisacdridos F155 constituyen el componente princi-
pal o tnico de la fraccion soluble en agua obtenida de los
extracios alcalinos de la pared celular de los hongos. La com-
posicion y estructura de estos polisacdridos es similar en
todas las especies de un género bien delimitado. En los géne-
ros heterogéneos se obtienen varios polisacdridos. Cada una
de las diferentes estructuras es caracteristica de un grupo de
especies y se utiliza para establecer la relacion de cada grupo
con el género apropiado, como en Penicillium vermoesenii o
Myrothecium penicillioides. Las diferencias entre estos polisa-
caridos aumentan con la distancia filogenética entre los géne-
ros, ya que: "La naturaleza de estos polimeros en un hongo
determinado no es caprichosa, sine que estd relacionada con
su posicion taxonomica y refleja su historia evolutiva”
(Bartnicki-Garcia, 1987).

Se ha determinado la estructura de los polisacdridos F155
aislados de especies de Paccilomyces Sect. Paecilomyces y sus
teleomorfos, que pertenecen a. los géneros Talaromyces,

Keywords: Polysaccharides, chemotaxonomy, fungal evolution,
cell wall, antigens

Polysaccaharides F15S: Fungal taxonomic and evolutive cha-
racters

The polysaccharides F1SS are the only or main components
of the water soluble fraction obtained from alkali extractable
material of the fungal cell wall. The composition and structure of
these polysaccharides are similar in all the species of a well deli-
mited genus. Several structures are obtained from heterogeneous
genera. Cach structure is chavacteristic of a group of species and
it is used for establishing the relationship of a group of species
with the appropriated genus, as Penicilliom vermoesenii or
Myrothecium penicillioides. The differences among these poly-
saccharides increase with the phylogenetic distance among the
groups, since: "The nature of these polymers in any particular
Jungus is not capricious but is related Lo its taxonomic position
and thus reflects its evolutionary history" (Bartnicki-Gareia,
1987).

The polysaccharides F155 from species of Paecilomyces Sect.
Paecilomyces and their teleomorphs, which belong to the genera
Talaromyces, Byssochlamys and Thermoascus have been cha-
racterized. These polysaccharides consist of a main chain of
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Byssochlamys y Thermoascus. Estos polisacdridos constan de
una cadena principal formada por manopiranosa, parcialmen-
te sustituida en -2 por cadenas de galactofurancsa y mano-
piranosa que permiten diferenciar especies. Se obtuvieron
anticuerpos policlonales con alta especificidad frente a cada
uno de estos polisacdridos.

El polisacarido F155 de Penicillium vermoesenii Biourge (=
Gliocladium vermoesenii (Biourge) Thom), microorganismo
que produce una grave enfermedad vascular en diferentes
especies de palmeras, es similar al encontrado en nuestro
laboratorio en especies de Fusarium. Estos resultados, el tipo
de enfermedad y otros caracteres, mostraron que este hongo
no pertenece a los géneros Penicillium o Gliocladium sino al
género Fusarium.

El polisacarido F155 de la mayoria de las especies de
Fusarium y de su teleomorfo Gibberella consta de una cadena
de galactofuranosa casi completamente ramificada en O-2 por
residuos de glucopiranosa o cadenas cortas formadas por
acido glucurénico y manesa, El polisacarido F155 de tres
especies cuya localizacion en este género es dudosa y de otras
dos que han sido transferidas a otros géneros mostraron otras
estructuras.

Entre las especies de Myrothecium estudiadas, se han
encontrado cinco estructuras diferentes de polisacaridos
F185. Dos de estas estructuras, que son similares entre si v a
estructuras halladas en otros hongos Hypocreales, fueron las
encontradas con mayor frecuencia. En dos especies se obtu-
vieron estructuras que no tienen relacién con Myrothecium vy
en M. penicillivides se encontré un polisacdrido similar al des-
crito en especies de Talaromyces que muestra que esta especie
esta mal clasificada y debe transferirse a Talaromyces.

Estos resultados confirman la utilidad de los polisacdridos
para delimitar géneros, familias y 6rdenes. La evolucion de la
estructura de estos compuestos de unos grupos a otros es de
gran aynda para establecer la historia evolutiva de los hongos.

mannopyranose partially substituted at O-2 by chains of galac-
tofuranose and mannopyranose, which are useful for species dif-
ferentiation. Highly specific polyclonal antibodies were raised
against each one of these polysaccharides.

The polysaccharide F1SS from Penicillum vermoesenii
Biourge (=Gliocladium vermoesenii (Biourge} Thom), micror-
ganism which produces d serious vascular disease on palm trees,
is similar to the polysaccharide found hy us in species of
Fusarium. These results, the plant disease and other characters,
revealed that this fungus does not belong to the genera
Penicillium or Gliocladium and should be transferred to
Fusarium.

The polysaccharide F15S from most species of Fusarium and
its teleomorph Gibberella consists of a chain of galactofuranose
almost fully branched at O-2 by either glucopyranose residues or
short chains containing glucuronic acid and mannose. The poly-
saccharide F1SS from three species, doubtfully assigned to this
genus, and from other two which have been transferred to other
genera, showed different structures. Among the species of
Myrothecium studied, five different polysaccharides F15S were
found. In two species, polysaccharides are not related to those of
Myrothecium and the polysaccharide of M. penicillioides is
similar to that found in species of Talaromyces, which shows
that this Myrothecium species is misplaced and should be trans-
ferved te Talaromyces.

These results confirm the usefulness of the polysaccharides to
delimit generq, families and orders. The evolution of their struc-
ture from group to group is of great help for establishing the evo-
[utionary history o the fungi.
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Estudios moleculares de [actores de patogeneidad de
Streptococcus pneumoniae: capsulas, bacteriofagos y protei-
nas de union a colina

Las aportaciones cientificas de nuestro grupo en el bienio
que se analiza en esta Memoria se resumen asi:

a.- E's bien sabido que el polisacirido capsular de neumo-
coco es el principal responsable de la virulencia de este pato-
geno humano, Durante el desarrollo de este proyecto se ha
caracterizado la estructura molecular del "cluster" que codili-
ca el polisacarido capsular de los serotipos 33F y 37 de
Streptococcus pneumoniae. Sin embargo, este altimo resulto
serun "cluster” inactivo. Todo ello nos llevo a buscar y a iden-

Keywords: Pneumococcus, capsule, bacteriophages, [vtic enzymes

Molecular studies on virulence factors of Streptococeus pneumo-
niae: capsules, bacteriophages, and choline-binding proteins

The main achievements of our work during the biennial
period analysed in this Memoir are summarized as follows:

a.- It is well known that capsular polysaccharides of pneu-
mococcus are the main responsible for virulence of this important
human pathogen. We have characterized the molecular structure
of the cluster coding for the capsule serotypes 33F and 37 of
Streptococcus pnewmoniae. However, the cluster 37 turned out to
be functionally inactive which led us to look for alternative genes
coding for the type 37 capsule and we concluded that the synthe-
sis of this capsular type was driven exclusively by a single gene



Genética Bacteriana/Buctertal (Genetics

tificar un gen (its} que es el unico necesario y suficiente para
la formacion de la capsula en el seratipo clinico 37.
Asimismo, se ha demostrade que el serotipo 37 posee una
gran estabilidad genética y que todos los clones estudiados
hasta hoy derivan de un tnico clon aislado en 1939 que se ha
extendide por varios conlinentes,

Por otra parte, se ha puesto de manifiesto el polimorfismo
que caracteriza a galU, un gen que juega un papel fundamen-
tal en la formacion de todos los tipos capsulares caracteriza-
dos hasta el momento. Por ello, galU es una posible diana en
el disenio futuro de nuevos antimicrobianos para combatir a
neumococo, Finalmente, se ha caracterizado el "cluster" cap-
sular del tipo 8 y la UDP-glucuronato epimerasa necesaria
para la biosintesis capsular del seratipo 1.

b.- Nuestro trabajo sobre murein-hidrolasas, enzimas pre-
sentes en todos los microorganismaos bien diferenciados taxo-
némicamente. ha dade come resultado la caracterizacion de
la primera lisozima de S. pneumoniae que, ademds, se com-
porta como una autolisina cuando se incuba a 30°C, una tem-
peratura proxima a la que existe en las vias altas del sistema
respiratorio humano, lo que sugiere un papel biclogico de
esta enzima en el habitat natural de neumococo. Asimismo,
queremos destacar la caracterizacion preliminar de LytB, una
murein-hidrolasa que es fundamental para la separacion de
las células hijas al final de la division celular.

.- Se ha documentado en la literatura reciente la elevada
presencia de fagos atemperados en aislados clinicos de S.
preumoniae (hasta un 78%). Estas observaciones nos han lle-
vado a proponer la conveniencia de analizar en detalle las
caracteristicas moleculares de fagos atemperados de esta espe-
cie. Come resultado de este trabajo cabe destacar ¢l aisla-
miento de un nuevo fago atemperado (MM1) a partir de una
cepa del serotipe 23F, un clon epidémico multirresistente a
los antibicticos, v se ha caracterizado por vez primera el sis-
tema de integracion de un fago de neumococo. Una vez com-
pletada la secuencia del genoma de MM se estd analizando el
mecanismo de empaquetamiento del DNA en las cdpsidas de
MM1.

Neumococos atipicos: implicaciones clinicas y bases mole-
culares de sus caracteristicas diferenciales

Durante los dos anos de duracién de este proyecto se han

named tts. In addition, we have proven that servtype 37 exhibits
a remarhable genetic stability in all the clones identified so fa.r
Currently, we have demonstrated a noticeable polymorfism for
the galU gene coding for a UDP-glucose pyrophosphorylase
requived for capsular synthesis of almost all the capsules of pneu-
mococcus. This peculiarity suggests that GallU could be an
important target for the design of future antimicrobials. We have
also characterized the capsular cluster coding for serotype 8,
and, for the first time, an UDP-galacturonate epimerase required
Jor the synthesis of the capsule of serotype 1.

b.- Murein-hydroluses are ubiquitous enzymes that have been
identified in all well-characterized microorganisms. We have
now reported the first lysozyme of S. pneumoniae named LytC,
that behaves as an autolysin when incubated at 30°C, a tempe-
rature that is close to that found in the upper respiratory tract in
humans. This suggests an important role of this engyme in the
natural habitat of preumococcus. We have also preliminary cha-
racterized another murein hydrolase designed as LytB, an enzy-
me that appears to play a fundamental role in daughter cell sepa-
ration at the final step of cell division, a process considered as
hasic for the spreading cof the pathogenic species during infection.

¢.- It has been documented in the vecent literarure the high
tncidence of Iysegens in clinical strains of 5. pneumoniae (up to
78%). This observation has alerted us on the importance of stud-
ying the molecular characteristics of temperate bacteriophages.
As a resulf of this effort we have isolated and purified a new tem-
perate phage designed us MM1. This phage was isolated from a
serotype 23F strain an epidemic, multivesistant clone that has
spread out by several continents. We have characterized for the
first time the integration system of a pneumococcal phage and we
have completed the entire nucleotide sequence of the genome of
MM1. We are currently studying the peculiar mechanism of MM1
DNA packaging.

Atypical pneumococci: Clinical consequences and molecular
basis of their peculiar characteristics

The major goals during the two-years long period projected
for this work are as follows:

a.- A large number of atipical pneumococci (strains resistant
to lysis by sodium deoxycholate) have been isolated in the labo-
ratory of Dr. Julio Casal, codirector of this project. Seventeen of
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conseguide los siguientes objetivos:

a.- Se ha aislade un gran ndmero de cepas atipicas de neu-
mococe (resistentes a la lisis por desoxicolato sodico), en el
laboratorio del Dr. Julio Casal con quien compartimos este
proyecto. Diecisiete de estos aislados clinicos han sido estu-
diados en detalle hasta el momento; se han clonado y secuen-
ciado tres alelos del gen lytA que codifica la principal autoli-
sina de neumococo. De estos resultados se ha podido concluir
que la delecién de dos aminodcidos del motive P& del domi-
nio de reconocimiento del sustrato desempefa un importan-
te papel en la manifestacion del fenotipo de resistencia a deso-
xicolato.

b.- Se han clonado y expresado en Escherichiu coli tres ale-
los del gen IytA aislados de cepas atipicas. Las proteinas LytA
obtenidas con este procedimiento moestraban una gran sensi-
bilad a desoxicelato sédico cuande se ensayaban frente a
paredes celulares de neumococo. Asimismo, se han disefado
dos genes quiméricos que contienen las regiones codificantes
para el dominio N- o el C-terminal de LytA de la cepa salvaje
intercambiado con el C- o el N-terminal, respectivamente, de
la LytA de una cepa atipica. El andlisis de las caracteristicas
bicquimicas de las enzimas expresadas a partir de estos genes
quiméricos ha corroborade la influencia fundamental que
gjerce un dominio C-terminal alterado a la hora de dar lugar
a un fenotipo atipico.

Desarrollo de nuevos sistemas para la produccion de prote-
inas de fusion por fermentacion

Se han comenzado a desarrollar dos nuevos sistemas de
expresion de proteinas de fusién basados en la utilizacion de
dos dominios funcionales. El primero de ellos consiste en uti-
lizar el dominio de unién a colina (ChBD} presente en algu-
nas proteinas de la envuela celular de neumococo, que per-
mite la purificacion de las proteinas de fusién en un unico
paso mediante cromatografia en DEAE-celulosa. Con el
ChBD e¢stamos construyendo vectores para la produccion de
proteinas de [usion intracelulares o secretables en E. ¢oli y en
la levadura Pichia pastoris. El segundo sistema es un nuevo
método de fusion basado en el empleo de las fasinas, protei-
nas que se pueden unir especificamente a los granulos de bio-
plasticos (FHA) que producen de forma natural algunas bac-

these isolates have been studied in detail and three alleles of the
IytA gene, coding for the major autolytic enzyme of this species,
have been isolated, cloned, and sequenced. From these results we
have concluded that a two amino dcid-deletion detected in the
motif P6 is an important requirement to produce a phenotype sen-
sitive to sodium deoxycholate.

b.- Three lytA genes prepared from atypical preumococci
have been cloned und expressed in Escherichia coli. The protein
purified from these recombinant strains exhibited a noticeable
sensitivity to sodium deoxycholate when they were tested on iso-
lated prneumococcal cell walls using an in vitro assay.
Furthermove, we have constructed, cloned and expressed in E.
coli two functional chimeric enzymes built up by the N- or the C-
terminal domains of the wild type ytA gene and the C- or N-ter-
minal of an atypical IytA gene, respectively. The biochemical
analysis of the enzymes purified from E. coli strains have con-
firmed and extended our observations on the fundamental role
played by an altered C-terminal domain to determine the cha-
racteristic atypical phenotype.

Developing of new systems for producing fusion proteins by
fermentation

We are developing two new systems to express fusion proteins
based on two functional domains. The first one utilizes the cho-
line binding domain (ChBD) present in some proteins of the
preumococcal cellular envelope, which allows the purification of
the fusion proteins in a single step through DEAE-cellulose chro-
matography. With such ChBD we are constructing vectors for
producing infracellular or secretable fusion proteins in E. coli or
Pichia pastoris. The other system is a new method based on pha-
sins, proteins capable to specifically bind to bioplastic granules
(PHA) which are produced by certain bacteria like
Pseudomonas. These PHA granules can be separated using stan-
dard centrifugation technigues which would permit the scaling
up at the industrial level.
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lerias como Pseudomonas. Estos granulos de PHA se pueden
separar mediante sencillas técnicas de centrifugacién lo que
podria permitir su desarrollo industrial a gran escala.

Microgralias electronicas de bacteriofagos de neumococo: Dip-1 (A}, Cp-1 (B); HB-3 (C); EJ-1 (12) y MM (E).
Electronic micrographs of several pneumococcal phages.

Organismos Financiadores/Funding Agencies
— MC, PB$6-0809 {1997-2000)

— CAM, 08-2/00 4/98 (1998- 2000)
— Fundacién Ramén Areces (2000-2002)




Genética Bacteriana/Bacterial Genetics

Tesis Doctorales/Doctoral Theses

- Daniel Llull Pefialba, Caracterizacion de un nuevo Jorus capsular de Sireptococcus pneumonioe. Universidad de Alcald de Henares, 2000. Director: E. Garcia
Lopez y R, Mufioz Morene.

Publicaciones/Publications
Articulos en Revistasfjournal Articles

— Garcia, P. Gonzélez, M* P, Garcia, E., Lopez, R., and Garcia, ). L. (1999). LytB, 2 navel pneumoceccal murein hydrolase essential for cell separation. Mol. Microbiol.
34, 1275-1277.

— Garcia, P Gonzilez, M*® P, Garcia, E., Garcia, ). L., and Lopez, R. {1999). The melecular characterization of the first autolytic lysozyme of Streptococeus pneumoniae
reveals evolutionary mabile domains. Mol. Microbicl. 33, 128-138.

— {Garcia, E., LIull, D., and Lépez, R. {1999} Functional organization of the gene cluster involved in the synthesis of the preumococeal capsule. internatl. Microbiol.
2, 169-176,

— Llull, D, Mufoz, R., Lépez, R., and Garcia, E, (1999). A single gene {its} located outside the cap locus directs the formation of Streptococcus preumoniae typed7
capsular polysaccharide: type 37 pneumococci are natural, genetically binary strains. ). Exp. Med. 190, 241-251.

— Lépez, R, and Garcia, E. {1999). Basic research and the challenges of microbiology for the 2 1st century. Internatl. Microbiol. 2, 59-60.

— Mufioz, R, Lépez, R, and Garcia, E. (1999). Construction of a new Streptococcus preumoniae-Escherichia cofi shuttle vector based on the replicon of an indige-
nous pneumococcal cryptic plasmid. Internatl. Microbiol. 2, 23-28.

— Munoz, R, Lépez, R., de Frutos, M., and Garcia, E. {1999}, First molecular characterization of a uridine diphosphate galacturonate 4-epirmerase: an enzyrme requi-
red for capsular biosynthesis in Streptococcus preumeniae type |. Mol. Microbicl. 31 ,703-713.

— Muiioz, R.. Mollerach, M., Lépez, R., and Garcia, E. (1999). Characterization of the type 8 capsular gene cluster of Streptococcus preumnonioe. |. Bacteriol, 181, 6214-
£219.

- Garcia, E., Llull, B., Muficz, R., Mollerach, M, and Lépez, R. {2000}, Current trends in capsular polysaccharide biosynthesis of Streptoceccus preumonice. Res.
Microbiol. 157, 429-435.

— Gindreau, £, Lépez, R., and Garcia, P. (2000). MM, 2 temperate bacteriophage of the type 23F Spanish/American multiresistant epidemic clone of Streprococcus
pneumoniae: Structural analysis of the site-specific integration system. ). Virol. 74, 7803-7813.

— Lopez, R., Gonzdlez, M* P, Gareia, E., Garcla, ). L., and Gareia, P {2000). Biological roles of two new murein hydrolases of Streptococcus pneumontge representing
examples of module shuffling. Res. Microbiol. 151, 437-443.

— Llull, D., Lépez. R., and Garcla, E. (2000). Clonal origin of the type 37 Streptococcus pneumonige. Microb. Drug Res. é, 269-275.

— Mollerach, M., and Garcia, E. {2000). The gallJ gene of Streptococcus pneumonioe that codes for a UDP-glucose pyrophasphaorylase is highly palymorphic and sui-
table for molecular typing and phylogenetic studies, Gene 260, 77-86,

— Varea, |, Saiz, . L., Lépez-Zumel, C., Monterroso, 8., Medrano, F. |, Arrondo, |. L., lloro, |, Laynez, |, Garcla, ). L., and Menéndez, M. {200C). Do sequence repeats
play an equivalent role in the choline-binding module of pneumococcal LytA amidase? |, Biol, Chem. 275, 26842-26855.

Contribuciones a Libros/Contributions to Books

— Lopez, R.. and Garcia, E. (1999). El reto de |a Microbiologia ante el siglo XXI. En: Antimicrobianos en Medicina, E. Garcia, R. Lopez, and |. Prieto, eds. (Prous
Science, Barcelona, Spain) pp. f-7.

— De la Campa, A.G.. Garcia, E., Fenoll A, and Muficz, R. {2000). Molecular bases of three characteristic phenotypes of pneumococcus: optochin-sensitivity, cou-
marin-sensitivity, and quinelone-resistance. En: Streptococcus pneumeniae. Molecular Biology Mechanisms of Disease. A. Tomasz, ed. (Mary Ann Liebert, Inc. Pub,
Larchmont, NY) pp. 381-397.

— Garcia, E., Arrecubieta, C., Mufioz, R.. Mollerach, M, and Lépez, R. (2000). A functional analysis of tha genes involvad in the synthesis of type | and type 3 cap-
sular polysaccharides. Streptococcus pretimoniae. En: Streptococeus pneumoniae. Molecular Biclogy & Mechanism of Disease. A. Tomasz, ed. (Mary Ann Liebert, Inc.
Pub, Larchmont, NY) pp. {39-154.

— Garcia, J.L. Sinchez-Beato, A.R.. Medrano, FJ.. and Lépez, R. (2000). Versatility of choline-binding domain. En: Streptococcus pnewmoniae. Molecular Biology &
Mechanisms of Disease. A. Tomasz, ed. (Mary Ann Liebert, Inc. Pub, Larchmont, NY) pp. 23{-244.

— Garcia, B, Martin A.C., and Lopez, R. (2000). Bacteriophages of Streptocsccus preumoniae: A molecular approach. En: Streptococcus preumoniae. Molecutar Biclogy
& Mechanisms of Disease. A. Tomasz, ed. (Mary Ann Liebert, Inc. Pub, Larchmont, NY) pp. 2/ 1-222.

— Lépez, R, Garcia, E., Garcia, P, and Garcia, |.L. {2000). The pneumococcal cell wall degrading enzymes: a modular design to create new lysins? En: Streptococeus
preumoniae. Molecular Biology & Mechanisms of Disease. A, Tomasz, ed, {Mary Ann Liebert, Inc. Pub, Larchmaont, NY) pp. 197-209.



Biotecnologia Medioambiental
Environmental Biotechnology

JosE Luis GARcia LOPEZ
Jefe de Grupo/Group Leader
Epuvarno Diaz FERNANDEZ
- Investigadores de Carrera / Staff Scientists

M* José HENAEZ sILVA
. M* AuxiLiapora PRIETO JIMENEZ
Investigadoras Contratadas / Research Associates

ISABEL DE La MATA
YicToriA EuGENIA SANTOS
Investigadoras Visitantes / Visiting Scientists

ApEL FERRANDEZ BARCA
B. Postdoctoral / Postdoctoral Fellow

BEATRIZ GALAN SiCILIA
BEGONA TORRES BELINCHON
B. Predoctorales / Graduate Students

Figura: Esguema del circuito regulador de la expresién génica de los operones divergentes responsables del catabolismo del
acido fenilacético en Escherichia coli.

Figure: Scheme of the regulatory circuit driving the expression of the divergent operons responsible for the catabelism of phenylace-
tic acid in Escherichia coli.
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Caracterizacion de rutas catabélicas de compuestos aromdticos

Nuestro grupo ha caracterizado a nivel molecular los
genes catabolicos v reguladores responsables de la degrada-
cién en Escherichia coli de distintos compuestos aromiticos
como los dcidos fenilpropidnico (PP}, 3-hidroxifenilpropioni-
co (3BPP), fenilacético (PA), 3- y 4-hidroxifenilacético
(HPA), y las correspondientes aminas del PA y HPA, i.e., feni-
letilamina y tiramina. Durante los dos afios que abarca la pre-
sente Memegria, se han estudiade los mecanismos moleculares
que controlan la expresion de los genes responsables del cata-
bolismo de PA (paa}, HPA (hpa) v 3HPP {mhp). Se han carac-
terizado las interacciones de las proteinas reguladoras PaaX
(represor), HpaR (represor) , y MhpR (activador) con los
correspondientes promotores regulados, v se ha analizado el
perfil de inductores en cada caso. Ademds de la regulacién
especifica de las rutas paa, hpa y mhp debida a las proteinas
PaaX, HpaR y MhpR, respectivamente, existe una regulacién
superimpuesta que estd mediada por reguladores globales de
E. ¢oli tales como la proteina THF (factor de integracion del
huésped) y CRP (proteina receptora de cAMP), v que permi-
te ajustar la transcripcion de los genes catabolicos al estado
fisiologico v a las fuentes de carbono (efecto de represion por
glucosa) disponibles para las células en cada momento. Se ha
caracterizado también un transportador de 3HPP la proteina
MhpT, que permite la induccién de los genes mhp a bajas
concentraciones de dicho aromatice.

Por lo que respecta a los aspectos bioquimicos del catabo-
lismo de compuestos aromaticos en E. coli, se ha caracteriza-
de el compenente reductasa (HpaC) de la proteina de dos
componentes HpaBC que transforma HPA en 3 4-dihidroxife-
nilacetate durante la primera etapa de degradacion de HPA.
HpaC constituye el prototipo de una nueva subfamilia de fla-
vi:NAD(P)H reductasas. También se ha identificade 1a oxi-
genasa multicomponente PaaABCDE que hidroxila PA-CoA
durante la segunda etapa de degradacién de PA a través de
una peculiar ruta aerébica hibrida.

Referente a la degradacion de compuestos aromaticos en
otras bacterias, hemos construido casseties de DNA cen los
genes sty de Pseudomonas sp. Y2 responsables de la transfor-

Keywords: Biodegradation, biotransformation, arematic com-
pounds, containment, bioplastics

Characterization of aromatic catabolic pathways

We have characterized at the molecular level the catabolic
and regulatory genes vesponsible for the degradation in
Escherichia coli of different aromatic compounds such as the
phenylpropionic acid (PP}, 3-hydroxyphenylpropionic acid
(3HPP), phenylacetic acid (PA), 3- and 4-hydroxyphenylacetic
acid (HPA)}, and the corresponding amines of PA and HPA, i,
phenyletylumine and tyramine, respectively. During the biennial
period recorded by this Memoir we have studied the molecular
mechanisms controlling the expression of the genes responsible
for the catabolism of PA (paa), HPA (hpa), and 3HPP (mhp}.
The interactions between the regulatory proteins PaaX (vepres-
sor}, HpaR (repressor) and MhpR (activator), with the cognate
promoters have been characterized, and the cffector profile of
each regulator was determined. Superimposed to the specific
regulation for the paa, hpa, and mhp genes mediated by the
PaaX, HpaR, and MhpR regulators, respectively, some global
regulators such as the IHF (integration host factor) and CRP
(cAMP receptor protein) proteins mediate a higher level of regu-
lation. This superimposed regulation may adjust the transcrip-
tional output from the catabelic promoters to the overall growth
status of the cell. A specific transport protein (MhpT) for the
upteake of 3HPP has been also characterized and it allows induc-
tion of the mhp genes at low concentrations of 3HPP

From a biochemical point of view, we have characterized the
reductase component (HpaC) of the two-component protein
HpaBC which transforms HPA into 3,4-dihydroxyphenylacetate
during the first enzymatic step of HPA catabolism in E. coli. The
HpaC protein becomes the prototype of a new flavinnNAD(P)H
reductase subfamily. Moreover, we have identify the PaaABCDE
multicomponent oxygenase that hydroxylates PA-CoA during the
second enzymalic step in the PA aerobic hybrid pathway.

Regarding to the degradation of aromatic compounds in bac-
teria other than E. coli, we have engineered DNA casseites har-
boring the sty genes from Pseudomonas sp, Y2 which are res-
ponsible of the conversion of styrene into PA. These casseites have
been used to expand the catabolic abilities of different PA degra-
ders, such as L. coli and Pseudomonas strains, for styrene remo-
val. The expression of the sty genes is controlled at the transcrip-



macion de estireno a PA. Estas cassettes se han utilizado para
expandir la capacidad catabdlica de otros organismos degra-
dadores de PA tales como E. coli y distintas cepas de
Pseudomonas, que asi son capaces de eliminar un téxico tan
importante como el estireno. Asimismo, se estdn realizando
estudios sobre el mecanismo de regulacion transcripcional de
los genes sty mediado por el sisiema regulador de dos com-
ponentes 5ty5R.

Finalmente, se han iniciado los estudios de dos nuevas
rutas centrales de degradacion de compuestos arotndticos, la
ruta del gentisato de Salmonella typhimurium y la ruta del
homogentisato de P putida.

Distintos aspectos bioquimicos y genéticos de todas estas
rutas asi como sus aplicaciones biotecnologicas serdn objeto
de estudio durante los préximos afios.

Biodesulfuracion de petroleo

Para combatir el grave problema de la lluvia dcida ocasio-
nade, en gran medida, por la oxidacién del azufre presente en
los combustibles fosiles, se requiere una reduccion significa-
tiva en su contenido en azufre organico. Una estrategia alter-
nativa al proceso quimico de hidrodesulfuracion es la utiliza-
cion de micreorganismos capaces de eliminar selectivamenie
el azufre organico del crude (biodesulfuracion). Los com-
puestos mas dificiles de desulfurar por el proceso quimico de
la hidrodesulfuracién son los aromadticos, por lo que se ha uti-
lizado el dibenzotiofeno (DBT) como la molécula modelo en
biodesulfuraciéon. Nuestro grupo ha clonado y expresado los
genes dszABC de Rhodococcus erythropolis 1GTSS, responsa-
bles de la desulfuracion de DBT, en organismos heterdlogos.
Cepas recombinantes de P putida portadoras de los genes dsz
son capaces de desulfurar DBT tanto en crecimiento con en
estado de repose con mavor eficacia y rapidez que lIa cepa
parental IGTS8. Estos biocatalizadores se han mejorado sig-
nificativamente expresando la flavin reductasa HpaC de E.
coli (ver mas arriba), una actividad necesaria para aportar ¢l
suficiente poder reductor para la oxigenacion del DBT por las
monooxigenasas DszC y DszA. La combinacién de los genes
dszABC v hpaC en una cassette de DNA permite analizar la
capacidad que presentan distintos microorganismos para
desulfurar DBT. El papel de la desulfinasa DszC como enzima
clave del proceso se estd investigando actualmente. Dado que
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tional Tevel by StySR two-componenent regulatory system, and
the molecular basis of this regulatory circuit is under study.

Finally, we are studying two new central pathways for the
catabolism of aromatic compounds, the gentisate pathway from
Salmonella tyhimurium and the homogentisate pathway from P
putida.

Several biochemical and genetic aspects of all these routes as
well us their biotechnological applications will be subject of vese-
arch during the next years.

Biodesulfurization Of Oil

The acid vain is an environmental problem caused, mainly, by
the oxidation of the sulfur present in fossil fuels. To limif the sul-
fur-related air pollution, environmental restrictions on the sulfur
content of fossil fuels are increasingly stringent. An alternative
strategy to the conventional hydrodesulfurization process (che-
mical process) is the utilization of microovganisms able to selec-
tively remove the organic sulfur present in oil (biodesulfuriza-
tion). Since the sulphur-containing aromatic compounds are the
most vefractory to current hydrodesulfurization, dibenzothiophe-
ne (DBT) has been used as the model compound in biedesulfuri-
zation. We have cloned and expressed in heterologous hosts the
dsz genes from Rhodococcus erythropolis IGTS8 responsible
for DBT desulfurization. Recombinant P putida strains expres-
sing the dsz genes are able to desulfurize DBT both in growing
and in resting state with higher efficiency than the parental
IGTSS8 strain. These biocatalyzers have been improved by clo-
ning and expressing the hpaC gene from E. coli which encodes a
flavin reductase (see above) that supplies the required FMNH2
for the DszC and DszA-mediated DBT oxygenation. The hpaC
and dszABC genes have been engineered in a mobilizable DNA
cassette that can be used to check the biodesulfurization poten-
dal in a wide variety of bacteria. The role of the DszC desulfing-
se as the bottlenech of the desulfurization reaction is under inves-
tigation. Since biodesulfurization of petroleum is a process of
high industrial interest, we are collaborating with oil companies
to develop more efficient and robust biocatalyzers.

Bieplastics

Bioplastics or polyhydroxyalkancates (PHA) are bacterial
storage compounds that are synthesized and accumulated intra-
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el proceso de biodesulfuracion constituye un tema de gran
interés biotecnoldgico, se han establecido colaboraciones con
empresas petroliferas con el objeto de mejorar los biocataliza-
dores actuales para su utilizacién en bioreactores.

Bioplasticos

Los polimeros conocidos come biopldsticos o polihidro-
xialcanoatos (PHA) son producidos y acumulados en forma
de granulos de reserva en el interior celular de ciertas bacte-
rias cuande las condiciones de cultivo no son éptimas para el
crecimiento. En general, los granulos de PHA estdn compues-
tos por un poliéster biodegradable (93-97% del peso seco del
granulo (PSG)) rodeado por una monocapa fosfelipidica (1-
6% del PSG) y proteinas asociadas al granulo (GAPs) (1-2%
del PSG), las cuales forman una fina capa en su superficie.
Hasta el momento se han definide tres clases de GAPs en bac-
terias: 1) las PHA sintasas, que llevan a cabo la polimerizacién
del PHA, ii) las PHA despolimerasas, responsables de la
degradacion del bioplastico v iii) las fasinas que generalmen-
te son el componente principal de las GAPs. Las fasinas han
sido identificadas en varios microorganismos y se cree que
forman una capa proteica en la superficie del granulo, gene-
rando una interfase entre el citoplasma celular (ambiente
hidrofilico} y el nucleo hidrofébico del granulo de PHA.
Ademds de esta funcion estructural, algunas fasinas poseen
otras funciones relacionadas con la biosintesis del PHA.
Pseudomenas oleovorans produce mayoritariamente dos pro-
teinas asociadas al granulo de PHA, las fasinas PhaF y Phal.
Del andlisis de la secuencia de amincdcidos de la fasina PhaF
se deduce que esta proteina estd estructurada en dos domi-
nios: la region C-terminal, similar a las proteinas de tipo his-
tona, y el extremo N-terminal, que presenta 57% de similitud
con la secuencia de aminodcidos completa de la fasina Phal
(15,4 kDa) y es el responsable de la unién al granulo. Los
genes pha de P oleovorans han sido clonados y expresados en
huéspedes heterélogos como E. coli v se ha conseguido la sin-
tesis de plasticos en dichos biocatalizadores recombinantes,
Ademds, €l dominic N-terminal de PhaF se esta utilizando
con gran éxito para su fusion a proteinas de interés industrial
sin que por ello pierda la capacidad de union al granulo, La
posibilidad de separar los granulos de PHA mediante sencillas
técnicas de centrifugacion, va puestas a punto para la pro-

cellularly in the form of inclusion bodies (granules) when the
bacteria face non-optimal growth conditions. The PHA granules
consist of a biodegradable polyester (93-97% of the granule dry
weight) surrounded by a monolayer of phospholipids (1-6% of
the granule dry weigth} and some granule associated proteins
(GAPs) that amount up to 1-2% of the granule dry weight. Up to
now, there are three types of GAPs in bacteria: i) the PHA synt-
hases that synthesize the PHA, ii) the PHA depolymerases that
degrade the bioplastic, and iii) the phasins that are the major
component of the GAPs. Phasins have been identified in several
microotganisms and they are thought to cover the surface of the
granule becoming an interphase between the cytoplasm (hydrop-
hilic) and the hydrophobic core of the granule. In addtion to the
structural role of phasins, some of them are involved in PHA
biosynthesis. Pseundomenas oleovorans produces twe major
GAPs, the Phal and Phal phasins. The PhaF protein consists of
twa domains, the C-terminal domain that shows similarity with
histone-like proteins, and the N-terminal domain, which shows
57% similarity with the complete Phal protein (15.4 kDa), that
mediates binding of the protein to the granule. The pha genes
from P. oleovorans have been cloned and expressed in heterolo-
gous hosts, e.g. E. coli, leading to the production of bioplastics in
such recombinant biocatalyzers. Mareover, the N-terminal
domain of the PhaF protein is being successfully used for genera-
ting active fusion proteins that vetain the ability to bind to the
PHA granule. Since PHA granules are easy to purify by centrifu-
gation, this experimental approach becomes an intevesting stra-
tegy for large scale protein purification.

Biosafety

The velease of recombinant organisms to the open field for
removal of contaminants (biovemediation) raises serious public
concerns. Two main concerns are how vecombinant DNA can
spread among indigenous bacterial populations (gene contain-
ment} and how the recombinant organism can be removed from
the field once it has finished the programmed task (biological
containment). An appropriate approach for increasing the pre-
dictability of recombinant microorganisms is to provide them
with active containment systems based on complex regulatory
circuits that control the expression of a lethal function, e.g., the
RNase colicin E3 and the vestriction endonuclease EcoRL The
combination of the two lethal functions within the same sysiem



duccion industrial de hioplasticos, hacen que este sistema sea
ideal para su desarrollo a gran escala.

Bioseguridad

La liberacion de organismos manipulades genéticamente
al medio ambiente para la eliminacion de contaminantes oca-
siona ciertos temores en la sociedad por los posibles riesgos
de transferencia del DNA recombinante a la poblacion indi-
gena de organismos (contencion genética) y por la posible
diseminacion de los organismos recombinantes a lugares
donde no se desea su presencia o su permanencia en el Jugar
de interés cuando el toxico ya ha sido eliminado{contencion
biolagica). Por todo ello, estamos desarrollando sistemas de
contencion bioldgica y genética de bacterias recombinantes
basados en complejos circuitos de regulacion acoplados a la
expresién de una funcion letal (RNasa colicina E3, endonu-
cleasa de restriccién EcoRl). La combinacién de las dos fun-
ciones letales en el misme sistema de contencion mejora la
eficacia del mismo al reducir la aparicién de mutantes que se
escapan al efecto téxico de ambas actividades enzimadticas. El
control de la expresion de los genes letales se ha disefiado uti-
lizando promotores counstitutivos v el correspondiente anti-
doto {proteina de inmunidad E3 y metilasa EcoRI) para con-
tencion genética, o promotores/reguladores que responden a
la presencia/ausencia del compuesto que se pretende degradar
para contencion biologica. Estos sistemas de muerte celular
programada artificialtmente son también de gran utilidad para
estudios de transferencia de DNA en ecosistemas microbianos
complejos.

Otros provectes en colaboracion

Ulilizando técnicas de Biologia Molecular el grupo desa-
rrella distintos proyectos de colaboracion tanto de investiga-
cion bdsica como aplicada con otros grupos del CIB, la
Universidad y la empresa. Entre los primeros hay que desta-
car la colaboracién con el grupo de Genética Bacteriana del
CIB con el que se desarrollan desde hace muchos afnos estu-
dios moleculares sobre factores de virulencia de Streptococeus
preumoniae. Fundamentalmente se estdn estudiando las rela-
ciones estructura-funcion de las autolisinas de neumococo v
de otras proteinas que tienen capacidad de unién a colina
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increases the efficiency of containment by reducing the appea-
rance of survivors that escape to the toxic effect of both lethal
functions. The lethal genes have been expressed constitutively in
the presence of the cognate antidote (the immunity E3 protein
and the TEcoRl methylase) for gene contdinment. A
promoter/regulator couple that responds to the presence/absence
of the pollutant intended to be degraded is the control element of
the lethal gene in a biological containment system. These systems
of artificially programmed cellular death are also of great inte-
rest to study DNA transfer in complex microbial ecosystems.

Other collaborative projects

Using the techniques of Molecular Biology the group is deve-
loping different collaborative projects of basic and applied rese-
arch with other groups of the CIB, Universities and industries.
Thus, we are collaborating with the CIB group of Bacterial
Genetics fo study at the molecular level the virulence factors of
Streptococcus pneumoniae. We are studying the structure-func-
tion relationships of the preumococcal autolytic proteins and
other choline-binding proteins (CBPs). A remarkable objective of
this research is the development of expression vectors to genera-
te fusion proteins with the CBPs that can be easily purified on a
matrix containing choline or a choline analogue. We are also
collaborating with M. Menéndez of the Rocaselano Institute
(CSIC) on the structural aspects of CBPs. Moreover, we are also
analyzing, from both structural and functional points of view, the
genomes of different pneumococcal bacteriophages. Regarding to
the most applied research projects, we are collaborating with A,
Carvascosa of the Imstitute de Fermentaciones Industriales
(CSIC) on the production of beta- and alfa-galactosidases from
Thermus sp. In addition, we are collaborating with the group of
M.P Castillon and C. Acebal of the Complutense University of
Madrid and the company Antibioticos S.A. on the overproduction
of industrial enzymes, such as the bacterial beta-lactam acylases
and the D-amino acid oxiduses of yeast, used for the semisynthe-
sis of beta-lactam antibiotics. Within the antibiotic research field,
we are also collaborating with the comparnty PharmaMar.
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{choline-binding proteins, CBPs). Un aspecto interesante de
este trabajo es la aplicacion de las CBPs para el desarrollo de
vectores de expresion de proteinas de fusién con las CBPs las
cuales permiten una [4cil purificacion de la fusién por su
capacidad de unirse a matrices que contengan colina o molé-
culas andlogas. En el estudio de los aspectos estructurales de
las CBPs también se colabora con el grupe de M. Menéndez
del Instituto Rocasolano {CSIC). Por otro lado, dentro de los
estudios sobre neumococo se estin analizando los genomas
de distintos bactericfagos tanto desde el punto de vista
estructural como funcional. Entre los proyectos mas aplica-
dos, se estd colaborando con el grupo de A. Carrascosa del
Institute de Fermemaciones Industriales (CSIC) en la pro-
duccion de beta- y alfa-galactosidasas de Thermus sp. También
se colabora con el grupo de M.P Castillén y C, Acebal de la
Universidad Complutense de Madrid y con la empresa
Antibidticos S.A. en la hiperproduccion de enzimas industria-
les como las beta-lactam-acilasas bacterianas y las D-amino4-
cido oxidasas de levaduras utilizadas para la obtencion de
antibioticos beta-lactdmicos semisintéticos. Dentro del
mismo campo de la produccién de antibioticos, el grupo tam-
bién ha trabajado para la empresa PharmaMar.
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Regulacion de la expresion génica por el pH ambiental

Aspergillus nidulans es un microorganisme eucariola.
Como otros microorganismos saprofitos, tiene una enorme
versatilidad metabolica, que le permite utilizar una gran
variedad de compuestos como fuente de carbono y/o notré-
geno. Un aspecto de esta versatilidad metabolica es su capaci-
dad de crecer en un amplio rango de valores de pH, entre pH
2.5 v 10. Las enzimas y metabolitos extracelulares, asi como
ciertas permeasas, estin expuestas a las variaciones del pH
ambiental. Existe un mecanismo regulador que asegura que la
sintesis de proteinas v metabolitos extracelulares se ajuste al
pH ambiental, de manera que, por ¢jemplo, se sintetice fosfa-
tasa dcida solo cuando el pH ambienial es acido y no cuando
es alcalino. Este mecanismo regulador esta mediado por el
factor de transcripcién PacC, que se activa cnando el pH
ambienial es alcalino mediante una ruta de transduccion de
seftal integrada por los productos de los genes palA, palB,
palC, palk; palH y pall.

La activacion de PacC por la sefial de pH ambiental alcali-
no ocurre por procesamiente proteclitico. El producto de tra-

:; z {Desde VH-1998)
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pH regulation of gene expresion

Aspergillus nidulans is a eukaryotic microorganism. In com-
mon with other saprophytic fungi, A. nidulans shows a large
metabolic versatility, which enables the fungus (o use a variety of
compounds as sole carbon and/or nitrogen sources. A key aspect
of this wide metabolic versatility is its ability to grow aver a very
wide pH range (between 2.5 and 10). Extracellulur engymes and
metabolites and certain permeases are exposed to the pH of the
environment. A regulatory mechanism denoted 'pH regulation of
gene expression’ tailors the synthesis of these proteins and meta-
bolites to the needs imposed by ambient pH, enabling the synthe-
sis, for example, of an extracellular acidic phosphatase only
when the environmental pH is acidic and not when it is alkaline.
pH regulation of gene expression is mediated by the PacC trans-
cription factor, which is activated when ambient pH is alkaline
by a signal transduction pathway which includes the products of
the palA, palB, palC, palE; palH and pall genes.

PacC activation takes place by proteolytic processing. in res-
ponse to ambient alkaline pH, the 674 residue translation pro-
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duccion de PacC (674 residuos) se procesa a una forma trans-
cripcionalmente activa que contiene los ~248-250 residuos N-
terminales. El dominio de union a DNA, que consta de tres
dedos de zinc del tipe Cys2His2 se localiza en la foma procesada
y reconoce la secuencia 5-GCCARG-3". PacC alterna entre una
conformacién cerrada, insensible a la proteasa procesativa, y una
conformacién abierta, sustrato de dicha proteasa, en respuesta al
pH ambiental. La interaccién entre dos regiones que solapan el
punta de reconocimiento de la proteasa procesativa y los aprox.
150 residuos C-terminales de PacC responden de la conforma-
cién 'cerrada’. El producto primario de traduccion en la confor-
macion cerrada es exclusivamente citoplasmico. El procesamien-
to proteolitico de PacC se correlaciona con la localizacion nucle-
ar de Ia proteina.

La caracterizacién molecular de los productos pal no ha
aportado datos significativos sobre las bases mecanisticas de
la transduccién de la sefial de pH ambiental. En estrecha cola-
boracion con el grupo del Prof. HN. Arst (Imperial College,
Londen) estamos caracterizando la naturaleza de esta ruta
‘huérfana’de transduccion de sefial. Ademas, estamos usando
el modelo de PacC para analizar genética y molecularmente ¢l
trifico nucleo-cilopldsmico en Aspergillus. Finalmente, usa-
mos PacC como modelo de proteina regulada mediante pro-
cesamiento proteolitico, con el objeto de intentar caracterizar
las hioquimica de la reaccién de proteolisis, que puede tener
implicaciones mecanisticas conservadas en 1a escala evolutiva
desde hongoes a mamileros.

Finalmente, la familia de proteinas PacC (y sus homologos
RIMIQ1 en levaduras) no solo son un determinante clave de la
sintesis de gran cantidad de enzimas extracelulares y metabolitos
de interés comercial, sino que recientemente se ha demostrado
gue tienen un papel basico en la patogenicidad de Candida albi-
cans. Fl trabajo concertado de nuestro laboratorio v el de Herb
Arst en Londres es lider en el campo y a convertido Aspergillus en
el organismo de referencia para el estudic de 1a regulacion por pH
ambiental en eucariotas y de su papel en la capacidad de Candida
albicans para colonizar ambientes diversos, que es un factor clave
de su patogenicidad.

Fl moho Aspergillus como organismo modelo para el estudio de
metabolopatias congénitas en humanos

Nuestra segunda linea de trabajo se basa en una propuesta
original sobre la wilizacion de A. nidulans como modelo para

duct of the A. nidulans pacC gene is processed to a functiongl
form containing the ~248-250 N-terminal residues. The PacC
DNA binding domain (DBD), containing three CysoHisy zine
fingers and binding to GCCARG promoter sites is located cen-
trally within the processed form. The alkaline pH-sensitive step
in the regulatory cascade appears to be the accessibility of the
PacC primary translation product to the processing protedse,
suggesting that PacC alternates between protease-vesistant and
protease-sensitive conformations in response to ambient pH.
Interactions between two regions overlapping the processing site
and the ~ 150 C-terminal residues hold the protein in a protease-
inaccessible conformation. In the absence of pH signal, the trans-
lation product is localised in the cytosol. The processed PacC
form is localised in the nucleus.

The molecular characterisation of the pal gene products has
not clarified the mechanistic bases of ambient pH signal trans-
duction. In close collaboration with Praf. Herbert N. Arst's group
(Imperial College, London), we are firstly characterising this
‘orphan' signal transduction pathway. Secondly, we are using a
PacC-based system to genetically analyse nucleo-cytoplasmic
protein trafficking in Aspergillus. Thirdly, we are using PacC as
a model of a transcription factor activated by proteolytic proces-
sing, with the long term goal of understanding the molecular
bases of the processing reaction, which may have mechanistic
implications of broad significance.

The PacC family of transcription factors (and their RIM101
homologues in yeasts) are a key determinant in the synthesis of
a number of extracellular metabolites and enzymes of commer-
cial interest. Morover, it has been recently found that RIMI01 has
a key role in the pathogenicity of Candida albicans. The eoncer-
ted work of the Madrid (ours) and London (H.N. Arst's) labora-
tories leads the field of pH regulation and has converted the A.
nidulans PacC system in a reference to understand pH regulation
in eukaryotes, including the role of pH regulation in the adapta-
bility of C. albicans to different pH environments, which appears
to be a key factor for its pathogenicity.

The mould Aspergillus as a model organism for studying
human inborn errors of metabolism

Our second research interest is based on our original propo-
sal of using A. nidulans to undesrtand as yet uncharacterised
human inborn errers of metabolism. This proposal has been deve-
loped in colluboration with S. Redriguez de Cordoba, as an




enfermedades hereditarias humanas del metabolismo, que ha
sido implementada en colaboracién con Santiago Rodriguez de
Cordoba como experto en Genética Molecular Humana, FEsta
propuesta se basa en la enorme versatilidad metabélica de A,
nidulans, que es capaz de utilizar la mayoria de los aminoacidos
como fuente de carbono a través de rutas metabslicas andlogas a
las que funcionan en hepatocitos humanos. El analisis in silico de
las bases de datos del genoma humano usande sondas de
Aspergillus ha permitido la identificacion del gen humano de
alcaptonuria, del gen humano de maleilacetoacetalo isomerasa ¥,
recientemente, del gen de una subunidad de la 3-metilcrotonil-
CoA carboxilasa.

La caracterizacion del gen de alcaptonuria mediante 1a utiliza-
cién del modelo fangico fue objeto, por la importancia historica
y bdsica de la alcaptonuria en la genética humana, de un comen-
tario editorial de Nature Genetics, de un articulo en Trends in
Genetics y ha sido incorporado como ejemplo ilustrativo en el la
nueva edicion del texto cldsico de Genética de Griffiths et al.
Asimismo se ha incorporado a libros best-séllers de divulgacion
sobre Genoma Humano, como

Nuestro trabajo en colaboracion con el Dr. David Timm, de
la Universidad de Indiana, ha llevado a la caracterizacion estruc-
tural de la homogentisato dioxigenasa, el enzima deficiente en
aleaptonuria, y a la caracterizacion a nivel estructural y bioqui-
mico de mutaciones causativas y ha convertido la alcaptonuria
en una de las enfermedades mejor conocidas a nivel genético y
molecular.

El trabajo de caracterizacion del gen de la maleilacetoacetato
isomerasa y la construccion de un modelo de deliciencia median-
te interrupcion del gen en el hongo ha llevado a proponer un
compuesto diagnostico para la identificacion bioquimica de
pacientes deficientes.

El trabajo en la metilcrotonilglicinuria (un error congénito
del metahalismo de leucina), en colaboracion con los grupos de
Magdalena Ugarte y Santiago Rodriguez de Cérdoba, ha llevado
a la caracterizacion molecular de los dos genes implicados en la
enfermedad y al despistaje de mutaciones en estos genes. La
metilcrotonilglicinuria es posiblemente la actdemnia organica
mas frecuentes en ciertas areas geogrificas, 1al como ha reve-
lado el analisis masive de neonatos por MS/MS.

expert human molecular geneticist and it is based on the large
metabolic versatility of this mould, which resembles to a signifi-
cant extent that of human hepatocytes. The fungus is able to grow
on most amino acid as sole carbon source using the same metd-
bolic pathways working in human hepatocytes, In silico analy-
sis of databases using funagl protein sequences as probes allowed
the identification of human genes for alkaptonuria, for maleyla-
cetoacetate isomerase o, more recently, of the gene for one of the
subunits of 3-methylcrotonyl-VoA carboxylase.

The characterisation of the human alkaptenuria gene using
the fungal model was the subject of an editorial comment (and a
title in the cover page) in Nature Genetics, and an article in
Trends in Genetics. It has been incorporated in the new edition of
the classical Griffiths et al. Genetics textbook, and it is cited in
best-sellers and general public science books such as Matt
Ridley's ‘Genome: the autobiography of a species in 23 chapters’
or Robert Pollack's “The missing moment; how the unconscious
shapes modern science’.

Our work in cellaboration with David Timm (Indiana State
University) has led to the structural characterisation of homo-
gentisate dioxygenase (the enzyme deficient in alkaptonuria)
and to the structural and biochemical characterisation of causa-
tive mutations and has converted alkaptonuria in one ¢f the best
understood diseases at the molecular level.

Our characterisation of the maleilacetoacetate isomerase
gene and the construction of a fungal knock out model for a defi-
ciency of this enzyme has lead us to propose a diagnostic com-
pound for the biochemical identification of patients affected by
the deficiency.

OQur work with 3-methylcrotonylglicinuria {(an inbom error
of leucine metubolism), in collaboration with Magdalena
Ugarte's and 5. Rodriguez de Cordoba’s groups, has led to the
molecular characterisation of the two genesinvolved in the dise-
ase and the genotyping of causative mutation sin affected
patients. MS/MS screening of newborns has revealed that 3-
methylcrotonylglicinuria is the most frequent organic acidemia
in certain geographic areas.
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Biologia Molecular de iniciadores de la replicacion del DNA

RepA (26 kDa) es la proteina iniciadora de la replicacion
del DNA del plasmido pPS10 (un replicon especilico de
Pseudomenas aislado por nuestro grupo). RepA actua también
como represor (ranscripcional de su propia sintesis.
Estudiando las bases moleculares de ambas [unciones, hemos
identificado:

- En la secuencia de RepA, los motivos responsables de las
interacciones proteina-proteina (cremallera de leucinas, 1L.7) y
proteina-DNA (alfa hélice-giro beta- alfa hélice, HTH).

- Las secuencias de DNA reconocidas por RepA: cuatro
repeticiones directas de 22 pb (iterones) en el origen de repli-
cacion y una repeticion inversa de 8 pb (operador) en el pro-
motor de repA.

- Dos formas distintas de RepA, con [unciones contra-

Keywords: DNA replication, initiators (RepA/ORC), bacterial
toxins that inhibit DNA replication (Kid), bacterial plasmids,
structure -function of proteins and DNA

Molecular Biology of DNA replication initiators in microorga-
nisms

RepA (26 kDa) is the DNA replication initiator protein of
the plasmid pPS10 (a replicon specific ol Pseudomonas isola-
ted by our group). RepA also acts as a transcriptional repres-
sor of its own synthesis. As a result of our studies on the
molecular basis of both functions, we have lound:

- In RepA protein sequence, motifs responsible for protein-
protein  (Leucine-Zipper, LZ) and protein-DNA  (Helix-Turn-
Helix, HTH) interactions.

- DNA sequences recognised by RepA: four divected repeats of
22 bp (iterons) in the origin of replication and an inverted repe-
at of 8 bp (operator) in repA gene promoter.

- Two different species of RepA protein, with distinct func-
tions: DNA replication initiation (monomers) and transcriptio-
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puestas: iniciacion {menémeros) y represion {dimeros}.

- Dos dominios globulares en RepA (del tipo “winged-
helix™) que adoptan conformaciones alternativas: compacta
{en los dimeros) y elongada {en los mondmeros). El primer
deminie, que incluye el LZ, contiene un motivo adicional de
interaccién con el DNA, que permanece criptico en la con-
formacién compacta, mientras que colabora con el HTH
(situado en el segundo dominio) en el reconocimiento de los
iterones por la conformacion elongada de RepA.

- Mutaciones, afectando tanto al motivo LZ como al pri-
mer dominio globular de RepA, amplian el rango de huésped
de pPS10 a Enterobacterias. Por otra parte un mutante afecta-
do en la proteina iniciadora de la replicacion del DNA en
E.coli (DnaA) permite el establecimiento del plasmido pPS10
en esta bacteria. Estas mutaciones, junto con las descritas en
RepA, indican la existencia de interfases de interaccion entre
proteinas replicativas de plismido y huésped.(B. Maestro,
2001, Tesis Doctoral).

- Los iniciadores de la replicacién eucarioticos Ored v
Cdc6 presentan en sus extremos C-terminales dominios
“winged-helix" similares al de RepA, asi como otras similitu-
des que incluyen su estado de asociacion v su interaccion con
chaperonas de la familia Hsp70. Estos resultados sugieren la
presencia de un mismo médulo estructural y funcional en la
proteina de replicacion del ancestro hipotético de todas las
formas de vida celulares [Giraldo, R. & Diaz-Orejas, R.
(2001) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98: 4938-4943"].

Biologia Molecular de inhibidores de la replicacion del DNA

Esta linea se centra en un sistema bacteriano de muerte
condicional, parD (kis, Kid}, que fue encontrado en nuestro
laboratorio en el factor de resistencia a antibiéticos de ente-
robacterias R1. El sistema parD es un operon que codifica
para dos pequenas proteinas, una toxina, Kid (por determi-
nante de "killing", 12 kDa) y una anti-toxina, Kis (por supre-
sor de Kid, 10 kDa). Kid es capaz de inhibir inicio de replica-
cion del DNA dependiente de la principal helicasa replicativa
{DnaB).

Durante el periodo cubierto por esta memoria se han iden-
tificado regiones en DnaB implicadas en la interaccion fun-
cional con Kid, asi como zonas en ésta implicadas en toxici-
dad. Analisis de mutantes no toxicos de Kid en sistemas de

nal repression (dimers).

- Two globular “winged-helix” domains in RepA that adopt
alternative conformations: compact (in the dimers} and elonga-
ted {in the monomers). The first domain, that includes a 1.2
motif, contains an additional DNA binding-motif which remains
hidden in the compact conformation, but co-operdtes with the
HTH motif (found in the second domain) in binding to the iterons
by the RepA elongated conformation.

- Mutations affecting both the LZ motif and the first globular
domain in RepA broaden the host-range of pPS10 to
Enterobacteria. On the other hand a mutant in the replication
initiator protein of E.celi (DnaA)} allows the establishment of the
pPS10 plasmid in that host. These mutations, as well as those
described in RepA, point to the existence of interphases for inte-
raction between replicative proteins from plasmid and host bac-
terium. (B. Maestro, 2001, Doctoral Thesis),

- The eukaryotic DNA replication initiators Orc4 and Cdc6
have at their C-termini g “winged-helix” domain, similar to that

found in RepA. Similarities also extend to their association state

and to their association with chaperones of the Hsp70 family.
These findings suggest that a common functional and structural
protein module was present in the DNA replication initiator of
the ancestor of all present cellular forms [Giraldo, R. & Diaz-
Orejas, R. (2001} Proc. Natl. Acud. USA 98: 4938-4943],

Molecular Biology of DNA replication inhibitors

This research line is focused in a bacterial conditional killer
system, parD (kis, Kid), that we discovered in the antibiotic
resistance factor R1. The parD opevon codes for two proteins: an
antitoxin, Kis (hiller supressor, 10 kDa), and a toxin, Kid (killing
determinant, 12 kDa). Kid is able to inhibit DnaB-dependent
DNA replication at the initiation stage.

During the period covered by this memory, vegions of DnaB
invelved in interactions with Kid, as well as regions of Kid invol-
ved in interaction with DnaB, have been identified. Functionally
active mutants of DnaB with increased sensibility to Kid have
been isclated. Biochemical analysis of Kid protein mutants by
means of in vitro replication assays, indicated that the toxic acti-
vity of Kid correlates with its ability to inhibit DNA replication.
Biochemical data support the hypothesis that Kid toxin acts inhi-
biting the loading of DnaB to form a functional replisome com-
plex.



Iniciadores e Inhibidores de la Replicacién del DNA en Microorganismos / DNA replication initiators and inhibitors in Micro-organisms

replicacion in vitro indican que la actividad téxica de Kid y su
capacidad de inhibir replicacion son correlativas. Se han ais-
lado mutantes de DnaB que conservan la funcionalidad de
esta helicasa y que confieren mayor sensibilidad a Kid.
Resultados bioquimicos indican que Kid actiia bloqueando la
carga de DnaB en el replisoma.

Se ha obtenido recientemente la estructura de la toxina
Kid a 1.4 Amstrongs de resolucién mediante métodos crista-
lograficos (colaboracion con el grupo del Prof. D. Rice,
Universidad de Sheffield). La informacion genética propor-
cionada por mutantes de la proteina Kid ha permitido identi-
ficar en esta estructura las regiones implicadas en la toxicidad
y en interaccién con la antitoxina Kid.

Asimismo se dispone de informacién avanzada sobre las
estructuras de la toxina Kid y de la antitoxina Kis mediante
espectometria de RNM (colaboracion con el Prof. R. Boelens
de la Universidad de Utrechnt),

Se ha encontrado, en colaboracion con el grupe de R.
Laskey (Universidad de Cambridge, UK) que Kid y Kis son
activas en células eucariotas y que Kid es capaz de promover
apoptosis en lineas tumorales humanas. (de la Cueva, Tesis
Doctoral).

Detailled information on the structure of the Kid protein has
been obtained by X-ray crystallography by our collaborators D.
Rice and ]. Rafferty (Sheffield University, UK). Resolution of the
the structure of the Kid and the Kis by NMR methods is well
advanced (R. Boelens, Utrecht University, The Netherlands).

The interaction between Kis and Kid neutralizes the toxicity
of Kid and results in a complex that represses the parD operon.
These properties have been used to obtain genetic information on
the regions in Kis and Kid required to form the vegulatory com-
plex, and to define regions in Kis required to neutralize Kid. In
collaboration with the Sheffield and Utrecht crews, the first crys-
tallization trials of the Kis-Kid complex have been attempted and
the structural characterization of interfaces of interaction of Kis
and Kid are being approached by NMR.

We have found, in collaboration with the group of R. Laskey
(Cambridge, UK) that Kis and Kid are also active in eukarystic
cells and that Kid is able to promote apoptosis in human tumor
cell lines. (de la Cueva, Doctoral Thesis).
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Optimizacion de las condiciones para la degradacion de
compuestos aromaticos presentes en diferentes sustratos

Los hongos basidiomicetos en general y los basidiomice-
tos de podredumbre blanca en particular han demostrade su
capacidad para degradar o transformar varios materiales tales
como: sustratos de tipo fenil propano que se encuentran acu-
mulados en la fraccion lignina en la naturaleza formando
parte de la estructura de la madera y en las plantas en gene-
ral, en una fraccion de los combustibles [osiles (aproximada-
mente un 11%) y en los derivados de estas materias primas
como resultado de los procesos tecnologicos desarrollados
por la raza humana. En general forman parte de la mas abun-
dante fraccion de compuestos aromaiticos sobre el planeta y se
corresponde con un 40% de la energia solar almacenada en las
plantas, ademas de los hidrocarburos fosiles. A partir de estos
procesos naturales que inciden en las actividades productivas

Keywords: Basidiomyeete, gene transcription, heterologous
expression, control of expression, aromatics degradation

Optimization of the conditions to degrade aromatic com-
pounds present in different substrates

Basidiomicetous fungi, in general, and white-rot basidiomy-
cetes in particular have demonstrated their capacity of degrading
or transforming several materials such as: phenyl-propane subs-
trates which are present in the lignin fraction of wood and plants;
in a fraction of fossil fuels and in the derivatives of these raw
materials as a result of the technological processes developed by
the human being. In general, these substrates are a part of the
most abundant fraction of aromatic compounds in the planet and
correspond with a 40% of the solar energy stored in the plants,
besides the fossil hydrocarbons. Taking as starting peint these
natural processes, that affect the productive activities and that
have given continuity and consistency to the work in this labora-
tory, there are several research lines that have been followed and
that are described below. Firstly, it has been investigated the
capacity of some selected fungal species to grow on and decolori-



y que han dado continuidad y consistencia al trabajo de este
laboratorio se han planteado las lineas de investigacion que se
describen. En primer lugar se ha investigado la capacidad de
algunas especies seleccionadas de hongos para crecer y deco-
lorar, algunos de los compuestos anles mencionados presen-
tes en efluentes industriales o en maierias primas utilizadas
para la obtencion de productos manufacturados. Esta fase de
experimentacion se ha heche utilizando cinéticas monitoriza-
das con cuitivos en fase liquida v solida, a la que se ha apli-
cade una posterior evaluacion de algunos indicadores
mediante andlisis espectrofotométricos. En esta linea se ha
colaborado con los laboratorios de la Dra. E. Arias, Dpto., de
Microbiologia, Fac. Ciencias, U. Alcald, Dr. Juan Carlos Villar
del INIA, Madrid, Dra. Mar Villamiel, TF1, CSIC, Madrid v
Drs. Carmen Martin ¥ M* José Blanco, IER, CIEMAT, la Dra
Esperanza Valdés, ICIDCA, La Hahana, Cuba.

Regulacién de la transcripcion de lacasas y peroxidasas
frente a diferentes inductores. Expresion hetercloga de las
lacasas

Una segunda linea se ha centrado en las capacidades de
cuatro especies de hongos badiomicetos que han demostrado
su habilidad para decolorar/degradar los sustratos antes men-
cionados estudiando sus complejos enzimaticos, normalmen-
1e constituidos por familias de enzimas y las familias de genes
que codifican para las mismas. La deteccion, clonacién y
secuenciacion de los genes responsables de las actividades
lacasa y manganeso peroxidasa han sido priorizadas para los
estudios de expresion frente a compuestos modelo de tipo
aromdtico, o a aquellos que se ha detectado su presencia en
los efluentes industriales o en las materias primas. La pre-
gunta fundamental jcudl o cudles son los mecanismos de
degradacion de los compuestos aromdticos por hongos?, aun
no encuentra una respuesta definitiva. Y ha sido una de las
razones por las que estos estudios se han orientado a los
mecanismes de expresion de los genes, incidiendo en los
potenciales factores que actiian sobre los mismos para que se
disparen. Se ha estudiado su regulacion por [uentes de carbo-
1o y nitrogeno, por ser los pardmetros que mds inciden en el
metabolismo de los hongos en general, y ademds se ha inves-
tigado la presencia de compuestos de tipo aromdtico porque
pueden actuar como inductores, y la concentracién de Cobre
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ze some of the compounds mentioned before that are present in
several industrial waste-waters or in raw materials used to
obtain manufactured products. This experimental stage has been
performed using monitored kinetics using cultures in liquid and
solid phases, to which a further spectrophotometrical analysis of
several parameters has been applied. In this line we have colla-
borated with the laboratories of Dr. E. Arias, Dpto., de
Microbiologia, Fac. Ciencias, U. Alcald, Dr. Juan Carlos Villar
from INIA, Madrid, Dr. Mar Villamiel, IFI, CSIC, Madrid, Drs.
Carmen Martin and M® José Blanco, IER, CIEMAT, and Dr
Esperanza Valdes, ICIDCA, Havana, Cuba.

Regulation of laccases and peroxidases transciption by diffe-
rent inductors. Heterologous expression of laccases

A second research line have been focused on the capacities of
Jour basidiomycetous fungal species that have demonstrated their
hability to decolorize/degrade the substrdaies mentioned before,
by studying their enzymatic complex, usually constituted by
enzymes families and gene families that codify for them. The stu-
dies of detection, cluning and sequencing of genes responsible of
laccase and manganese-peroxidase activities have been prioriged
Jor the expression studies in the presence of aromatic-model com-
pounds, or compounds detected in the industrial waste-waters or
in the raw materials. The main question is: which is or are the
mechanisms that fungi use to degrade avomatic compounds?,
definitive answer has not been still found. This has been one of
the reasons for the orientation of these studies towaid the expres-
sion mechanisms of genes, paying attention to the potential para-
meters that switch them on. It has been studied their regulation
by the carbon and nitrogen source due to they are the most impor-
fant parameters gffecting in fungal metabolism in general.
Moreover it has also been investigated the presence of aromatic
compounds because they can act as inductors, and finally the
concentration of copper and manganese due to their possible
action on both proteins. The results have demonsirated thot all
these factors are implicated, in a different way, in the regulation
of lac and mnp genes. In addition it has been demonstrated using
multiple RT-PCR studies, that both, aromatic-model compounds
and the complete effluents have a clear incidence in the regula-
tion of a laccase gene-family. Moreover, this regulation is diffe-
rential for every gene in particular and besides dacts over all of
them as a whole modulating their "switch-on", which give rise to




y Manganeso por la posible accion de estos metales sobre
ambas proteinas. Los resultados han demostrado que todos
estos factores estan implicados en la regulacion de los genes
lac y mnp, de diferente manera y se ha demostrade mediante
estudios de RT-PCR multiple, que tanto los compuestes
modelo de tipo aromético como los efluentes en su coajunto

tienen una clara incidencia en la regulacion de una familia de
genes de lacasa v que esta regulacion ademds de ser diferen-

cial para cada gen en particular actua sobre todos ellos en su
conjunto modulando su disparo, lo que produce un efecto de
compensacion sobre la actividad enzimitica que normalmen-
te se mide mediante técnicas espectrofotométricas. Una vez
producidos los ADNc¢ de los genes de lacasa se intentd su
transformacién heteréloga en huéspedes como, diferentes

especies de levaduras e hifomicetos, obteniéndose clones

positivos que expresaban la proteina recombinante a nivel de
cultivos solidos. Finalmente, teniendo en cuentaslos resulta-
dos alcanzados en el proyecto OXEPI donde participé nues-
tro laboratorio se llevaron a cabo estudios para la busqueda de
inductores naturales de las lacasas, obteniéndose valicsa
informacion acerca del comportamiento de los genes frente a
compuestos presentes en los vegetales valorando la presengia
de transcritos en las correspondientes cinéticas. En este tra-
bajo hemos colaborade con el grupo del Dr. Alan Dobson,
Microbiology Dpto. U. Cork, lIrlanda, el. Dr. Angel
Dominguez, Instituto de Biologia Molecular y Genética,
CSIC, U. Salamanca, la Dra. Marfa Fernandez-Lobato, Fac.
Ciencias. U. Auténoma, Madrid

Busqueda de nuevas actividades enzimdticas en especies de
hongos que crecen en condicicnes extremas

Una tercera linea se orientd a la busqueda de actividad de
enzimas extracelulares oxidantes en hongos que crecen en
ambientes extremdfilos a altas temperaturas y pH acido, en
una amplia coleccion de mas de mil cepas aisladas de Rio
Tinto y una doscientas de la zona tropical de México en
Mérida, Yucatan, se han puesto a punto cinéticas para deter-
minar actividad lacasa y manganeso peroxidasa a pH dcido v
50 °C de temperatura. La posible ventaja en este caso es que
la busqueda no se ha circunscrito sélo a los basidiomicetos
sino que el barrido se ha ampliado a los hifomicetos, tenien-
do en cuenta que algunas de estas cepas se podrian aplicar a

a compensation effect of the enzymatic activity that usually is
measured spectrophotometrically. Once obtained the ADNc of
laccase genes their heterologous expression was tried using as a
host different species of yeast and Hiphomycetes, giving rise to
positive clones that expressed the recombinant protein in solid
cultures. Finally, taking in account the results raised in the
OXEPI Project, where our laboratory participated, several stu-
dies for screening natural laccase-inductors, giving raise to
valuable information regarding the behaviour of the genes
towards compounds present in vegetal, by monitoring the presen-
ce of transcripts in the corresponding kinetics. [n this work we
have collaborvated with the team of Dr Alan Dobson,
Microbiology Department. U. Cork, Irlanda, Dr Angel
Dominguez, Instituto de Biologia Molecular ¥ Genética, CSIC,
U. Salamanca, and Dr Marig Ferndndez-Lobdio, Fac. Ciencias.
U, Auténoma, Madrid.

Search of new enzymatic activities in fungal species that
grow in exireme conditions

' A third research-line was oriented to look for extracellular
oxidative enzymes in fungi growing in extreme environments
such as high temperatures and acid pH. The screening was done
aver a wide collection of more than one thousand strains isola-
ted from Tinte River and two hundred strains from tropical zone
of México in Mérida, Yucatdn. Some methods to determine lac-
case and manganese peroxidase activities at acid pH and 50 °C,
were set up. The possible advantage in this case is that the

* search was not only done over basidiomycetes but also over hip-

homycetes, taking in account that some of these strains could be
applied to the decontamination of soils with petroleum. One of
the Mexican laboratories has signed a deal with "Petroleos
Mexicanos” (PEMEX) in order to start these studies. A second
advaniage of these studies is that theses species, in the case they
denionstrate oxidative enzymatic activity, offer great advantages
for the transformation studies, aim that is morve difficult to
attain with basidiomycetous fungi. Eleven species of organisms
acidophilus and five thermophilus have demonstrated good acti-
vity levels of extracellular enzymes and the studies of melecular
biology have been already started. In this line we collaborated
with the following groups: Dr. Ricardo Amils, Fac. Ciencias U.
Autdnoma, Madrid, Dr. Gustave Viniegra, Dpto. Biotecnologie,
U. Autonoma Metropolitana, México D.E, Dr Sara Solis, Dpto
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la descontaminacién de suelos ocasionados por crude de
petrdlec ya que uno de los laberatorios mexicanos ha suscri-
to un convenio con Petrdleos Mexicanos (PEMEX) para
poner en marcha estos estudios. Una segunda ventaja de estos
estudios es que estas especies en caso de demostrar actividad
enzimdtica para algunas enzimas oxidantes ofrecen grandes
ventajas para los estudios de transformacion, objetivo que es
mds dificil de alcanzar con los hongos basidiomicetos. Once
especies de acidéfilos y cinco de termdfilos han demostrado
buenos niveles de actividad y se han comenzado los estudios
a nivel de biologia molecular. En esta linea colaboramos con
los siguientes grupos: Dr. Ricardo Amils, Fac. Ciencias U.
Auténoma, Madrid, Dr.  Gustave Viniegra, Dpio.
Biotecnologia, U. Auténoma Metropolilana, México D.E, Dra.
Sara Solis, del Dpto de Biotecnologia, U. de Mérida, Dr. Carlos
Regalado, U. Querétaro, México.

Finalmente en esta linea se circunscriben algunos estudios
relacionados con la conservacién del patrimonio artistice,
evaluando la capacidad de inhibir el crecimiento de microor-
ganismos sobre diferentes materiales v el impacto de los mis-
mos sobre el sustrato como sobre los posibles fenémenos de
lixiviacién en el post-tratamiento por el biocida, en esta acti-
vidad hemos colaborade con la Dra. Nieves Valentin,
Ministerio de Cultura y Educacidn y el Dr, Fernando Dorrego,
Instituto E. Torroja, CSIC, Madrid.

de Biotecnologia, U. de Mérida, and Dr. Carlos Regalado, U.
Querétaro, México.

Finally in this line some studies relaied with the conservation
of artistic heritage are included, evaluating the capacity of inhi-
biting the growth of several microorganisms on different mate-
rials and the impact of organisms over the substrate as well as
the possible phenomena of lixiviation in the post-treatment with
the biocide. In this activity we have collaborated with Dr. Nieves
Valentin, Ministerio de Cultura y Educacion and Dr Fernando
Dorrego, Instituto E. Torraja, CSIC, Madrid.
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The glycoprotein Ib-IX-V complex: a pivotal adhesion receptor mediating platelet interactions with vascular matrix, endot-
helium, and leukocytes

Dra. Montserrat Baiget
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NEATS: The NFAT family of transcription factors expands through different directions
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Mechanisms of DNA Unlinking and Chromosome Segregation
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Apoptosis Laboratory, Institute of Cancer Biology, Danish Cancer Society, Denmark
Control of tumour cell apoptosis by heat shock protein 70
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Transcription factories and the path of transcripts to the cytoplasm
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Institute de Citologia de la Academia Rusa de Ciencias. San Petesburge, Rusia.

Structure of transcribing chromatin: POU-domain octamer binding transcription factor Oct3/4. Differential expression and
transcriptional coactivators
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Departamento de Bioguimica, Universidad de Extremadura, Badajoz

Moedulacion de la actividad de la Ca-ATPasa del reticulo sarcoplasmuitico del musculo esquelético y sus implicaciones para
la homeostasis del calcio citesolico

Dr. Juan Saus
Instituto de Investigaciones Citologicas, Valencia
Hacia un modelo molecular de la enfermedad autoimmune

Dr. Alan Nurden :
Lah. Pathologie Cellulaire de 'Hémostase UMR 5533 CNRS, Hopital Cardiologique, Pessac, France
Recent advances in our understanding of the molecular basis of inherited platelet disorders
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Andlisis de proteinas y péptidos por espectrometria de masas MALDI-TOF, la técnica del siglo 21
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Centre for Protein Structure, Function and Engineering. Univ. Queensland, Brisbane, Australia
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University of Erlangen-Nuremberg, Erlangen, Germany
Control of thymocyte proliferation via redox-regulated expression of glycolytic genes

Prof. M.A. Cevallos
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Replicacion del plasmido Rhizobium
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Department of Biomedical Sciences, University of Padova, Padova, Italy
Mitochondria and cell death: The (w)hole story
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Departamento de Fisiologia Médica y Biofisica, Facultad de Medicina, Universidad de Sevilla
Mecanismos celulares de la sensibilidad al oxigeno

Dr. Juan Ramoén Rodriguez
Centro Nacional de Biotecnologia, CSIC, Madrid.
Desarrollo de nuevas estrategias de inmunizaciéon contra malaria

Dr. Francois Cornet
Centre National de la Recherche Scientifique, Toulouse, France
Chromosome dimer resolution in E. coli: control of @ recombination machine

Prof. Roberto Kolter
Microbiology and Molecular Genetics, Harvard Medical School, Boston, USA
Desarrollo de biofilms bacterianos y la evolucion de la patogénesis

Dra. Lucia Banci
Centro di Risonanze Magnetiche. Sesto Florentino, ITALIA
Structure and dynamics of metalloproteins in solution

Prof. Jorge E. Galan
School of Medicine, State University of New York at Stony Brook, $tony Brook, USA
Striking a balance: modulation of the host-cell actin cytoskeleton by Salmonella

Pr. Grzes Wegrzyn
Universidad de Gdansk, Polonia
Regulation of A DNA replication: Inheritance of the replication complex
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Carbon catabolic pathways in Aspergillus nidulans: the ethanol utilization system, an example of interplay between regu-
latory circuits
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Diferenciacion de motoneuronas espinales: Interaccion entre sonic hedgehog y matriz extracelular

Dra. Michelle Letarte

Division of Immuneclogy & Cancer Research, The Hospital for Sick Children, Toronte, Ontario, CANADA

Learning more about the role of endoglin in vascular development and integrity through a murine model of Hereditary
Hemorvhagic Telangiectasia

Dr. Alan Ashworth

The Breakthrough Toby Robins Breast Cancer Research Centre. Institute of Cancer Research, Mary-Jean Mitchell Green
Building, Chester Beatty Laboratories, London, UK.

The breast cancer susceptibility Gene BRCA2

Dr. Thomas Maciag
Director, Center for Molecular Medicine, Maine Medical Center Research Institute, South Portland, USA
Molecular Mechanisms of Angiogenesis

Dr. José Aramburu
Center for Blood Research. Harvard Medical School. USA.
Control de la actividad transcripcional de NFAT mediante fosforilacion/defosforilacion



Gerente!

Administracion

Administrador;

Direccion

Direccion

Director:

Vicedirectores:

Secretaria:

Gerencia

GERMAN LERMA RODRIGO

Luis GARCIA TRUJILLO

ANGEL ABRIL NOVELLA

Juria ANADES BESNARD

CONCEPCION CHORRO DE VILLACEBALLOS
EsTRELLA GONZALEZ HERRADURA

NIEVES GONZALEZ ESTEBAN

MARIA SOLEDAD REIG FERNANDEZ

Personal:

Juan M. RAMIREZ DE VEGER LOBO

M" ELENA FERNANDEZ-TRESGUERRES
RopricuEz-ViGIL

PABLO HERNANDEZ VALENZUELA
ANGEL TOMAS MARTINEZ FERRER

ANA CHAO VAZQUEZ

MANUEL MOLINA MORENTI

Compras y Almacén
Jefe de Compras y Almacén: RAMON SERRANG CORONADO

EvLisa BALLESTEROS VILLAMAYOR
MARGARITA FERNANDEZ GARCIA
JOSE MANUEL PEREZ CABRIA
M*® TERESA RAMOS JIMENEZ
FRANCISCO SERRANO CORONADO




Direccion, Gerencia y Servicios

Conserjeria

Servicios Generales

JAVIER DE LA FLOR HERNANDEZ
DIEGO GARCIA HERRANZ
Lucis GoNzALEZ Diaz

Cr1a LOPEZ ADSUARA

Juan MANUEL MARTIN SIERRA

Limpieza de Material y Lavanderia

Brasa CARRION FERNANDEZ
SARA FUENTES ROMERO

AMPARO GARCIA MORENO
FELICIDAD LARA MARTINEZ
CARMEN LOPEZ CASTELLANOS
MARIA LOPEZ RAMIREZ

MARIA LOPEZ ROMERA
FrANCISCA MORANTE GONZALEZ
SOLEDAD PASTOR ENCABO

ROsA M* MARGARITA Paz CHAO

Comedor

Franqueo

Vigilancia

Reprografia

BraTRIZ FRAILE FERNANDEZ
ANGELA MUROZ ALONSO
DOLORES PORTERO LAULA
ENCARNACION SANCHEZ Ruiz
FELINA SOMOLINOS GARCIA

JOSE MANUEL GORDILLO RODRIGUEZ

LORENZO MONTERO VERA

DoMINGO MURIEL MUNOZ

ANTONIO MORENO CALLE

M*® JESUS GARABITO SECO



Jefe Serv. Técnico:

Direccion, Gerencia y Servicios

Servicio Técnico

ANTONIO MANUEL J. GARCIA AIVAREZ

LORENZO ALONSO MACARRON
ANGEL ARRANZ BOMBIN

Jose CABANAS OLIVARES
ANGEL GUERRERO RIVERO

M?* JOSE HERNANDEZ PARADELO
Jose M* MELGUIZO SOLIER
MARCOS JAVIER MORAL GARCIA
ANGEL PACHECO DEL OLMO
ANTONIO PEREZ PARDO

Juan MIGUEL T1JERO PARAMO
FRANCISCO TIRADO AMARILLA
MANUEL RAMON TORO MONSALVE
ANTONIO VALLEJO DOMINGUEZ
PALOMA VELASCO DE LA ROcCA

Delineacion AURELIO HURTADO CARO

Fotografia MONICA M* FONTELA LAGO
VICTORIA MUNOZ MARTIN

Informatica JOSE MANUEL ANGULO ZAPATERO
JosE RAMON Ditz BUENO

Aplicaciones Informaticas
Responsables Cientificos: Dr. ANTONIO ROMERO

Dr. Fco. Javier MEDINA

MARIO GARCIA LACOBA



Direccion, Gerencia y Servicios

Servicios Especiales

Microscopia electronica
Responsable Cientifico: Dra. CONCEPCION GARCIA MENDOZA

M* DoLorEs GUIRAO REY

Animalario
Responsable Cientifico: Dr. Jost M* ROJO HERNANDEZ
DIEGO DiAz 1ZQUIERDO

GABINO GARCIA AMAYA

FRANCISCO JOSE GARCIA GONZALEZ
ManUEL MORENO CALLE

SUSANA SERNA MARTINEZ

Cromatogralia
Responsable Cientifico: DR. Juan ANTONIO LEAL OJEADA

ALICIA PRIETO ORZANCO

Cultivo de Células Animales
Responsable Cientifico: DR. AUGUSTO Sitva GONZALEZ

Branca PEREZ MACEDA
ALEJANDRA MARTIN Ruiz

Quimica de Proteinas

Responsable Cientifico: PROE GUILLERMO GIMENEZ GALLEGO

JOsE JaviER VARELA ESPINOSA
EMILIA APORTA SO5A

Citometria de Flujo
Responsable Cientitico: Dr. JoaQuin TEXipo CALVO

PEDRO LASTRES VARO



Direccidn, Gerencia y Servicios

Esterilizacién
Responsable Cientifico: Dr. M. AuGusTO SiLvA GONZALEZ

Rosa Diaz Lorez

Microscopia Confocal

Responsable Cientifico! Dra. M? DEL CARMEN RISUENQ ALMEIDA

M?* ANGELES OLLACARIZQUETA DONAZAR

Ultracentrifugacién Analitica
Responsable Cientifico: DR. GERMAN Rivas CABALLERO

CARLOS ALFONSO BOTELLO

Secuenciacion Automdtica de DNA

Responsables Cientificos: Dr. SaNTIAGO RODRIGUEZ DE CORDOBA
Dr, Jost Luts GARCIA LOPEZ

SoONIA CARBAJO (GARCIA
AsunCION Diaz CARRASCO
M* GrRACIA PORRAS FRANCO

Espectroscopia
Responsable Cientifico: Dr. JuaN MANUEL RAMIREZ DE VERGER

Proteccion Radiologica
Responsahle Cientifico: Dra. M* Luisa BoTerLa CUBELLS

MarTa CEBRIAN ECHARRI
M? pEL CARMEN DORORO VAZQUEZ

Biblioteca

Responsable Cientifico: DRr. PABLO HERNANDEZ

EvENCIO CABRERIZO DE LAS HERAS
CONSOLACION GORDILLO SALAMANCA
M? ANGELES SACRISTAN MARTIN
M® TERESA SILIO MARTINEZ
JosE MIGUEL 5070 ESTEBANEZ
M? JESUS VILELA MANRIQUE

ANA M? FERNANDEZ RIVERA




Orgamigrama CIB

ORGANIGRAMA CIB

DIRECCION
GERENCIA
VICEDIRECCIONES
Y
UNIDAD DE
SERVICIOS v Y
TECNICOS
U. BIBLIOTECA DEPARTAMENTOS
Y
-Biologia Celular y del Desarrollo L 4
SERVICIOS ESPECIALES -Bivlogia de Plantas
-Estructura y Funcién de Proteinas UNIDADES DE APOYO
-Microscapia Fisi logia v Genética Molecular H
-Animalario -risiopatologia v Lrenética Molecular dumana
-Cromatografia -Inmunologia L .
-Cultive Células Animales -Microbiologia Molecular -Administrativa
-Quimica de Proteinas -Compras
-Citometria de Flujo -Servicics Generales
-Microscopia Confocal
-Ultracentrifugacisn Analitica -Personal
-Secuenciacién Automdtica DNA
-Aplicaciones informiticas
-Espectroscopia




Altas, Excedencias y Jubilaciones de Personal

ALTAS

GIRALDO SUAREZ, RAFAEL
GONZALEZ MANCHON, CONSUELD
GRANADINO GIOENECHEA, BEGONA

LoPEZ-MoOYA GOMEZ, JUAN JOSE

LozaNo PuerTo, M® Rosa
PEREZ-SALA GOZALO, M® DOLORES

VERNOS RUCASSIER, ISABEL

EXCENDENCIAS

GOMEZ ALARCON, Gonzalo (15/9/1999)
LoreNzO VIAN, Juana M® (01/09/2000)

JUBILACIONES

BLanco Marcos, ELoy (31/08/00)
FERNANDEZ DE RIVERA ¥ RUIZ DEL CASTILLO, ANa M* {30/06/00)
JAarENO CarnaDpa, M?* AsuncioN (19/08/00)
MORENO JIMENEZ, BARBARA (27/06/99)
ROBLES CHILLIDA, MANUEL RoOBLES {14/10/99)
ToRROJA CAVANILLAS, EDUARDO {25/12/99)



RESUMEN DE LOS DATOS ECONOMICOS

PRESUPUESTOQO DEL CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOLOGICAS

Concepto 1999 2000
Presupuesto ordinario 131.7606 138.725
Inversiones 58.581 684.687
Apoyo a la infraestructura 106.040 106.690
Varios 22.622 18.839
TOTAL DE INFRAESTRUCTURA DEL CENTRO 319.009 948.041
Proyectos P Nacional, PG.C., FLS. y C.AM. 423.845 - 600.807
Investigacion Contratada 98.799 01.427
Proyectos de la Unién Europea 156.658 146.798
Asistenicia Técnica 9,369 17.152
TOTAL FROYECTOS, CONTRATOS Y ASISTENCLA TECNICA 688.671 856.184
PERSONAL 1.098.986 1.124.977
TotaL 2.106.666 2.930.102
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- ROMERC GARRIDO, Antonio Cient. Titular romero@cib, csic.es . SO W 82

- SANCHEZ RODRIGUEZ, Lucas Invest. Cient. Isanchez@cib.csic e : 2

~ SANCHEZ TESTILLANO, Pilar _Cient, Titular testillano@cib. csic.es P 4365 35

—-SCH E schvartzman@cib. csic.es 4233 bi

- SERRA YOLDI, M* Teresa - Dpt” Biologia de Plantas 4411 bl

— SILVA GONZALEZ, Augusto | Dpt* Inmunologia 4431 148

— SUAREZ GONZALEZ, M* Teresa i Cient. Titular Dpt® Microbiologia Molecular teresa@cih.csic.es 4227 200

i Cient, Titular Dpt® Inmunclogia joaquim@cib,csic,es L4392 138

¢ Cient. Titular Dpt® Biclogia Cel. y del Desarrollo | myvidal@cib,csic.es L 4382 i5

{Actualizado en enero de 2002)

(NOTA: El listado telefonico incluye los cuatro digitos de la extensién cuando se marca la centralita del CIB, 91-564-45-62
salvo lineas directas indicadas por nueve digitos)
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