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Introduccion

Excelentisima. Sefiora Presidenta
Excelentisimos Sefioras y Seriores Académicos
Serioras y Seriores

Como farmacéutico y como Profesor de Universidad es un honor

singular el ser elegido académico de nimero de la Real Academia
Nacional de Farmacia.
Quiero por ello en primer lugar, expresar mi agradecimiento, a los
miembros de esta Real Academia, que me han considerado digno de
ocupar un sillén, junto a ellos, en esta prestigiosa Institucion. Recordando
lo que decia en una ocasidon mi ilustre paisano y gran poeta espaiol
Gerardo Diego, yo tendria que decir que mas que un “sillon de honor*
siento que vengo a ocupar un “sillon de amor”, porque estoy
convencido, que ha sido el amor (de maestros, de profesores, de colegas,
de amigos) y no mis escasos méritos, lo que ha pesado mas, a la hora de
abrirme las puertas de esta Real Academia. Y amor también por mi parte,
porque asi puede calificarse la satisfaccion que siento al entrar a formar
parte, de este selecto grupo de personalidades que han destacado en
diferentes campos de las Ciencias Farmacéuticas.

Mi gratitud se extiende en primer lugar hacia los Excmos. Srs. D.
Antonio Doadrio Lopez, D. Jos¢ Antonio Cabezas Fernandez del Campo
y D. Antonio Martinez Ferndndez, miembros de esta Real Academia, que
han propuesto con su firma mi candidatura. Empana mi satisfaccion, el
que Don Antonio Doadrio, se encuentre en situacion delicada de salud, y
no pueda acompafiarnos hoy. Quiero expresar mi agradecimiento a Jose
Antonio Cabezas, amigo, y por asi decirlo, hermano mayor en la escuela
de D. Angel, y a D. Antonio Martinez también amigo, y compaiiero de la
Facultad de Farmacia de Santiago de Compostela, mi primer destino
como catedratico.

Por vuestra eleccion, voy a ocupar la vacante producida, por el
fallecimiento de Don Angel Santos Ruiz. Ocupar esta vacante, supone
para mi un reto demasiado dificil, y una gran responsabilidad, que acepto
con inmenso reconocimiento a la figura de Don Angel. Don Angel
Santos Ruiz, fue la persona que me abrid las puertas a la Bioquimica y
me ayudo a alcanzar mi pasion de ser profesor universitario. El fue, como
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yo, originario de Cantabria, y ambos tuvimos que salir de nuestra querida
tierra, para seguir nuestra vocacion. Como dice el gran poeta francés
André Gide “No se descubren lejanas tierras sin haber perdido de vista y
durante mucho tiempo la orilla”.

Don Angel fue Doctor en Farmacia y en Medicina. Se inicié en la
investigacion con el Profesor Gregorio Maraiion. Trabajé con Sir Jack
Drummond, prestigioso investigador inglés, en el campo de las vitaminas
y fue el primer catedratico de Bioquimica y uno de los impulsores
principales del desarrollo de la Bioquimica en Espafia.

D. Angel dedicé sus primeros trabajos a la bioquimica del
glutation. Posteriormente, con la ayuda de distintos colaboradores fue
cultivando diversas parcelas que el desarrollo de la Bioquimica, iba
seflalando como campos de interés, como la Bioquimica de los
oligoelementos, la Bioquimica de la germinacion de las semillas, los
enzimas descarboxilantes o la Bioquimica de las hepatopatias
experimentales. En todos ellos, su labor quedd plasmada en numerosas e
interesantes contribuciones.

En la Facultad de Farmacia, y en la Universidad Complutense de
Madrid, sus 42 afios de Catedratico y 15 de Decano, dejaron una
profunda huella. Con la creaciéon de un moderno Departamento
universitario, supo atraer hacia ¢l a algunos de los mejores alumnos, y
proporciono a la Facultad de Farmacia y a la Universidad Complutense
una dimension cientifica importante. Su obra “Tratado de Bioquimica”,
escrita en colaboraciéon con dos de sus primeros discipulos, Vicente
Villar Palasi y José Antonio Cabezas, fue la fuente, en la que
generaciones de estudiantes, nos asomamos por primera vez a aquella
nueva Ciencia. Su labor como canalizador de vocaciones investigadoras
fue colosal. Las mas de cien tesis doctorales realizadas en el
departamento de Bioquimica avalan esta labor extraordinaria.

Don Angel, fue también Director de esta Real Academia durante
mas de 15 afios. Durante este tiempo, y durante todo el tiempo que
permanecié como Académico de Numero, Don Angel fomentd las
relaciones internacionales, los cursos de doctorado, las visitas de
cientificos, el acondicionamiento de las instalaciones y en fin, participd



con asiduidad, en todo tipo de sesiones y discursos, con la pulcritud y
sabiduria que ponia en todas sus acciones.

Don Angel Santos-Ruiz formé y pasoé la antorcha a muchos
discipulos, algunos de ellos catedraticos de Bioquimica, y entre ellos
verdaderas personalidades, como el ilustre miembro de esta Real
Academia D. Federico Mayor Zaragoza.

Conoci a Don Angel, como estudiante de Farmacia, pero sobre
todo, siendo estudiante de Doctorado en el Departamento de Bioquimica.
Siempre demostré interés por la marcha de mi trabajo, y los progresos
realizados. Con ocasion de la asistencia a un Congreso Internacional,
tuve ocasion de iniciar con €l una relaciéon mas proxima, que fue siempre
en aumento a partir de aquel momento. Se preocupd de que alcanzara no
solo la madurez cientifica, sino también, la madurez en toda la dimension
de mi persona. Me ayudo a ir recorriendo etapas para llegar a cientifico y
profesor universitario, unas veces con su consejo, y otras con su silencio.
Me mostrd su orgullo al pasar a formar parte de su gran familia de
discipulos-catedraticos y me transmiti6 su valiosa experiencia.

Deseo también extender mi gratitud hacia su familia, en especial a
su esposa Carmen y a su hijos, en particular, a su hija Mamen,
compafiera de estudios, que siempre me acogieron con simpatia.

Quisiera ahora, en esta solemne ocasion, hacer mencion expresa
de algunas personas que mas han contribuido a mi formacién cientifica y
en definitiva a que haya podido llegar aqui.

Considero a Dona Maria Cascales Angosto mi primera maestra.
La estoy muy agradecido. Dirigié mi Tesis Doctoral, me introdujo en la
investigacion y hoy a va a pronunciar en nombre de la Academia la
contestacion a mi discurso.

En segundo lugar, considero al Profesor Julio Rodriguez-
Villanueva otro de mis maestros. Aun sin pertenecer al grupo de sus
discipulos directos, me acogié como tal. Después me ayudo6 a llevar a
cabo mi primera estancia posdoctoral en Bristol, con su amigo y
compaiiero Mark H. Richmond profesor de aquella Universidad. Mas



tarde, me comunic6 su entusiasmo por la Universidad y su valiosa
experiencia como Rector.

En tercer lugar considero a Sir Mark H.Richmond como a un
verdadero maestro, que me introdujo en la Biologia molecular, y me
indujo a comprometerme definitivamente con ella.

Y tras el agradecimiento a mis maestros quiero testimoniar mi
agradecimiento a mis colaboradores y discipulos, que no solo
colaboraron conmigo eficazmente, sino que contribuyeron a mi
mejoramiento como investigador, y entre los que cabe destacar a Isabel
de Andrés, Fernando de la Cruz, Juan M. Garcia Lobo, Javier Leon, José
Carlos Rodriguez Rey, Juan Carlos Zabala, Manuel Gonzélez-Carrerd y
Ana Eguiraun.

Por ultimo quiero también agradecer a mi familia. A mis padres, a
quienes debo cuanto soy, que hicieron posible, que pudiera seguir mi
vocacion, y en especial a mi esposa Mariluz y a mis tres hijos, por haber
aceptado mi pasion por esta actividad, pues la Universidad y la
investigacion son también una actividad pasional.

Quiero terminar este prologo con dos palabras sobre el tema y el
plan de este discurso. Como farmacéutico y como bidlogo molecular
decidi abordar la tarea de presentar una vision de la Comunicacion
celular y de las vias de senalizacion. Hace algunos afios, con ocasion de
un acto en la Facultad de Farmacia de Madrid, Sir Richard Sykes,
antiguo colega mio en Bristol, y entonces presidente de una importante
empresa farmacéutica, sefialaba en una conferencia, la importancia que
para la industria farmacéutica tenia poder identificar nuevas dianas
celulares. Muchas de ellas, estan relacionadas con las vias de
sefializacion, y su consideracion, implica, entre otras cosas, el problema
de la especificidad. Pues bien, yo quiero responder a este reto, hablando
de la especificidad en las vias de comunicacion celular, tratando de
sefalar, como el disefio de nuevos medicamentos esta muy ligado a este
proceso.
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LA ESPECIFICIDAD EN LAS ViAS DE COMUNICACION
CELULAR

Antecedentes

Para un observador extrafio, por ejemplo para un extraterrestre,
que procedente de otro planeta aterrizara con su nave sobre el nuestro,
probablemente a medida que acercara a la Tierra, quedaria sorprendido
por la profusién de rios, que a modo de vias de comunicacion, recorren la
superficie de nuestro planeta. A punto de aterrizar, seguramente quedaria
también impresionado, por las redes de autopistas y carreteras que
comunican entre si los nucleos urbanos y alrededores de cualquier
aeropuerto. Tras haber aterrizado, quedaria sorprendido entre otras cosas
por nosotros, por los seres humanos. Y una de la caracteristicas de los
seres humanos que posiblemente mas le sorprendiera tal vez fuera,
nuestra capacidad para la comunicacion, asi como también nuestra
capacidad para adaptarnos a diferentes condiciones y situaciones
ambientales.

Si este presunto observador descendiera ahora a nivel de nuestro
organismo, resultaria asimismo sorprendido, por como el conjunto de
organos y tejidos que forman el cuerpo humano, estdin comunicados a
través de canales y vias, que constituyen las arterias y las venas, las
prolongaciones nerviosas, etc.

Si descendiera a nivel celular, quedaria todavia mas sorprendido,
por como éstas han elaborado, una verdadera red de comunicaciones que
permiten a las estructuras subcelulares y a las moléculas, entrar en
contacto y responder coordinadamente a las diferentes senales que llegan
desde el exterior.

Los cientificos han denominado a estos canales virtuales, vias o
rutas de sefializacion, y estas rutas desempenan en las células, papeles tan
importantes como el de recibir y procesar sefiales hormonales, senales
que regulan el crecimiento celular, la supervivencia o incluso la propia
muerte celular.

Ni siquiera la consecucion de objetivos cientificos tan importantes
como la secuenciacion del genoma humano y otros genomas, ha restado

11



interés, al objetivo de tratar de entender como funcionan estas redes de
comunicacion celular, como trabajan, como estan controladas.

Sidney Brenner, uno de los padres de la Biologia Molecular, con
ocasion del discurso de recepcion del Premio Noébel de Fisiologia y
Medicina de 2002, decia a este respecto lo siguiente: “Las Ciencias
biolégicas han experimentado un desarrollo sin precedentes en los
ultimos afos, a través de nuestra capacidad de acumular datos
descriptivos, pero ahora necesitamos convertir datos en conocimiento, y
para ello, necesitamos esquemas generales. Tan “genocéntrica” se ha
hecho la biologia moderna que hemos olvidado que las unidades reales
son las células y no los genes. Y afiadia “Me gustaria proponer dos ideas
que pienso van a constituir un reto de futuro. Y una de ellas es construir
lo que yo llamaria un Mapa Celular” (1).

La célula pues, es la unidad basica de la vida, y es por lo tanto
importante, considerar los principios y mecanismos por los cuales las
células se comunican y responden a estimulos internos y externos.

Si bien podriamos entender inicialmente, que el descubrimiento
de estos procesos, es un tema de pura curiosidad cientifica, a medida que
se han ido conociendo aspectos parciales, se ha ido convirtiendo también
en una tarea urgente, debido a que sabemos que defectos en los sistemas
de comunicacion pueden dar lugar a enfermedades. Por tanto, entre las
implicaciones de estos nuevos conocimientos, va a estar, el de poder
llegar a corregir las anomalias que se presentan mediante el
descubrimiento de nuevos farmacos.

La necesidad de un esquema general, a la hora de abordar un
fendbmeno tan complejo, como decia Sydney Brenner, es algo
caracteristico de la manera de abordar los problemas en Biologia
Molecular, para lo que cuenta ya, en su corta historia, con notables
precedentes.

A mediados del siglo pasado, en pleno auge de la Quimica y de la
Bioquimica, la cuestion mas importante entonces, la cuestion de como la
informacion genética se almacenaba en la célula, puede decirse que
apenas era considerada, no estaba en la agenda, como diriamos
actualmente. Esto era debido, entre otras cosas, a la falta de un esquema
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general. ;Coémo un heteropolimero, de solo cuatro mondémeros diferentes,
podia explicar la elevada especificidad de los genes?. Fue precisamente
un fisico, Erwin Schrodinger, quien proporciond la primera clave para
resolver este enigma, cuando en unas lineas de su famoso libro What is
life?, sugirid, que el codigo genético podia ser similar al cédigo Morse,
usado ya entonces, frecuentemente, por los telegrafistas (2). Su idea, casi
paso desapercibida, y fue redescubierta varios afios después, cuando los
magnetofones, los aparatos utilizados para grabar y escuchar voces, se
empezaron a popularizar. De repente, la propuesta de Schrodinger de que
la informacidon podia estar representada por una secuencia especifica,
lineal, de unos pocos elementos empezd a ser valorada. El resto de la
historia es bien conocido, pero lo que quiero destacar aqui, es que el
esquema proporcionado por el codigo Morse fue determinante, y nos
ensefid su importancia, para abordar otros sistemas complejos en el
mundo de la Biologia.

Algo parecido es lo que estd ocurriendo con la comunicacion
celular. Hasta hace poco tiempo, los principios de la comunicacion
celular eran casi un misterio. En las dos ultimas décadas, sin embargo, un
concepto unificador sobre la organizacion celular ha adquirido especial
relevancia. Uno de sus principios, es que los sistemas que median la
comunicacion celular, estan constituidos por complejos de moléculas, y
que las proteinas que forman parte de estos complejos, contienen
modulos o dominios que median las interacciones moleculares o poseen
actividad catalitica. La cuestion de la especificidad en estas interacciones
es del maximo interés. Como veremos, las interacciones proteina-
proteina basadas en modulos, constituyen el esquema general por el que
las rutas de sefializacion se ensamblan y regulan. En este esquema, las
modificaciones post-traduccionales como la fosforilacion, llevan a cabo
un papel fundamental, al regular las interacciones. Aunque en general,
estas interacciones son de naturaleza sencilla, pueden ser utilizadas para
construir sistemas mucho mas complejos.
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Moléculas de la comunicacion celular

Casi con seguridad, se puede decir, que los mecanismos que
permiten que una célula pueda influir en el comportamiento de otra
célula, existian ya en el mundo de los organismos unicelulares, antes de
que los organismos pluricelulares aparecieran sobre la Tierra. Algunas
pruebas de ello, proceden de estudios realizados en organismos
eucariotas unicelulares, como las levaduras. A pesar de que estas células,
llevan una vida independiente, pueden comunicarse entre si, y cada una
de ellas puede influir en el comportamiento de otras, por ejemplo, para el
acoplamiento sexual. La levadura S. cerevisiae, por ejemplo, segrega un
péptido denominado “factor de acoplamiento” que constituye una sefal,
para que las células de tipo de acoplamiento contrario (de sexo contrario
diriamos) dejen de proliferar y se preparen para el acoplamiento.

Si las células de levadura, se comunican secretando unos cuantos
tipos de péptidos pequefios, las células de animales superiores, se
comunican mediante centenares de moléculas, que incluyen proteinas,
péptidos, aminodcidos, nucleétidos, esteroides, retinoides, derivados de
acidos grasos e incluso gases disueltos como el oxido nitrico. La mayoria
de estas moléculas-sefial, son secretadas al espacio extracelular, otras se
liberan por difusion a través de la membrana, y otras quedan expuestas al
espacio extracelular, aunque permanecen unidas a la célula sefializadora.

Sea cual sea la naturaleza de la molécula sefal, la célula diana
responde mediante una proteina especifica, el receptor, que se une a la
molécula sefial, e inicia una respuesta en la célula diana. En esta
respuesta, los procesos que definen la funcion celular, tales como la
forma de las células, la expresion genética, el movimiento, la
proliferacion etc., tienen que estar interconectados dentro de cada célula
individual, de modo que esta se comporte como un todo coherente, en
lugar de solo una coleccion de partes.

Una de las caracteristicas de las moléculas de la sefializacion
intracelular es que funcionan como “interruptores moleculares” esto es,
que la recepcidn de una senal las “activa”, y esta activacion hace, que la
informacion fluya a través de la célula.
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Estos “ interruptores moleculares” son fundamentalmente de dos tipos. El
primero, es una clase de proteinas que se caracteriza por tener gran
afinidad por el nucledtido GTP, y por ello reciben el nombre de
proteinas que unen GTP (GTP binding proteins) o simplemente proteinas
G. El segundo, es otra amplia clase de proteinas, que se activan por
fosforilacion, es decir por la adicion covalente de un grupo fosfato a una
proteina intracelular y es a esta segunda clase de moléculas de
senalizacion, a las que me voy a referir principalmente, en esta
disertacion.

La fosforilacion de proteinas

El hecho de que las proteinas puedan ser fosforiladas es algo que
se conoce desde hace mucho tiempo. Ya en el siglo XIX se sabia, que el
grupo fosfato podia unirse covalentemente a proteinas. La mayoria de los
ejemplos de estas “fosfoproteinas” se encontraba en la leche, como las
“caseinas”, o en la yema del huevo como la “fosvitina”, y durante alglin
tiempo, se consideraron, un procedimiento bioldgico capaz de
proporcionar al organismo un nutriente importante, como el Fosforo. Por
tanto, durante casi un siglo después de su descubrimiento, la existencia
de fosfoproteinas se considerd tan solo una consecuencia de reacciones
metabolicas ordinarias (3,4).

En los afios 1950 esta idea empezd a cambiar, a medida que las
fosfoproteinas empezaron a ser consideradas “reguladores clave” en la
vida de las células. Un factor de esta nueva situacion, tuvo lugar en 1954,
cuando se observd que un enzima, podia catalizar la transferencia de un
grupo fosfato a otra proteina, una reaccion llamada de fosforilacion (5).
La proteina responsable, era un enzima del higado, que catalizaba la
fosforilacion de la caseina y se denomind “proteina quinasa”. Un afio
después, el papel de la fosforilacion se hizo mas interesante, cuando
Fisher y Krebs por un lado, y Sutherland por otro, encontraron, que el
enzima implicado en el metabolismo del glucdégeno, la glucdgeno
fosforilasa, podia ser regulada por la adicion o eliminaciéon de un grupo
fosfato, sugiriendo, que la fosforilacion reversible de proteinas podia
controlar la actividad de los enzimas (6,7). Con el transcurso del tiempo,
esta idea, no solo ha sido confirmada por multitud de investigaciones,
sino que ademas, se ha extendido a practicamente todos los campos de la

15



biologia celular. Mas recientemente, y tras la secuenciacion de
numerosos genomas, sabemos, que aproximadamente 1/3 de todas las
proteinas de una célula de mamifero, estan fosforiladas (8). El estudio de
la biologia celular actual, esta pues, lleno de ejemplos de regulacion por
fosforilacion, y de como el efecto de esta fosforilacion afecta a aspectos
tan fundamentales, como la actividad enzimatica, el movimiento de
proteinas entre compartimentos subcelulares, las interacciones de
proteinas entre si y con otros componentes, o la propia degradacion de las
proteinas.

La variedad y diversidad de proteinas fosforiladas es enorme y
asimismo, muchas enfermedades parecen hoy debidas a una fosforilacion
anormal de proteinas. Todos estos elementos, han hecho que Ia
fosforilacion de proteinas esté¢ desde hace tiempo en la frontera de la
investigacion biomédica, un hecho, que fue reconocido ya en 1992 por la
Academia sueca, cuando Fisher y Krebs recibieron el Premio Nobel en
Fisiologia y Medicina, por sus trabajos pioneros en este campo.

Fosforilacion reversible de proteinas

Desde el punto de vista bioquimico, la fosforilacion de proteinas
es una modificacién post-traduccional que consiste en la adiciéon de un
grupo fosfato a un residuo de aminoacido en una proteina. Como el grupo
fosfato se encuentra cargado negativamente, su adicion a una proteina,
produce generalmente, un cambio en su conformacion, es decir en su
estructura tridimensional (9). La reaccion es reversible, y por el proceso
inverso, (defosforilacion) la proteina recupera su conformacion original.
Casi siempre, cada una de estas dos conformaciones confieren a la
proteina una actividad biologica diferente, y entonces la fosforilacion de
la proteina va a actuar como un interruptor molecular que “enciende o
apaga” la actividad de la proteina.

El mecanismo de fosforilacion de proteinas presenta tres
caracteristicas que lo hacen especialmente conveniente para las células.
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Asi:

- es rapido, esto es, se lleva a cabo en pocos segundos,

- es simple , no requiere la sintesis o degradacion de otras proteinas,
- es reversible.

Estas caracteristicas, junto a la amplia disponibilidad de ATP
como donador de fosfato en el interior de las células, han determinado,
porqué este mecanismo, ha sido adoptado, para la regulacion de tantos
procesos bioldgicos con preferencia a otros (8,10).

Proteina quinasas

El estado de fosforilacion de una proteina no es algo intrinseco de
cualquier proteina, sino que estd determinado, por la accién concertada
de proteina quinasas y proteina fosfatasas, que son los enzimas, que
catalizan la reaccion en uno y otro sentido (Figura 1). Por ello, buena
parte de la investigacion en este campo se ha dirigido a la identificacion,
estructura, regulacion y mecanismo de este grupo de enzimas.

Las proteina quinasas forman una superfamilia de proteinas
homologas, la mas grande del genoma humano (11). Una primera
estimacion, aproximada de su namero, alcanzd notable popularidad en un
articulo de Toni Hunter, que llevaba por titulo:“A thousand and one
kinases*“(12) y que indicaba por tanto el gran numero previsible de
proteina quinasas.

Lo cierto es, que aunque hay una importante diversidad de
estructuras, modos de regulacion y especificidades de sustrato, las
proteina quinasas, presentan también aspectos comunes. El aspecto
comun principal, es el dominio catalitico conservado, con su centro
catalitico de 250-300 residuos de aminoacidos. A continuacién, un
primer grado de diversidad, se refiere a la especificidad de sustrato. La
mayoria de las proteina quinasas son serina/treonina quinasas, es decir,
fosforilan especificamente residuos de serina y/o treonina. Un grupo mas
pequetio, estd constituido por aquellas que fosforilan exclusivamente
residuos de tirosina y por ultimo, existe un numero pequefio de quinasas,
que actan sobre serina o treonina, y tirosina, simultdneamente, y reciben
el nombre de quinasas duales.
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Figura 1. Fosforilacion reversible de proteinas. Proteina quinasas y proteina fosfatasas.

Estructuralmente distintas, son las histidina quinasas, que se
encuentran principalmente en procariotas, como parte de mecanismos de
transmision de sefial de dos componentes.

En resumen, el complemento completo de proteina quinasas del
genoma humano, lo que se conoce también como el “kinoma” humano,
esta compuesto por 518 proteina quinasas y constituye una base
funcional para casi cualquier proceso fisiologico, dado su implicacion, en
los procesos de transmision de sefial, en todos los tipos de células
(Tablal) (13).
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Tabla 1. Subfamilias de proteina quinasas en humanos

Funcion Subfamilia ~ N° Notas
Inmunologia JAK 4 Receptores Citoquinas
Hemopoiesis PDGFR 4 Factores de crecimiento
Angiogenesis VEFGR 4 Angiogénesis
Tec 5 Tirosina quinasa no receptor
Src 11 Tirosina quinasa no receptor
IRAK 4 IL-1 Quinasa asociada a receptor
Tic 2 Ticy Tek, RTK's
IKK 4 Ikk quinasa, sefalizacion por NFkB
RIPK 5 Sefializacion por NFxB
Axl 3 Homeostasis Sistema Inmune
Neurobiologia
Eph 14 Receptores Efrina
Trk 3 Receptores neurotrofina
MAPK Ste 11 9 MAPKKK
Ste20 31 MAPKK
Ste7 8 MAPKK
Apoptosis DAPK 5 Protein quinasa de apoptosis
RIPK 5 Sefiales de muerte por TNF
Lmr 3 Tirosina quinasa de apoptosis
Sefiales Ca™" CaMK1 5 Ca-calmodulina quinasas
Ca MK2 4 Ca-calmodulina quinasas
EGF EGFR 4 Familia de EGF
RSK 4 S6 quinasa ribosémicas
Otras Tac 3 Tac3 activadas por EGFR
Src 11 Src en la sefializacion por EGFR
Hunc 1 Quinasa asociada a Neu
Trio 3 Ortélogos de mosca y gusanos
PDK 5 Piruvato DH mitocondrial
HIPK 4 Quinasas de homeodominios
STKR 12 TGP, Receptores activina
BRD 4 Quinasa con bromodominios
Wnk 4 Hipertension
CDKL 5 Quinasa dependientes de ciclina
NKF 6 Nuevas familias

La fosforilacion en tirosina y los oncogenes virales

Hace treinta afios, cuando no existia aun la menor idea de como
podia ser la organizacion de los sistemas de comunicacion celular,
existian, algunos virus DNA y RNA, capaces de inducir transformacion
maligna, y cuyos genomas, podian ser analizados por las técnicas

19



habituales. Sus efectos, han permitido aprender mucho, no solo sobre el
proceso maligno, sino también sobre las vias de sefializacion. Por
ejemplo, el virus del sarcoma de ROUS (RSV), que tras la infeccion de
células animales, produce cambios en la morfologia celular, en sus
propiedades de adhesion, en el metabolismo y en la supervivencia,
sugiriendo, que estas distintas facetas del comportamiento celular, estan
interconectados. Se pens6 entonces correctamente, que conocer cOmo un
virus, como el RSV, interaccionaba con la maquinaria celular podria
revelar aspectos mas profundos de biologia celular. Trabajos realizados
en los afios 70, mostraron que la actividad transformante de RSV, podia
ser atribuida a un gen viral el v-Src, (14) que fue identificado por Bishop
y Varmus, como una copia “pirata” de un gen celular normal, el gen c-
Src (15). Esto reducia el problema, a la cuestion de identificar las
proteinas codificada por c-Src y otros oncogenes virales similares, y
determinar después, su accion bioldgica. Brugge y Erikson, fueron los
primeros investigadores en identificar la proteina de 60 kD v-Src, y en
encontrar, que era capaz de producir pequefios tumores (16). La proteina
v-Src, fue identificada como una proteina quinasa, un hallazgo que se
consider6 interesante, porque la fosforilacion de proteinas, parecia una
manera logica y posible por la que un solo polipéptido podia ejercer una
influencia tan dominante en la célula (17). Posteriormente, el anélisis de
fosfoaminoécidos en las cé€lulas infectadas demostro que la modificacion
relevante podia ser la fosfotreonina.

Algunos afios después, (1979) Toni Hunter, estudiando las
propiedades de un producto de otro oncogén viral totalmente diferente, el
antigeno T mediano del virus del polioma, e influido posiblemente por la
idea, de que los oncogenes virales podian ser proteina quinasas, encontrd
que tras la infeccion del virus, era el mismo antigeno T mediano el que
resultaba fosforilado. Mas importante aln, encontr6 también, que el
aminoacido fosforilado en este caso era la fosfotirosina, una
modificacion que no se habia encontrado con anterioridad en proteinas
(18).

Prosiguiendo con este tipo de estudios, un afio mas tarde, Hunter
y Sefton encontraron que la proteina c-Src, el homologo celular de v-Src,
poseia también actividad tirosina quinasa, y que esta actividad inducia
una elevacion en la fosforilacion de la tirosina celular. Estos hallazgos
permitieron establecer una estrecha correlacion entre la fosforilacion en
tirosina y el proceso de transformacion (19).
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Mas adelante, Courtneidge y Alan Smith, mostraron que el
antigeno T mediano, no es solamente una tirosina quinasa, sino una
proteina de agregacion que se une y activa a diferentes quinasas de la
familia Src de la célula hospedadora (20). Es decir, que aunque se tratara
de una proteina mas compleja, el antigeno T mediano, en definitiva
actuaba por un mecanismo semejante.

Paralelamente a estos hallazgos, en 1980, Witte y Baltimore,
describieron que la oncoproteina v-Abl, codificada por el virus de la
leucemia murina Abelson, resultada también autofosforilada (21). Como
resumen, este conjunto de observaciones venian a demostrar que la
respuesta celular al oncogen viral v-Src era capaz de transformar las
células a través de la fosforilacion de proteinas en tirosina.

En poco tiempo, una verdadera avalancha de experimentos, vino a
sugerir que los receptores de varios factores de crecimiento, asi como de
la hormona insulina, son también tirosina quinasas y que la activacion
anormal de los receptores, o la expresion ectopica de los ligandos
extracelulares, podia inducir la transformacion celular (22-27). Por tanto,
la sefializacién por receptores de tirosina quinasa resultaba importante
para la respuesta celular normal a un conjunto de proteinas sefial, como
factores de crecimiento, hormonas metabolicas y mitégenos y la
activacion patologica de tales rutas de sefializacion, podia provocar un
fenotipo canceroso.

Todo ello condujo a que muchos investigadores, se formularan la
cuestion de como las tirosina quinasas ejercen su efecto sobre las células
y como se consigue la especificidad necesaria en la sefializacion a través
de receptores.

Como en el caso de otros enzimas, se penso inicialmente que la
especificidad, se podria alcanzar, a través de la capacidad del sitio activo
de la quinasa para reconocer motivos de aminodcidos en proteinas-
sustrato, (para su fosforilacion) (28), con objeto, de llegar a producir un
cambio conformacional en enzimas reguladores. Este paradigma parecia
inicialmente suficiente para explicar la regulacion por proteina quinasas.
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Dominios de interaccion conservados regulan la transferencia de
informacion

Junto al conocimiento del modo de actuacion de los oncogenes
virales, un segundo campo muy fructifero, en la determinacién de la
especificidad de las vias de sefalizacion, procede de la diseccion de las
rutas por las que actuan algunos factores de crecimiento.

Los receptores de los factores de crecimiento proporcionan un
modelo sobre como se construyen las rutas de sefializacion. Estos, poseen
por lo general, un dominio extracelular, al que se une el ligando
apropiado, una region transmembrana y un dominio citoplasmico, que
contiene actividad de proteina quinasa (29,30,31).

La union del factor de crecimiento, induce la dimerizacion del
receptor, resultando en la fosforilacion cruzada de las cadenas del
receptor adyacente en sus regiones citoplasmicas (Figura 2). Esta
autofosforilacion tiene dos consecuencias. Por un lado, la fosforilacion en
tirosina dentro del dominio catalitico, induce un cambio conformacional
que estimula la actividad quinasa. Por otro lado, la fosforilacion en
regiones no cataliticas, crea sitios de union para proteinas de sefializacion
citoplasmicas. Estas proteinas de sefalizacion citoplasmicas, tienen en
comun, el poseer una o mas copias de un dominio de interaccion
proteina-proteina, el dominio 2 de homologia con Src, mas conocido
como dominio SH2.
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Figura 2. Un receptor tirosina quinasa que atraviesa la membrana plasmatica se
dimeriza por la uniéon de un factor de crecimiento. Adicionalmente tiene lugar la
autofosforilacion y la creacion de sitios de union para proteinas con dominios SH2.

Los dominios SH2, descritos inicialmente por Pawson, contienen
aproximadamente, 100 residuos de aminoacidos y estdn plegados de
manera, que los extremos N y C terminales, se juntan en el espacio, y la
superficie que se une a ligandos se localiza en la cara opuesta (32,33).
Dicho de otro modo, estdn construidos de manera ideal, para su insercion
en otra proteina, dejando hacia el exterior el sitio de union al ligando
(Figura 3).

Los dominios SH2, reconocen y se unen a residuos de P-tirosina,
en el contexto de al menos otros 3 aminoacidos, mas cercanos al extremo
C-terminal. Para ello, los dominios SH2 poseen una region, que parece
un bolsillo de P-tirosina, y una superficie mas variable, que reconoce los
residuos del resto de aminoacidos del fosfopéptido. Esta ultima region,
varia de un dominio SH2 a otro, y proporciona, unas posibilidades
mayores, de flexibilidad y de especificidad.
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Figura 3. Los dominios de interaccion como SH2 tienen un disefio modular. Un
diagrama de cintas del dominio SH2 C-terminal de fosfolipasa C (PLC)-y-1 (verde y
azul) unido a un péptido con la secuencia pTir-Ile-Ile-Pro-Leu-Pro-Asp (dorado)
correspondiente al sitio de union del receptor de PDGF. El residuo de fosfotirosina esta
en la derecha y el péptido C-terminal hacia la izquierda.

La capacidad de un receptor tirosina quinasa para unir proteinas
citoplasmicas, depende por tanto, de las secuencias que flanquean los
sitios de autofosforilacion, las cuales, van a determinar, qué proteinas con
dominios SH2, se uniran al receptor activado. De esta manera,
conociendo las propiedades de los dominios SH2 individuales por un
lado, y las secuencias de los motivos de union en el receptor tirosina
quinasa por otro, es posible, conocer las posibilidades de uniéon y en
consecuencia el potencial de sefializacion de un receptor (34).

El genoma humano, contiene 115 dominios SH2, (35,36) lo que
indica, que probablemente, un mismo dominio de interaccién puede ser
usado repetidamente, para acoplar las sefiales de fosfotirosina con
multiples reguladores intracelulares.
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El dominio SH2, (37) ha servido por otra parte, como prototipo,
para poner de manifiesto, la existencia de toda una familia de dominios
de interaccion diferentes, que estdn presentes en muchas proteinas
celulares (38). Estos otros dominios, contienen muchas analogias con los
dominios SH2, como por ejemplo, el disefio modular, y el que también
estan presentes, en cientos de copias en el proteoma humano.

Los diferentes dominios de interaccion que han sido
caracterizados hasta ahora, presentan una especificidad caracteristica
para la unidon a diferentes tipos de péptidos. Asi, por ejemplo, los
dominios SH3, se unen a secuencias ricas en prolina, y los dominios
PDZ, lo hacen a motivos de aminoacidos situados en extremos C-
terminales (39-41). Es de destacar, que los dominios de interaccion, no
solo pueden mediar interacciones proteina-proteina, sino que también
pueden reconocer fosfolipidos, como en el caso de los dominios PH, o
pueden unirse a acidos nucleicos, como dominios KH o Puf repeat, de
modo que al hacerlo, regulan procesos basicos, tales como, la sintesis de
proteinas (42). En la actualidad, se han caracterizado 94 dominios de
interaccion diferentes.

Por otra parte, la mayoria de estos dominios, reconocen a sus
dianas de manera dependiente de modificaciones post-traduccionales
previas, tales como fosforilacion, acetilacion, metilacion de residuos de
lisina, hidroxilacion de prolina, ubiquitinacion, etc. Esto contribuye
légicamente, a una extraordinaria diversidad de posibilidades de union
(34,43-406).

Los dominios de interaccion pueden unirse también a otros
dominios relacionados, como por ejemplo a dominios de muerte celular,
en la activacion de rutas de apoptosis (47).

En resumen, los dominios de interaccion, son estructuras
modulares contenidos en las proteinas, que actian como conectores entre
proteinas de sefializacion, y controlan, un gran nimero de funciones
celulares, como la transduccion de senal, la arquitectura del
citoesqueleto, el trafico intracelular de proteinas, la expresion genética, la
organizacion de cromatina, la biogénesis de orgénulos, la polaridad
celular y la protedlisis (Figura 4).
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Figura 4. Diversidad de dominios de interacciéon en proteinas.

Las vias de seiializacion se construyen a partir de interacciones
proteina-proteina reiteradas

Las proteinas de sefalizacion por lo general, estan compuestas
por multiples dominios de interaccion, los cuales son utilizados, como
hemos visto, para nuclear la formacién de complejos multiproteicos, que
son fundamentales en procesos como la transduccion de sefial.

Por ejemplo, la proteina adaptadora Grb2, contiene un dominio
central SH2 flanqueado por dos dominios SH3. Los dominios SH2, se
unen como ya hemos dicho, a dominios fosforilados, con la secuencia
Tir-X-Asn, que se encuentra en el receptor tirosina quinasa activado. El
dominio SH3 de Grb2 por otra parte, se une a dominios ricos en prolina,
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en el extremo de la proteina Sos, un factor de intercambio de nucleotidos
para la proteina Ras GTPasa, y esta union, activa la ruta de sefalizacion
de Ras- MAPK al inducir el intercambio de GDP por GTP en Ras.

Los datos genéticos y bioquimicos indican que la interaccion
tirosina quinasa con Grb2, y la de Grb2 con Sos, son necesarias para el
proceso de la transduccion de la sefial. Ademas, el extremo C-terminal de
Grb2 se une también a otra proteina, la proteina Gabl, que a su vez,
activa a otra quinasa, llamada PI3K generando PIP3 en la membrana. El
PIP3 proporciona ahora, un sitio de union, para los dominios PH de las
serina/treonina quinasas, PKB/Akt y PDK1, las cuales, activan rutas de
sefalizacion implicadas en supervivencia y control del ciclo celular
(48,49). De este modo, toda una serie de interacciones proteina-proteina
y proteina-fosfolipido, pueden concatenarse, para formar una red
compleja de sefalizacion, que controla aspectos importantes del
comportamiento celular, en respuesta a estimulacion por factores de
crecimiento (Figura 5).
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Ras,GDP Ras, GTP PI3K-SH2
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l PI¢P3 Diferenciacion
MAPK Dominios PH Supervivencia

(p-e.PKB)

Figura 5. Una ruta de sefializacion organizada por interacciones proteina-proteina y
proteina-fosfolipido. La fosforilacion de un motivo Tir-X-Asn crea un sitio de unién
para el dominio SH2 de Grb2 el cual a través de de sus dominios SH3 recluta a Sos un
activador de la ruta Ras-MAPK y a Gab1 un activador de la ruta PI3K/PKB.
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La aparicion de nuevos dominios constituye una base para la rapida
evolucion de nuevas rutas de sefializacion

Una de las caracteristicas de la comunicacion celular, es la
capacidad de adaptacion a situaciones cambiantes. Esta propiedad, en el
esquema de los dominios de interaccidon, significa, que para la
construccién de nuevas rutas de sefalizacién, no seria necesario la
sintesis de nuevas proteinas. La observacion, de que un conjunto limitado
de dominios de interaccion, puede ser utilizado de manera repetida, en
diferentes proteinas celulares, con objeto de alcanzar distintos objetivos
bioldgicos, sugiere la posibilidad, de que estos dominios, pueden haber
sido seleccionados en el curso de la evolucion. El disefio de carécter
modular, podria haber facilitado, la aparicion de nuevas vias de
comunicacion.

Como ejemplo, se puede citar el hecho, de que en la levadura
S.cerevisiae, hay 28 dominios SH3, pero no hay en cambio, ni tirosina
quinasas convencionales, ni tampoco dominios SH2. Los dominios SH2
,y la senalizacion por tirosina quinasas, parece pues, que hicieron su
aparicion simultanea en los organismos multicelulares, y que han
colaborado conjuntamente en la formaciéon de nuevas rutas de
sefalizacion.

Una vez presentes, los dominios SH2, pueden haber sido
incorporados en proteinas ya existentes, como aquellas compuestas
inicialmente solo por dominios SH3, para crear nuevas interacciones.
Como ha sefialado Craig Venter, uno de los artifices de la secuenciacion
del genoma humano, las proteinas de sefializacion, en el proteoma
humano, son mas complejas, en términos de dominios de interaccion, que
sus homologas en invertebrados o eucariotas unicelulares (11,50), Por
ejemplo, desde la levadura al ser humano, ha habido una expansion de 10
veces en el numero de dominios SH3. Esta capacidad para
establecimiento de nuevas conexiones, mediada por los dominios de
interaccion, es asi un reflejo del aumento de complejidad creciente, en la
organizacion celular, que ha tenido lugar, en el paso desde organismos
unicelulares a multicelulares (Figura 6).
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Figura 6. Los dominios de interaccion pueden ser usados para facilitar la evolucion de
nuevas vias de sefializacion. La levadura tiene dominios SH3 pero no tiene dominios
SH2 o de sefializacion por tirosina quinasa. En animales multicelulares el dominio SH2
(mas reciente) se une a dominios SH3 existentes (en la proteina Grb2) para crear nuevas
vias de sefalizacion que acoplan fosfotirosina a crecimiento celular, diferenciacion y/o
supervivencia. La capacidad de conexion de esta ruta puede verse aumentada por
proteinas como Shc con varios modulos de reconocimiento de fosfotirosinas.

Los microorganismos patégenos modifican las vias de sefializacion

La idea que subyace bajo este concepto, proviene del andlisis, de
algunas proteinas, codificadas por bacterias o virus patégenos. Entre
ellas, se encuentran, proteinas codificadas por microorganismos, que se
unen, a proteinas diana en la célula hospedadora. Al hacerlo asi, cambian
el comportamiento de las vias de sefializacion. Consideremos por
ejemplo, la proteina Tir de la bacteria E. coli enteropatdégena. Esta
proteina, se inserta en la membrana de la célula hospedadora, donde es
fosforilada en un residuo de tirosina, perteneciente a un motivo de
aminoacidos, por los se une, al dominio SH2 de la proteina Nck (Figura
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7). La proteina Tir, a través de sus dominios SH3, recluta la proteina N-
WASP, que induce la polimerizacion de actina, y causa una
reorganizacion masiva del citoesqueleto de actina en la célula
hospedadora, dando lugar, a nuevas estructuras, de tipo pedestal, a las
que la bacteria, puede fijarse con facilidad, proporcionando, una base,
para entender su patogenicidad (51). Analogamente, Jack Dixon (52) ha
descrito, que el mayor factor de virulencia de la bacteria Yersinia es una
tirosina fosfatasa. Al parecer, durante el proceso de la infeccion,
Yersinia, inyecta la tirosina fosfatasa en los macrofagos, lo que da lugar,
a un cambio en el estado de fosforilacion de algunas proteinas de modo,
que impide su fagocitosis por el sistema inmune, y conduce a
enfermedades como la peste bubonica y la tuberculosis.

EPEC Tir
OBD
- S (‘ e , 7
’ Reorganizacion actina
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N Kd =313nM
g — N-WASP — Arp 2/3
\
| actina

Figura 7. La proteina Tir codificada por Escherichia coli enteropatdgeno se inserta en
la membrana plasmatica de una célula hospedadora y a través de la region extracelular
(IBD) une la proteina intimina a la bacteria. Una tirosina en la cola citoplasmica C-
terminal de Tir es fosforilada en tirosina y se une al dominio del adaptador Nck que
contiene dominios SH2/SH3. Nck a su vez, recluta a N-WASP, una proteina que se
asocia con el complejo Arp 2/Arp3 para inducir la polimerizacion de actina.
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Una consecuencia pues del conocimiento de los sistemas de
comunicacion celular, es que los microorganismos patdogenos, han
aprendido a romper el codigo de las interacciones moleculares, y son
capaces de interferir ahora con las redes de la sefializacion intracelular en
beneficio propio.

En otro contexto, sabemos también, que proteinas de fusion
codificadas por oncogenes son responsables de algunos tipos de céncer.
Es bien conocido el caso de una translocacién cromosémica conocida
como cromosoma Philadelphia, que da lugar a la proteina de fusion ber-
abl, una tirosina quinasa, que al estar activada constitutivamente, da lugar
a la estimulacién de una ruta de proliferacion celular, que conduce a un
tipo de cancer denominado leucemia mieloide cronica (CML).

En el caso del SNC, las proteinas que median los procesos
neuronales que conducen a la memoria y al aprendizaje, estan
construidos también, por complejos moleculares formados por asociacion
de proteinas, entre las que se encuentran quinasas y fosfatasas que
contienen mddulos del tipo de los descritos anteriormente como PDZ,
SH3 y EVHI1 (41).

En resumen, el modo en como se construyen las vias de
sefalizacion intracelular indica que agentes patdgenos de distinto tipo
pueden modificar las interacciones en el interior de las células,
interfiriendo asi con la sefializacion celular, y proporcionando al mismo
tiempo al virus ,bacteria patdgena, proteina oncogénica o pridbn una
ventaja bioldgica

La segregacion espacial en las vias de sefializacion
Entre las cuestiones que se plantean, una de gran interés es como,
en el denso ambiente del interior celular, pueden construirse estas vias,

de modo, que se preserve la especificidad y se optimizen las
interacciones. Algunos principios pueden ya ser establecidos.
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Localizacién v reciclaje de receptores

La especificidad bioldgica requiere entre otras cosas, que los
receptores y sus dianas citoplasmicas, puedan ser depositados en el sitio
apropiado, de manera que puedan ser activados en el momento adecuado
y en el lugar preciso.

Los dominios de interaccion proporcionan un procedimiento, por
el que los receptores celulares, pueden ser dirigidos a compartimentos
especificos de la membrana plasmatica, por ejemplo a través de la union
selectiva de motivos C-terminales como son los dominios PDZ. Asi, en
C. elegans, el receptor de EGF, LET-23, es reordenado en la superficie
de las células a través de una asociacion con el dominio PDZ de una
proteina adaptadora, LIN-7 (53). Lin 7 regula también la localizacion de
la tirosina quinasa humana ErbB en células epiteliales. Para ello, primero
deposita el receptor en la superficie basolateral de estas células , a través
de una interaccion con el dominio quinasa, y después, estabiliza el
receptor en dicho lugar a través de la union con el extremo C-terminal.
Las células epiteliales de las vias respiratorias expresan ErbB 2/4 y su
ligando Herregulina, pero localizan la Herregulina en la superficie apical,
de manera que queda separada de sus receptores hasta que la polaridad de
la célula se altera (54). De este modo, la diferente localizacion del
ligando y del receptor controlan cuando y cémo la sefializacion va a tener
lugar.

La pérdida de polaridad o la sobreexpresion de un receptor como
ErbB2 en el cancer de mama, alteran esta localizacion activando asi rutas
de sefalizacion en un lugar inadecuado.

Debido a que la duracién de la sefial es importante para la
naturaleza de la respuesta celular, existen mecanismos que atenuan la
sefnalizacion a través del reciclaje de receptores.

Asi, una vez activados, los receptores tirosina quinasas son
internalizados en vesiculas recubiertas de clatrina, y de este modo, viajan
a través de los endosomas, hacia su degradacion en los lisosomas. Este
proceso, implica una serie de interacciones proteina-proteina y proteina-
fosfolipidos que en conjunto, forman una ruta importante de regulacion.
En esta ruta, un motivo de P-tir en el receptor activado, se une
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inicialmente al dominio SH2 de la proteina-ubiquitina ligasa, c-Cbl, lo
que produce la ubiquitinacion del receptor en varios sitios. En segundo
lugar, el receptor ubiquitinado, es reconocido por proteinas endociticas
llamadas epsinas, que contienen motivos de interaccion con ubiquitina
(UIM) y son reclutadas en vesiculas para su posterior degradacion
(55,56).

El trafico de receptores, ha estimulado la idea, de que también
otros componentes de las vias de sefalizacion, pueden localizarse de
manera semejante en los sistemas de membrana intracelulares, a través
de interacciones mediadas por dominios de interaccion (57). Este parece
ser el caso del receptor de TGF[3, que es una serina/treonina quinasa (58).
Estos receptores reclutan y fosforilan a proteinas llamadas R-Smad, e
inducen la formacién de complejos (Smad2/Smad 4), que son retenidos
en el nucleo, para regular la expresion génica. El proceso es facilitado
por una proteina de agregacion llamada SARA que se une a las proteinas
Smad y al receptor activado, asi como también, a PI3P a través de un
dominio FYVE. El receptor de TGFp, es reclutado en vesiculas
recubiertas de clatrina y transferido a endosomas. La retencion de
receptores de TGF[3 en endosomas, estimula la sefalizacion a través de la
ruta Smad 2/4. De un modo alternativo, los receptores TGF[} se localizan
en los llamados /ipid rafts, en la membrana plasmatica. Asi pues, en este
sistema, la proteina de agregacion SARA, dirige a los receptores, bien a
un sitio interno para sefializacion activa, bien a otro diferente, para su
represion.

De una manera anéaloga, distintas proteinas de agregacion pueden
dirigir a componentes de la ruta de la MAPK, a la membrana plasmatica
o a endosomas resultando asi en la activacion diferencial de Erk en estos
sitios. Por ejemplo, el adaptador endosdmico p14, recluta a la proteina de
agregacion MP1 con sus MEKI1 y Erkl asociadas, dando lugar a la
activacion de Erkl en los endosomas, mientras que la proteina de
agregacion KSR estimula la ruta Erk MAPK en la membrana plasmatica
(59,60).

Situaciones similares gobiernan también los sitios de activacion

de las GTPasas de la familia Ras. Una ruta mencionada anteriormente
que conduce desde receptores tirosina quinasa a Ras, y que implica a
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Grb2 y al factor intercambiador de nucledtidos de guanina (GEF) Sos,
lleva acabo la activacion de Ras en la membrana plasmatica. Otra ruta de
activacion de Ras diferente, es la que requiere la fosfolipasa C-y. Esta
proteina hidroliza el PI(4,5)P2 para dar lugar a diacilglicerol e IP3, que
induce la liberacion de calcio a partir de almacenes intracelulares. Esto
estimula una RAS GEF (RasGRP1), sensible a calcio/diacilglicerol, que
se localiza (a través de un dominio C1) en el aparato de Golgi,
induciendo la activacion selectiva de Ras en la membrana de este
organulo (61). Estas dos rutas, pueden por tanto activar diferentes
fracciones de Ras, en la membrana plasmatica o en el aparato de Golgi, y
estimulan asi rutas comunes o diferentes, pero en distintas localizaciones.

En resumen la localizacion subcelular mediada por dominios de
interaccion constituye un aspecto muy importante de la organizacion de
vias de sefalizacidn que subyace en la organizacion celular y que
determina junto a otros elementos la especificidad en la respuesta.

Sitios de Anclaje y proteinas de agregacion

Mecanismos andlogos a los empleados para la sefializacion a
través de tirosina quinasas, son empleados también, para la sefializacion a
través de serina/treonina proteina quinasas. Las serina /treonina quinasas
sin embargo presentan la caracteristica de unirse a sus dianas celulares,
no solo a través de dominios de interaccion, sino también, por sitios
especificos, diferentes del centro activo, llamados “sitios de anclaje”. A
través de ellos se unen a otras proteinas que actiian regulando a su vez, su
actividad y la especificidad de sustrato (62).

Tanto la quinasa como el sustrato pueden asociarse también a una
proteina de agregaciéon comun, que es una proteina, generalmente de
tamafio mayor, que actia a modo de plataforma de integracion de varias
quinasas que actuan en una misma via. De este modo, las MAPK, por
ejemplo, se unen por sitios de anclaje a sustratos y reguladores por un
lado, y forman parte también de plataformas de agregacion de un modo
tal que confieren especificidad a la ruta.
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El andlisis estructural de las serina/treonina quinasas como, por
ejemplo, la de la proteina p38 que es una MAPK que se activa por
estimulos de estrés, revela una hendidura de anclaje en el lobulo C-
terminal de la quinasa, para el motivo de 6 aminoacidos, R/K-X4-X-, que
se encuentra en sustratos, tales como, el factor de trascripcion MEF 2, y
reguladores como la quinasa MKK3b (63). Es de interés destacar que
esta interaccion, induce un cambio conformacional en el sitio activo de la
quinasa lo que sugiere, que el anclaje, puede estar acoplado a la
regulacion de la actividad quinasa.

En otros casos, como en el de las quinasas dependientes de ciclina
(CDKs) que regulan las transiciones en el ciclo celular, su conformacion
activa, depende de su asociacion a las ciclinas, que actian como
subunidades reguladoras. Estas no solo regulan la actividad de la quinasa
sino que también, proporcionan sitios de anclaje para sustratos y otros
reguladores, como en el caso de la ciclina A, que se une a través de un
parche hidrofobico a motivos RXL en sus proteina diana, como p107,
E2F-1 e inhibidores como p21, p27 etc.(64)

Es frecuente pues, que la unidn de serina/treonina quinasas a otras
proteinas tanto por sitios de anclaje como a través de proteinas de
agregacion (scaffolds) regulen tanto la actividad como la especificidad.
Este principio, se pone de manifiesto en la proteina Polo quinasa, una
serina/treonina quinasa que desempeiia varias funciones durante el
proceso de la mitosis. Asi, Plk1 tiene un dominio quinasa N-terminal que
fosforila preferentemente motivos en un dominio E/DXZS/T-, y otro
dominio C-terminal (Polo box domain PBD) que une secuencias S-
pS/pT-P fosforiladas. La union de fosfopéptidos al dominio PBD activa
simultdneamente la quinasa y la dirige a sus sustratos. Esto proporciona
una manera de acoplar las actividades de distintas quinasas en un proceso
complejo como la division celular. En esencia, este mecanismo es muy
similar al de las Tirosina quinasas citoplasmicas, como Src y Abl, en las
que dominios SH2 y SH3 mantienen a la quinasa, en un estado auto-
inhibido, pero dirigen la quinasa activada hacia sus sustratos (Figura8).
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Figura 8. Regulacion de la actividad de la quinasa Src por dominios de interaccion. En
el estado autoinhibido, los dominios SH2 y SH3 reprimen la actividad quinasa. Tras la
activacion los dominios SH2 y SH3 se unen a proteinas citoplasmicas que son dianas
para Src como Cas. La delecion de la cola C-terminal da lugar a la activacion
consitutiva de Src lo que resulta en oncogénesis.

El empleo de proteinas de agregacion (scaffolds) para traducir
sefiales generales en respuestas bioldgicas especificas, se hace
particularmente necesaria en el caso de enzimas que estan regulados por
segundos mensajeros difusibles como cAMP. Es el caso de las proteinas
de anclaje de proteina quinasa A (PKA) llamadas AKAPS. Se trata de
polipéptidos grandes, con capacidad de unirse a subunidades reguladoras
de PKA dependientes de cAMP y mantener asi a PKA en estado inactivo
a partir del cual, la subunidad catalitica puede ser liberada cuando
interacciona el cAMP.

Las AKAPS tienen otras propiedades importantes. Asi, por un
lado contienen motivos para su unidon a determinantes subcelulares, o a
receptores, y por otro, poseen sitios de unidén para enzimas de
sefializacion como PKC y la fosfatasa PP2B. Una AKAP por tanto, es
una autentica plataforma de sefializacion, que puede ser localizada en un
sitio especifico de la célula, y a través de la actividad combinada de sus
proteinas asociadas pueden convertir una sefial genérica de cAMP, en
una respuesta localizada, que es integrada con otros sefales.
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Estas observaciones ponen de manifiesto que la sefializacion por
proteina quinasas implican la localizacion fisica de la quinasa y del
sustrato en un sitio definido de la célula y sefalan la naturaleza dindmica
y las posibilidades combinatorias que ofrecen las proteinas de agregacion
o scaffolds (Figura 9).

A ) B
B
3

(P
Figura 9. Organizacion de rutas de seflalizacién mediadas por proteinas de agregacion.
A; Jip 1 act@ia como una proteina de agregacion en la cascad a de Jnk. Jip 1 tiene sitios
de union separados para JNK y las quinasas MKK7(MAPKK),MLK3 (MAPK) y HPK1.
Jip 1 contiene también dominios PTP y SH3 que pueden unir el complejo a otras
proteinas implicadas en su activacion o localizacion. B; La MAPK Erk se ancla a
proteinas diana, una vez anclada fosforila su sustrato Rskl1. C; La subunidad reguladora
de la ciclina A de CDK2 se une a sustratos con un motivo RXL conservado como en
pl107. D. La proteina AKAP Yotiao se une al receptor de NMDA, PKA (inactiva) y PP1

(activa), De este modo, Yotiao crea una asociacion fisica de los componentes que
reprimen el receptor NMDA en reposo y potencia la activacion del canal.

PKA
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El retorno al estado basal: proteina fosfatasas

Otra de las cuestiones importantes de la especificidad de la
respuesta a estimulos extracelulares es como cesa el estado activado y
coémo la célula retorna al estado basal.

Dado que la fosforilacién de proteinas es un proceso reversible, la
coordinacion de este proceso requiere la intervencion de otro grupo de
enzimas que son las proteina fosfatasas. El estudio de este grupo de
enzimas a pesar del importante papel de regular la duracion de la
respuesta, no ha sido tan activo, inicialmente, como el de las proteina
quinasas y solo ha empezado a ser considerado mas recientemente
(65,60).

A diferencia de las proteina quinasas que, como hemos visto,
derivan de un quinasa ancestral comun, las proteina fosfatasas han
evolucionado de manera diferente, de modo que se pueden distinguir
varias familias, tanto desde el punto de vista estructural como fisiologico
(Tabla 2) (67-69). Entre estas familias, la familia de las serin/treonina
fosfatasas a las que los miembros de mi grupo y yo hemos dedicado
nuestra atencidn, existen in vivo, como un conjunto de holoenzimas,
formados por combinaciones, de unas pocas subunidades cataliticas, y un
conjunto de subunidades reguladoras, que controlan un amplio espectro
de rutas de sefializacion (Figura 10) (70,71). La necesidad de su
regulacion se pone de manifiesto porque el enlace P-monoéster, es muy
estable, y tiene una vida media estimada de 10' afios. La subunidad
catalitica de PP1, la serina/treonina fosfatasa mas abundante, aceclera la
velocidad de hidrolisis por un factor de 10*'. Esto hace de PP1 uno de los
enzimas mas eficientes que se conoce, pero su actividad indiscriminada,
representa un peligro potencial para la célula, y tiene que ser restringida,
por proteinas reguladoras, para prevenir una potente defosforilacion
indiscriminada (72). En contraste con la diversidad de las proteina
quinasas, nosotros encontramos que en las células de mamifero hay solo
cuatro isoformas de la subunidad catalitica de PP1 y que estas isoformas
son muy homologas entre si y solo difieren en el dominio C-terminal que
logicamente debia ser responsable de la unién de inhibidores especificos
y subunidades reguladoras (73).
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Tabla 2. Clases de proteina fosfatasas, nimero de genes en humanos y funciones.

Familia Clase Numero | Funcion (o sustrato)
Ser/Thr Fosfatasas
Familia PPP PP1 3 Condensacion del cromosoma
PP2A 2 Cohesion de cromatidas
PP4 1 Reparacion de DNA
PP5 1 Estrés celular
PP6 1 Ruta NF«f3
PP2B 3 Respuesta Inmune (NFAT)
PP7 2
Familia PPM PP2C 18 (SSeMﬁig:)C‘én por TGFR
Familia PTP
Class I (classic) Receptor PTP 21 Adhesion celular /citoesqueleto
No-receptor PTP |17 Sefializacion de Insulina
ClassI (DSPs) MAPKP 11 Sefializacién por MAPK
Slingshots 3 Dinamica de Actina
PRLs 3 Desconocida
DSP 19 mRNA
CDCl14 4 Citoquinesis
PTEN 5 Fosfatasa PIP;
Clase II PTPs CDC25s 3 Mitosis (CDKs)
Clase III PTPs LMWPTP 1 Desconocida

Estudios sobre la distribucién de esta proteina en la levadura de
fision, nos indico su presencia en distintas localizaciones subcelulares, 1o
que sugeria posibles funciones relacionadas con procesos tan diversos
como la mitosis, la endocitosis o la polaridad celular (74,75). Una
cuestion intrigante era cdmo una pequenia subunidad catalitica como la de
proteina fosfatasa-1 (PP1), podia interaccionar con un numero tan grande
y diverso de subunidades reguladoras que no estaban relacionadas
estructuralmente, y que tenian funciones diferentes. El trabajo de varios
grupos entre ellos el nuestro, arroj6 el resultado, de que la mayoria de las
llamadas subunidades reguladoras comparten entre si, una pequefia
secuencia en comun, un motivo pequefio de solo 4-5 aminoacidos, por el
que se unen a una hendidura de la estructura globular de la subunidad
catalitica, en un dominio opuesto al centro activo. La interaccion de este
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motivo de aminodacidos, el motivo RVXF, representa el sitio de anclaje
para todas las proteinas reguladoras y ello llevd a nuestro colaborador
Mathieu Bollen, a proponer un control combinatorio, basado en la
competicion de diferentes proteinas reguladoras por este sitio en el
enzima, y la formacion de una gran variedad de holoenzimas con
actividades y especificidades de sustrato diferentes. Este modelo ha
proporcionado un esquema de caracter general para la comprension del
control hormonal y metabolico de PP1, que se lleva a cabo no por una
actividad directa sobre la subunidad catalitica sino a través de la
fosforilacion de las subunidades reguladoras o por su interaccion con
efectores alostéricos (76).

PP1 PP2A PP2B

Invariable

Invariable

A Subunit

Catalitica

Catalitica Catalitica

Variable e

Variable e Intercambiable
Intercambiable Ca2+

Figura 10. Estructura de los holoenzimas de las principales clases de proteina
fosfatasas.

El concepto de “sitio de anclaje” es importante para entender la
especificidad de muchas proteina quinasas y fosfatasas. Desde que Fisher
formul6 su celebre hipotesis de “la llave y la cerradura™ a finales del
siglo XIX, para explicar el modo de accion de los enzimas, los
bioquimicos hemos considerado que la especificidad de sustrato de un
enzima, esta determinada en primer término, por la complementariedad
estereoquimica entre el sitio activo y el sustrato. Sin embargo, las
serina/treonina fosfatasas (y quinasas) se caracterizan por tener
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superficies diferentes del centro activo, que tienen un papel importante en
el reconocimiento del sustrato. Asi, muchas proteina quinasas y
fosfatasas tienen como PP1 sitios secundarios de reconocimiento
referidos como sitios de anclaje. Esto conduce a un aumento en
especificidad y en selectividad sin alteracion y compromiso del sitio
activo.

Las proteinas que se asocian de este modo, en el caso de PP1, no
solo son reguladoras de la actividad de PP1, sino que también, arrastran
a la subunidad catalitica a diferentes compartimentos celulares, y
contribuyen de este modo, a localizar distintas fracciones de la fosfatasa,
en diferentes compartimentos celulares, en relacion con los procesos
biologicos catalizados En esta linea, la identificacion de nuevas
subunidades adquiere una gran importancia, y nosotros hemos podido
identificar dos nuevas subunidades, que dirigen a la subunidad catalitica
PP1 a nuevas localizaciones, como en el caso de la proteina SIPP1 que
define un nuevo papel de PP1 en relacion con la maduracion de mRNA
(77,78) o de Wsh3, una proteina quinasa implicada en la polaridad de
S.pombe (75).

En la actualidad, se conocen mas de 65 genes de mamifero que
codifican para proteinas de interaccion con PP1 (Tabla 3).

Tabla3. Moduladores de PP1

Moduladores Isoformas y homoélogos

AKAIs Inhibidor-1, DARPP32, PPPIRI1C
AKAP149 -

AKAP220 -

AKAP450 AKAP450/AKAP350/CG-NAP/Yotiao
ASPPs ASPP1,ASPP2/p53BP2

Aurora quinasas Aurora-A,Aurora-B,Ip1(Y)

Bcls Bcl-2,Bcl-x;, Bel-w
BH-protocadherina -

Bifocal (D) -

Cdc25 -

Focal adhesion quinasa
GADD34s

Gipl(Y)

Grp78

G-sustrato

GADD?34,1CP34.5/v,34.5,CreP
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G-subunidades
Host-cell-factor
Hox11

PP2A inhibidores
Inhibidor-2
Inhibidor-3
Klip38B(D)
MYPTs

N-CoR

Mek?2
Neurabinas
Neurofilamento-L
NIPP1

Pan 1(Y)

Phactrs

PHIs
Fosfofructoquinasa
PKR

PRIP-1

Proteina quinasa R
PNUTS
PP-1bp80

PSF

Regs(Y)
Retinoblastoma
Ribosoma L5
RIPP1

SARAs

Scd5(Y)

Sds22

Slal(Y)

SNF5

SIPP1

Staufen

Tau

Trithorax
TIMAPs

Receptor Vitamina D;

GMsGLsGC5GDsGEaGFsGC5 Gacl (Y),P]gZ(Y)

1,""*4/PHAP-I; I,""**/SET/PHAP-IL/TAF-1p
Inhibidor-2,G1c8(Y)
Inhibidor-3/HCG-V, Y{r003c(Y)

MYPT1/M110/M130,MYPT2/M20

Neurabina-I,Neurabina-Il/espinofilina
NIPP1/Ard1

Phactr-1,2,3

PHI-1/2,CPI-17,KEP1

PRIP-1/p130

PNUTS/R111/p99

SARA, Endofin
Sds22/Egpl

SNF5/INI1
SNP70/NpwBP

Tabla3. Proteinas que interaccionan con PP1. La primera columna muestra en orden
alfabético los nombres generales de familias de reguladores de PPl o el de un
representante. Reguladores de levadura y Drosophila se designan por (Y) y (D). En la
segunda columna los nombres de isoformas y homdlogos estan separados por / mientras

que sinénimos y homdlogos estan separados por un guion.
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En resumen, los estudios sobre PP1 indican, que se trata de un
enzima multifuncional, que es dirigido por la especificidad de
subunidades asociadas y que regula el retorno al estado basal, tras la
activacion de vias sefializacion activadas por proteina quinasas (70).

El modo de funcionamiento de PP1, proporciona también un
modelo por el que se rigen otras fosfatasas, como por ejemplo PP2A, que
regula el desarrollo embrionario, el cancer, la apoptosis y los ritmos
circadianos entre otros. Analogamente a PP1, PP2A tiene también
multiples proteinas reguladoras. Una particularmente interesante, es el
antigeno t del virus del polioma, que produce tumores, y ha sido
empleado como modelo de tumorogénesis. Este virus, codifica dos
proteinas: el antigeno T (grande) y el antigeno t (pequefio). Mientras que
el antigeno T (grande) contribuye a la tumorogénesis al unirse a p53 y a
la proteina de retinoblastoma, Rb, la funcién del antigeno t (pequefio) es
unirse a la subunidad reguladora de PP2A desplazando a otras proteinas.
Otros miembros de esta subfamilia de proteinas se han relacionado con la
respuesta celular a agentes genotoxicos (72).

En cuanto a la superfamilia de tirosina fosfatasas se sabe, que hay
aproximadamente 100 proteina tirosina fosfatasas (PTP) humanas, que en
comparacion con las 90 tirosina quinasas calculadas, indica que los
niveles de complejidad entre las dos familias son similares. El dominio
catalitico de PTP, consta de 280 residuos y se define por varios motivos
de secuencia, en particular la secuencia-marca HCX(5)R, que estd
presente en todas las PTP y que funciona como un lazo con capacidad de
union en el sitio activo. Las clésicas tirosina fosfatasas, incluyen a una
clase de proteinas, que son receptores de membrana, y tienen la
potencialidad de regular vias de sefializacion como las tirosina quinasas.
Muchas tirosina fosfatas de tipo receptor, tienen propiedades de
moléculas de adhesion celular, en sus dominios extracelulares (68).

Existen también tirosina fosfatasas citopldsmicas que contienen
secuencias reguladoras que regulan su propia actividad. Estas secuencias
no cataliticas también regulan la localizacion subcelular, y de manera
indirecta, su actividad al restringir el acceso del enzima a sustratos
determinados.

43



Las PTP no solo tienen la capacidad de funcionar como
inhibidores de las vias de sefializacién dependientes de P-Tir, sino que
actiian también, como reguladores positivos, como en el caso de CD45.
Varias PTP, se han identificado, como productos de genes supresores de
tumores .En particular, la sobreexpresion de la proteina cdc25 ha sido
detectada en muchos canceres. Recientemente también se ha descrito un
oncogén que es una PTP. Del mismo modo que varios componentes del
complejo PI3K son diana de rutas de cancer como el supresor de tumores
PTEN, hay ahora una variedad de sindromes que se explican por una
regulacion aberrante de la via Ras-MAPK, como el gen PTPN11 que
codifica la PTP SHP2 que contiene un dominio SH2.

La regulacién anormal de miembros de la superfamilias de PTP
esta asociada con otras enfermedades diferentes del cancer. Asi la PTP 1
es un factor de riesgo para enfermedades autoinmunes ademas de
diabetes tipo I, artritis reumatoide y SLE. Esta proteina se expresa en
células sanguineas como un inhibidor de la activacion de células T.

La inhibicion de quinasas y fosfatasas y nuevos farmacos

Conocer los principios de la organizacion de las rutas de
sefializacion tiene una aplicacion importante en el disefio de nuevos
farmacos.

Si como hemos mencionado anteriormente 1/3 de todas las
proteinas celulares estan fosforiladas y aproximadamente un 3% de todos
los genes son quinasas o fosfatasas, no es sorprendente, que la
fosforilaciéon anormal de proteinas, sea en muchos, casos causa de
enfermedad (8). Asi, un nimero importante de mutaciones en genes que
codifican para proteina quinasas y fosfatasas, son la causa directa de
algunas enfermedades, como se refleja en la Tabla 4.

La identificacion de dianas especificas y la busqueda de
inhibidores de quinasas y fosfatasas, es por tanto, un campo de gran
interés.

Algunas toxinas naturales, han resultado ser, inhibidores de
fosfatasas tipol y 2A. Asi, el llamado acido okadaico y sustancias
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relacionadas, son la causa principal de las diarreas producidas por
moluscos marinos (79). Estas sustancias, son producidas por
dinoflagelados, que al ser ingeridos por moluscos, los acumulan en sus
glandulas digestivas. La infeccion de ‘“granjas de moluscos” por
dinoflagelados que sintetizan acido okadaico, ha causado serios
problemas a la industria marisquera en varios paises europeos incluido
Espana.

Tabla 4. Enfermedades causadas por mutaciones en proteina quinasas y fosfatasas.

Enfermedad Quinasa/Fosfatasa
Distrofia muscular miotonica Miotonin proteina quinasa
Aganmaglobulinemia ligada a cromosoma X Tirosina quinasa Bruton
Enfermedad de Hirschpringis Quinasa Ret 2

SCID autosémico recesivo Quinasa Zap 70

SCID ligada a cromosoma X Jak 3 quinasa
Craniosinostosis FGFR quinasa

Cancer papilar renal Met receptor quinasa
Leucemia mielomonocitica cronica PDGFR Tel quinasa
Leucemia mielogena cronica Abelson tirosina quinasa
Linfoma no Hodking Alk quinasa

Sindrome Peutz-Jeghers Ikb 1 quinasa

Sindrome Coffin- Lowry RSK-2 quinasa

Ataxia telengectasia ATM quinasa

Sindrome Li-Fraumeni Chk2 quinasa

Sindrome de Williams Lim 1 quinasa

Diabetes Lepreshaunism Receptor insulina quinasa
Sindrome Wolf-Parkinson-White AMP quinasa

Sindrome Wolcott-Rallison elF2A quinasa 3

Miopatia miotubular ligada a cromosoma X MTM 1 tirosina fosfatasa

Analogamente, el péptido heptaciclico microcistina, producido
por las algas verde azuladas, es otro potente inhibidor de fosfatasas 1 y 2,
y es también, una poderosa toxina que afecta al higado y al sistema
nervioso (80). Las cianobacterias que producen microcistina y sustancias
relacionadas, crecen en depositos de agua potable, y constituyen una
amenaza para la salud publica, ya que la dosis letal humana es tan solo de
5 mg. Asi, hace algunos afios, 60 pacientes de una unidad de hemodidlisis
en Brasil, perecieron por envenenamiento con microcistina, por el uso de
agua contaminada con esta cianobacteria (81).
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A dosis ain mas pequenas, la microcistina es uno de los
carcindgenos mas potentes que se conocen y se piensa, no sin razon, que
la elevada incidencia de cancer de higado en ciertas partes de China,
puede estar relacionada, con los niveles de microcistina en el sistema de

agua de bebida (82).

La fosforilacion anormal de proteinas es también la causa de
enfermedades de alta incidencia como cancer, diabetes o artritis
reumatoide. Sin embargo, la idea de como quinasas y fosfatasas pueden
ser empleadas como dianas celulares para estas enfermedades, ha tardado
mucho en ser desarrollada. En los afios 90 la situacion empez6 a cambiar
cuando se conocid el mecanismo de accion de la ciclosporina. La
ciclosporina, como muchos recordaran, es la sustancia inmunosupresora
que hizo posible el trasplante de 6rganos. Se sabia desde hacia tiempo,
que la ciclosporina se unia a una proteina celular denominada ciclofilina,
pero en 1990, Stuart Schreiber encontrd, que el complejo ciclosporina-
ciclofilina era un potente inhibidor de la proteina fosfatasa dependiente
de Ca*" y calmodulina llamada también PP2B o calcineurina (83). La
inhibicion de esta fosfatasa, impide la defosforilacion del factor nuclear
de células T activadas o NFAT, un factor de transcripcion, que es
necesario para la produccion de IL-2 y por tanto, de la proliferacion de
células T.

Otro inmunosupresor, el FK506 fue descubierto de una manera
similar. El FK506 interacciona con una proteina que recibe el nombre de
FK506 binding protein o FKBP, y el complejo FK506-FKBP inhibe a
continuacion a PP2B.

La sustancia inmunosupresora rapamicina, también se une a
FKBP, pero el complejo rapamicina-FKBP no inhibe a PP2B. En su lugar
inhibe a la proteina quinasa m-TOR. un miembro de la familia de la
fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K), que es necesaria para la proliferacion
de células T dependiente de IL-2. La rapamicina tiene menos efectos
secundarios que la ciclosporina, y es por tanto, preferida para la
prevencion del rechazo en el transplante de rifion.

Ciclosporina y rapamicina fueron los primeros farmacos
utilizados en clinica que ejercian su efecto, por inhibicion de una proteina
fosfatasa o una proteina quinasa. Sin embargo, no fueron descubiertos
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como consecuencia de este conocimiento, sino como es mas frecuente, de
una manera empirica. Los intentos para el desarrollo de nuevos farmacos
que inhiben a proteina quinasas o fosfatasas, basados en el conocimiento
de su estructura 3D o de sus papeles fisioldgicos o patologicos, es mucho
mas reciente y ha avanzado sobre todo en campos como el cancer o la
diabetes.

Inhibidores de proteina quinasas en el tratamiento del cancer

Los factores de crecimiento como EGF y PDGF activan la
cascada de MAPK que es necesaria para la proliferacion de algunas
células y la diferenciacion de otras. Sin embargo, como es bien conocido,
la activacion descontrolada de esta ruta es causa de céncer. Esto ocurre
como resultado de la sobreexpresion del receptor de tirosina quinasa, o su
mutacion a una forma constitutiva, o bien, por la mutacion de Ras a una
forma constitutiva oncogénica, algo que ocurre en 25% de los canceres.
Adicionalmente la proteina Raf, otro miembro de esta cascada fue
descubierta como un oncogén virico.

El receptor tirosina quinasa de EGF (EGFR) estd sobrexpresado
en algunos canceres de origen epitelial, como el cancer de mama o de
pulmén. Varios farmacos inhibidores de esta proteina quinasa se han
desarrollado recientemente y se encuentran hoy en uso en la practica
clinica (Tabla 5). Asi en 2004, dos compuestos llamados respectivamente
Iressa y Tarceva ambos inhibidores de la tirosina quinasa EGFR fueron
aprobados cono agentes anticancer.

La estructura de las proteina quinasas ha sido también importante
para la elaboracion de anticuerpos monoclonales contra EGFR como
farmacos anticancer. La Herceptina es un anticuerpo aprobado para su
uso en el cancer de mama. La Herceptina se une al dominio extracelular
de EGFR donde interfiere con la sefalizacion. Otro anticuerpo llamado
Erbitux compite con la region de union de EGF al receptor pero
manteniéndolo en su conformacion inactiva y por tanto evitando una
respuesta (84).

Otra aproximacion interesante en el tratamiento del cancer es la
basada en la idea Judah Foltman de destruir el aporte de sangre a un
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tumor. La formaciéon de vasos sanguineos alrededor de un tumor o
angiogénesis, depende de factores de crecimiento como PDGF, FGF y
VEGEF vy el desarrollo de inhibidores de la actividad tirosina quinasa de
receptores de VEGF, ha tenido lugar con rapidez en los ultimos afios
(85). Asi, recientemente se ha aprobado el anticuerpo anti-VEGF,
Avastina, que se une al factor de crecimiento en un sitio proximo al sitio
de uniodn al receptor , evitando la interaccion.

Tabla 5. Inhibidores de Protein quinasas aprobados como firmacos, quinasas
inhibidas y uso clinico

Nombre Afio Diana celular Uso clinico
Gleevec 2001 Ber-abl tirosina quinasa c-kit [Leucemia mieloide cronica
quinasa (CML)
[ressa 2003 EGFR tirosina quinasa (Her) [Non small cell cancer de
o Erb-1 pulmon (NSCL)
Tarceva 2004 [EGFR tirosina quinadsa Cancer de Pancreas
INexavar 2005 C-VEGFR, PDGFR, p38 Cancer renal
Stutent 2006 Multiples RTK (PDGRFy  |GIST y carcinoma renal
IVEGFR)
BMS 2006 Src-Abl tirosina quinasa Leucemia mielode cronica
(CML) y Leucemia
lifoblastica aguda (ALL)

El primer fArmaco inhibidor de una proteina quinasa aprobado fue
el Fasudil, un inhibidor de Rho quinasa para el tratamiento del
vasoespasmo cerebral, pero sin duda, el mas conocido, es el compuesto
llamado Gleevec o Imatinib, que inhibe la tirosina quinasa Abelson, y se
utiliza con éxito en la terapia de la leucemia mieloide cronica. Gleevec
fue descubierto alrededor de 1992 pero debido a la baja incidencia de la
CML no se dio mucha importancia al descubrimiento, hasta que se
comprobd, su extraordinaria eficacia y ausencia de efectos secundarios.
Aunque Gleevec es relativamente especifico del oncogén Abl, también
inhibe a otros oncogenes como c-Kit y PDGFR que son también tirosina
quinasas, y por ello se ha considerado su posible uso en otros canceres.
Asi, recientemente, se ha aprobado Gleevec para el tratamiento de
tumores gastrointestinales del estroma, por sus propiedades inhibidores
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frente al oncogén c-Kit. De este modo. la reactividad cruzada de los
inhibidores de quinasas, que era algo considerado inicialmente como un
inconveniente, resulta ahora ventajoso.

La activacion de la cascada de MAPK conduce a que células
quiescentes entren en el ciclo de division celular en el que un nimero de
quinasas dependientes de ciclina desempefa papeles esenciales. Uno de
los primeros inhibidores de CDK la Roscovitina fue desarrollado por
Laurent Meijer como un inhibidor de CDK. Otros inhibidores mas
especificos desarrollados recientemente se encuentran en un estado de
desarrollo preclinico. Es interesante sefialar, que ciertos colorantes del
tipo de la indirubina que son los ingredientes activos en un antiguo
remedio chino, han resultado ser también potentes inhibidores de CDK.

Estos compuestos habian sido empleados durante siglos para el
tratamiento de enfermedades cronicas como el céncer. Asi pues y sin
darnos cuenta, inhibidores de CDK pueden haber estado en uso clinico
desde hace muchos afios.

Inhibidores de gquinasas en el tratamiento de la enfermedad inflamatoria
cronica

Durante la infeccion bacteriana el llamado lipopolisacarido (LPS)
un componente de la pared celular de bacterias Gram negativas, estimula
a las células del sistema inmune para producir citoquinas
proinflamatorias tales como el factor de necrosis tumoral (TNF) y la
interleuquina 1 (IL-1). Estos compuestos, son liberados a la circulacion,
donde estimulan a otras células, para producir otras citoquinas, como IL-
6, TNF, IL-1, que colaboran en el montaje del la respuesta inmune para
eliminar las bacterias invasivas. Sin embargo, este mecanismo de
defensa, es como una espada de doble filo, debido, a que la produccion
descontrolada de citoquinas proinflamatorias es la causa de enfermedades
como la artritis reumatoide, la enfermedad inflamatoria del colon o la
soriasis. La produccion descontrolada de TNF, es también la causa del
shock séptico. Por esta razon, muchas compafiias farmacéuticas buscan el
desarrollo de compuestos capaces de suprimir la producciéon de
citoquinas proinflamatorias. Hace algunos afios se encontrd, una clase
nueva de sustancias derivadas del piridinil imidazol que suprimian la
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produccion de TNF por LPS en monocitos, y que resultaban eficaces, en
ensayos animales de enfermedad inflamatoria crénica (86). La diana
celular de este compuesto resultd ser la proteina quinasa p38,un miembro
de las MAPK que son inducidas por shock osmotico. Su eficacia puede
estar relacionada con su capacidad de suprimir acciones de TNF asi
como su sintesis. De manera semejante, otras MAPK constituyen otro
grupo de quinasas diana para muchas lineas de desarrollo de nuevos
farmacos (87,88).

Inhibidores de quinasas v fosfatasas en el tratamiento de la diabetes vy el
infarto

El descubrimiento de la insulina, fue sin duda uno de los grandes
avances biologicos y médicos del siglo XX. Sin embargo el conocimiento
a nivel molecular de como la insulina produce sus efectos en la
homeostasis de la glucosa y en el metabolismo ha resultado ser mas
dificil de lo previsto, en palabras de Philip Cohen, “una nuez dificil de
cascar” (89). A grandes rasgos, la ruta de sefalizaciéon por insulina,
comienza con la autofosforilacién del receptor de insulina que es una
tirosina quinasa, y a través de varias etapas, culmina en otra proteina
quinasa que se conoce como PKB/Akt, la cual fosforila e inhibe, la
glucdégeno sintasa quinasa 3, una proteina quinasa que hemos
mencionado ya anteriormente (90). Como consecuencia, la glucogeno
sintasa y el factor de iniciacion de la sintesis proteica elF2B, son
defosforilados y activados, contribuyendo asi, a la estimulacion de la
sintesis de glucdgeno y de proteinas.

La llamada diabetes tipo II o diabetes resistente a insulina, que es
responsable del 90% de todos los casos de diabetes, se caracteriza por la
incapacidad de los tejidos a responder a la insulina secretada por el
pancreas. Por ello, el desarrollo de farmacos para combatir la diabetes
tipo II, se ha centrado, en componentes de la ruta de sefializacion de
insulina cuya inhibicién imite en su accion, a la insulina. Dado que la
insulina induce la inhibicion de la glucogeno sintasa quinasa (GSK3), se
puede esperar, que compuestos capaces de inhibir esta proteina quinasa
imiten algunas de las acciones de la insulina, tales como, las de estimular
la glucdgeno sintasa y contrarrestar la resistencia a la insulina. Con esta
idea algunas compafiias farmacéuticas como Smith Kline Beecham, han
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desarrollado compuestos que estimulan la actividad de glucégeno sintasa
y la conversion de glucosa en glucogeno. Recientemente se han descrito
inhibidores de GSK3 capaces de disminuir los niveles de glucosa in vivo
(91). Tan prometedores parecian estos resultados, que, segun se dice,
cuando SmithKline Beecham se fusion6é con Glaxo, la nueva compaiiia se
denomino GSK (que precisamente son las siglas de la glucogeno sintasa
quinasa).

Los inhibidores de GSK3 desarrollados por GSK, no solo imitan
la estimulacién de la sintesis de glucogeno por insulina, sino que
también, evitan la apoptosis de células neuronales, inducidas por la
eliminacion de factores de supervivencia del medio, o por bajada de la
concentracion extracelular de iones potasio. Estas observaciones,
sugieren que los inhibidores de GSK3, pueden tener también interés
terapéutico, en la prevencion de la apoptosis neuronal tras un infarto. En
comparacion con la diabetes, esta aplicacion requeriria un tratamiento
mucho mas corto y el empleo de inhibidores de GSK3 implicaria un
riesgo mucho menor.

En resumen y hasta la fecha, al menos seis inhibidores de
proteina quinasas y un inhibidor de proteina fosfatasa (ciclosporina), se
utilizan eficazmente en la clinica, y mas de 23 se encuentran en fase de
ensayos clinicos. Como consecuencia de estos desarrollos las proteina
quinasas constituyen hoy el segundo grupo mas importante de dianas
terapéuticas celulares, después de los receptores acoplados a proteinas G.

La mayoria de los inhibidores de proteina quinasas desarrollados,
son inhibidores competitivos de ATP, y presentan el problema, de que
muchas proteina quinasas tienen una Km para el ATP del orden de 10
pM. Por ello el énfasis actual, se centra en el desarrollo de compuestos
que se unan a formas inactivas de proteina quinasas o que impidan que
una proteina quinasa active a otra.

Finalmente hay que mencionar que muchos inhibidores de
proteina quinasas son también importantes como reactivos y que pueden
ayudar a entender los papeles fisioldgicos de otras quinasas. Asi, los
inhibidores que no pueden ser usados en tratamientos clinicos por su
elevada toxicidad, pueden ser extremadamente ttiles en la investigacion.
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Las interacciones entre dominios y la fosforilacion reversible pueden
explicar procesos complejos

Interruptores, Dimension temporal v Memoria

Hasta aqui, hemos visto que principios generales, tales como las
modificaciones post-traduccionales e interacciones proteina-proteina,
pueden dar lugar a respuestas biologicas especificas en el ambiente
poblado del interior de una célula llena de moléculas.

Podemos preguntarnos sin embargo, si este esquema sencillo,
puede dar respuesta, a aspectos mas complejos de la comunicacion
celular, como los que representan, la integracion de sefiales multiples, o
los que incorporan la dimension temporal en algunos procesos
biolégicos.

La regulacion del proceso de polimerizacion y ramificacion de la
actina por las proteinas modulares WASP/N-WASP proporciona un
ejemplo de regulacion compleja. Asi, el extremo C terminal de WASP es
capaz de interaccionar constitutivamente con el complejo Arp2/3 y
promover la polimerizaciéon de actina, pero es inhibido en la proteina
completa por una interaccioén intramolecular con el extremo N-terminal
(92). Esta inhibicion, puede ser revertida por la uniéon de la GTPasa
Cdc42 a un dominio de union (GBD) situado en la region N-terminal, lo
que induce una reorganizacion conformacional que libera el extremo C-
terminal activo.

Al integrar varias sefiales convergentes, por un lado, se suprime
el “ruido” que pueden representar ciertas sefiales débiles, y por otro,
permite una respuesta de tipo interruptor. La proteina WASP se regula
también por fosforilacion en Y291 dentro del dominio GBD. La
fosforilacion de Y291 detecta sefiales procedentes de Cdc42 y de tirosina
quinasa ,y dirige una respuesta de larga duracion a agonistas transitorios,
proporcionando a WASP una especie de memoria molecula. Asi pues, la
integracion de sefiales diferentes no solo no es, incompatible con el
esquema propuesto, sino que estd implicito en el comportamiento
complejo de algunas proteinas de sefializacion.
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Las transiciones a través del ciclo celular, proporcionan también,
una manera, de probar la existencia de una dimension temporal en
algunos procesos bioldgicos. El tiempo, es un aspecto esencial de la
organizacion celular, especialmente en procesos como los del ciclo
celular, en los que los sucesos deben tener lugar de una manera ordenada.
(Como pueden las interacciones proteina-proteina y la fosforilacion
reversible contribuir a esta organizacion temporal?.

En la fase G1 del ciclo celular de la levadura S. cerevisiae, la
quinasa dependiente de ciclina de fase G1, CDK, fosforila a Sicl, un
inhibidor de CDK, esto es, de la actividad necesaria para el paso a fase S
(93). La fosforilacion de Sicl en residuos serina/treonina, es necesaria
para su union a la proteina E3 ubiquitina ligasa, que media su
degradacion en el proteosoma, y por tanto, libera de la inhibicion a CDK,
y permite la progresion del ciclo celular.

Es interesante destacar que Sicl debe ser fosforilado en seis sitios
diferentes para su reconocimiento por el complejo ubicuitina-
proteosoma. La ultima de estas fosforilaciones actia como un interruptor,
disparando todo el proceso. Toda una variedad de datos, sugieren que
esta multifosforilacion representa un umbral para la CDK, que debe ser
sobrepasado, para el paso a la fase S del ciclo, y que al mismo tiempo,
representa una especie de sefial ultrasensible para la degradacion de Sicl.
Si Sicl fuera modificado de manera, que solo fuera necesaria una
fosforilaciéon para su unién al complejo de degradacion, entonces, la
entrada en fase S tendria lugar de forma prematura, dando lugar a
inestabilidad del genoma. De este modo, la dependencia de la union de
Sicl al complejo de ubiquitinacion, de la fosforilacion multiple,
proporciona asi un sensor de tiempo, que permite a las células establecer
las condiciones ideales para la entrada en fase S (Figura 11).
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Ub SCF E3 protein-ubiquitin ligasa

Establece umbral de actividad CDK
Temporizador para degradacion
Respuesta tipo interruptor

Figura 11. La fosforilacion multisitio de Sicl (inhibidor de CDK de fase S) por CDK
de G1 es necesaria para la union del dominio WD40 de Cdc4, un componente del
complejo SCF E3 proteina-ubicuitina-ligasa. Esto establece un umbral para la actividad
CDK de GlI necesario para el transito por G1, junto con un interruptor muy sensible
para la degradacion de Sicl.

Afinidad y especificidad

En las redes de sefializacion, no se puede decir que haya una
afinidad 6ptima para interacciones proteina-proteina, sino mas bien un
rango amplio de constantes de disociacion, disefiadas para distintas
formas de regulacion bioldgica. Es natural pensar que interacciones
fuertes de tipo proteina-proteina, proporcionan un alto grado de
especificidad y por tanto son mas relevantes, biolégicamente, que
interacciones de baja afinidad.

Las interacciones fuertes, suelen ser de larga duracion y pueden
ser ventajosas en ciertos casos, como en el de la localizacion de una PKA
inactiva, a AKAP en espera de la llegada de la senal de cAMP. Sin
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embargo, tales interacciones fuertes, no pueden proporcionar la
flexibilidad que la célula precisa para responder de forma dindmica a las
condiciones cambiantes del exterior o a los programas internos de la
propia célula. En cambio, interacciones proteina-proteina que son
dependientes de modificaciones post-traduccionales como fosforilacion,
presentan afinidades mas débiles, dado que mucha de la energia de union
procede del residuo modificado. Estas afinidades débiles (en el rango
micro molar) no solo no significan ausencia de afinidad, sino que por el
contrario proporcionan gran flexibilidad (94).

En resumen, mientras que la especificidad in vivo puede ser
generada por simples interacciones binarias es probable que muchos
complejos de sefializacion utilicen contactos multiples para asegurar
fidelidad. A este fin, dominios individuales pueden ser combinados en un
mismo polipéptido para generar control alostérico de proteinas de
sefalizacion y complejos multiproteicos.

El Futuro: Redes y Sistemas

En resumen, las modificaciones post-traduccionales y las
interacciones proteina-proteina proporcionan una especie de lente, a
través de la cual, podemos investigar como los complejos multiproteicos
del interior celular se ensamblan, y se conectan para formar redes de
comunicacion. Experimentalmente, el llamado sistema de dos hibridos y
la espectrometria de masas, han sido los métodos mas empleados, para
detectar interacciones proteina proteina y modificaciones a gran escala,
en organismos sencillos como la levadura, C.elegans y Drosophila.

En general, los datos que resultan, revelan complejos de proteinas
altamente conectadas que requieren relativamente pocos enlaces para
conectarse entre si, y que estos complejos se encuentran distribuidos en
una red mas amplia, organizada mas al azar. Tales redes, facilitan la
comunicacion entre elementos distintos de la célula, de manera que se
pueden organizar subsistemas celulares, en unidades funcionales, y
responder asi, a las condiciones cambiantes, de una manera coherente. El
problema es que la redes lineales a las que los bioquimicos estdbamos
acostumbrados, no resultan ya adecuadas para examinar fendmenos mas
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complejos como las redes de comunicacion celular. Tenemos por tanto
que pasar a considerar redes de varias dimensiones.

La comparacion entre los datos de interaccion entre diferentes
especies, el llamado “complexoma”, puede ser muy valioso para
identificar sistemas subcelulares conservados en especies diferentes.
Aunque las reglas que subyacen bajo las redes celulares de sefializacion
tienen que ser establecidas con mayor claridad, algunas claves han
empezado a ser desveladas a partir de los andlisis de los factores de
trascripcion en levaduras.

La integracion de datos protedmicos a gran escala, con los analisis
de transcripcion, y con las interacciones genéticas, promete aportar una
ayuda poderosa en la comprension de coémo las células trabajan en
estados de normalidad y de enfermedad, y pueden proporcionar nuevos
maneras de modificar la funcion celular, que sean valiosas, desde el
punto de vista terapéutico.

Por otra parte, es preciso reconocer que los estudios protedmicos
actuales, nos dan solamente una vision estatica de un medio ambiente
celular, que es en realidad extraordinariamente dindmico. Es importante
por tanto, conocer con mas detalle la manera en la que proteinas de
sefializacion se juntan en combinaciones distintas, en diferentes células e
incluso en una sola célula. Este tipo de analisis, va a requerir una
bioquimica de células individuales, nuevas técnicas analiticas, para
seguir la composicion cambiante de complejos multiproteicos en las
células vivas y el modelado por ordenador para extraer el significado
biologico del comportamiento dindmico.

La wvisualizacion por técnicas de imagen del movimiento,
interacciones y localizacidon de proteinas sera especialmente importante.
Pequenas etiquetas fluorescentes, del tamafio de nandmetros, pueden
ahora ser usados para rastrear la dindmica de las proteinas en periodos de
tiempo prolongados in vivo.

La comprension de las reglas por las que las células operan y co-
operan hace pensar en la posibilidad de llegar a construir funciones
celulares nuevas. Puede entreverse asi una era futura de biologia sintética
en la que se disefien vias de sefializacion artificiales, y en las que la
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propia habilidad de las células, pueda llegar a ser reforzada para combatir
la enfermedad.

Epilogo

En resumen, un principio que subyace en la organizacion de los
sistemas de comunicacion celular es que algunas proteinas, llamadas
proteinas de sefializacion, son reclutadas, a partir del fluido denso, que
constituye el interior de las células, en complejos multiproteicos, que se
asocian, formando redes de interaccion. El uso de dominios modulares de
interaccidon proteina-proteina, proporciona un mecanismo, a través del
cual, pueden evolucionar nuevas rutas y funciones, y las posibilidades de
conexion entre proteinas puede ser aumentada. En este contexto, la
fosforilacion de proteinas representa un mecanismo flexible y dindmico
para regular las interacciones entre proteinas, y las proteina quinasas y
fosfatasas parecen bien adaptadas para esta funcion. Las estrategias
empleadas por quinasas y fosfatasas implican una separacion fisica entre
elementos de la proteina que llevan a cabo funciones cataliticas y
elementos de conexion. El intercambio de dominios modulares facilita la
evolucion de nuevas conexiones en las rutas de sefializacion.

Las interacciones entre proteinas, aunque relativamente simples
cuando se consideran de manera aislada, proporcionan una regulacion
muy sofisticada, dirigiendo la activacion de interruptores moleculares o
proporcionando instrumentos que supervisan la actividad celular. Las
proteinas de la sefalizacidon se encuentran pues organizadas en complejos
y redes que se encuentran involucrados en muchos aspectos de la
actividad celular. El sistema tiene su talon de Aquiles, en el sentido de
que puede ser imitado por patdogenos microbianos y proteinas
oncogénicas dando lugar a un comportamiento anormal.

En este contexto, la fosforilacion anormal de proteinas de
sefializacion, es causa de enfermedad. Un interés creciente en el
desarrollo de inhibidores de proteina quinasas y fosfatasas activos por via
oral, ha culminado en la aprobacién de un nimero de farmacos para uso
clinico. Las proteina quinasas y fosfatasas han llegado a constituir asi el
segundo grupo mas importante de dianas celulares para la industria
farmacéutica.

He dicho.
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DISCURSO DE CONTESTACION DE LA EXCELENTISIMA
SENORA DONA MARIA CASCALES ANGOSTO



Sefiora Presidenta
Senoras y Sefiores Académicos
Seforas y Sefiores

Son varias las veces, que he ocupado esta Tribuna, para presentar
0 contestar, a un nuevo miembro de nuestra querida Academia, con el
que me unia una profunda amistad, y que ingresaba en esta casa, siempre
avalado por un magnifico Curriculum Vitae. Hoy, este solemne
momento, tiene para mi unas caracteristicas muy peculiares, la persona
que ingresa y a la que voy a contestar, posee, ademds de las cualidades
antes descritas de admirado amigo y profesional destacado, otras, que
hacen que este sea un dia para mi muy especial: el nuevo Académico, el
Profesor JOSE MIGUEL ORTIZ MELON ha sido mi primer doctorando,
y va ocupar la vacante de nuestro insigne maestro Don Angel Santos
Ruiz (sillén 27). Como en otras ocasiones, la Real Academia Nacional de
Farmacia, se viste de fiesta hoy para recibir de manera solemne al nuevo
académico. Con gran alegria y especial satisfaccion, acepto hoy la
comision recibida por nuestra Presidenta y la Junta de Gobierno, de
adelantarme en nombre de la Real Academia Nacional de Farmacia para
contestar al discurso y darle la primera bienvenida en este momento
importante de su Ingreso, en nuestra Real Corporacion. Este acto, va unido
al hecho, de poner de manifiesto ante ustedes los méritos profesionales y la
trayectoria cientifica del Doctor Ortiz Meldn, que le han hecho acreedor a
acceder al rango de Académico de Numero.

La vacante de Don Angel va a ser ocupada hoy por uno de sus
discipulos directos mas queridos, que realizd su Tesis Doctoral en el
Departamento de Bioquimica, dirigido por ¢l desde 1940 hasta 1982. En
la celebracion del acontecimiento de las cien Tesis Doctorales en mayo
de 1979, se confecciono una lista en la que el profesor Ortiz Melon
figuraba con el nimero 81 y la que les habla con el 61. Por tanto, José
Miguel y yo nos encontramos entre los verdaderos y auténticos
discipulos de Don Angel y pertenecemos con el mayor orgullo a la
misma familia bioquimica.
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Trayectoria profesional y comentario a su curriculum vitae

Mi encuentro con el nuevo académico, se remonta a septiembre
de 1966. Fue a mediados de los sesenta, cuando yo hice las Américas en
la Universidad de Kansas con una Beca March en el Laboratorio de
Santiago Grisolia. A mi vuelta, me reincorporé al centro Coordinado del
CSIC, Departamento de Bioquimica de la Facultad de Farmacia, dirigido
por Don Angel, y me fueron encomendados dos becarios con magnificos
expedientes para hacer la Tesis Doctoral, Jos¢ Miguel Ortiz Melon y
Maria Jests Sendino Cubillo (hoy aqui).

Eran afos, en los que careciamos de casi todo, pero poseiamos
enormes dosis de juventud y entusiasmo. Solo los que hemos vivido
aquellos tiempos remotos, podemos comprender, cuanta ilusion
poniamos, y cuantas horas dedicdbamos para la realizacion de unos
proyectos, para los que no contdbamos apenas con eso que se llama
infraestructura. Por recordar algo, el Departamento habia adquirido con
grandes esfuerzos, un radiocromatografo que se alimentaba de gas Q. Era
un aparato decisivo para nuestros experimentos y fueron muchas las
veces, las que José Miguel y yo en mi estupendo 600, nos desplazdbamos
a través de las calles de Madrid (entonces habia mucho menos trafico),
para dirigirnos a la fabrica a rellenar la bala de gas. Por cierto, que
pesaba muchisimo y apenas si cabia en el coche. De esta manera y con
innumerables anécdotas similares a la que les acabo de describir, José
Miguel pudo realizar su Tesis Doctoral en la Facultad de Farmacia de
Madrid, que culmin6 en 1969 con Sobresaliente cum laude.

Desde el principio, pude detectar en el nuevo académico sus
cualidades de seriedad, iniciativa, constancia y decision para emprender
el estudio del tema de investigacion, que se centraba en el papel del 4-
aminobutirato en distintos procesos biologicos, tema iniciado en el
Departamento por Federico Mayor Zaragoza, director, a su vez, de mi
tesis doctoral. Como no poseiamos animalario, y estaba fuera de nuestro
alcance econOmico trabajar con animales, (hasta entonces habiamos
trabajado con cultivos vegetales), consideramos que los cultivos
bacterianos, eran el sistema biologico mejor definido, para el estudio de
las interconversiones de aminoacidos. Nos vimos entonces, en la
necesidad de utilizar técnicas microbioldgicas para llevar a cabo este
proyecto, lo que me llevé a recomendar a José Miguel a entrar en
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contacto con cientificos del Instituto Jaime Ferrdn del Centro de
Investigaciones Biologicas. Tengo aqui que dar las gracias a mi buen
amigo y académico Julio Rodriguez Villanueva porque en su laboratorio
José¢ Miguel adquirid conocimientos experimentales del cultivo de
microorganismos, con los que realizd interesantes aportaciones con la
bacteria Pseudomonas fluorescens, utilizando trazadores radiactivos.
Para ello tuvo que obtener por via enzimatica el 4-aminobutirato marcado
con 14C, que por entonces no era comercializado como trazador, lo que
nos sirvid para estudiar las transformaciones metabolicas de este
aminoacido. Al terminar su Tesis, en 1969, se trasladé al Reino Unido
para trabajar con Mark Richmond, recién nombrado Profesor de la
Universidad de Bristol, donde nuestro nuevo académico se inicid en la
bioquimica de proteinas, mediante la purificacién, caracterizacion y
estudios de regulacion, de la P-glucosaminidasa de Bacilus subtilis,
enzima que interviene en la morfogénesis de la pared celular bacteriana.
En paralelo con estos estudios, se llevaban a cabo también, en el mismo
laboratorio, estudios sobre las -lactamasas, enzimas responsables de la
resistencia a antibidticos. Ademdas de interesantisimas repercusiones
sanitarias, la resistencia a antibioticos presentaba la caracteristica de estar
mediada por plasmidos, entidades genéticas autonomas de naturaleza
poco conocida entonces, y cuyo estudio se desarrollé rapidamente, por la
frecuencia, con la que eran portadores de genes de resistencia. Este tema
apasiond al Doctor Ortiz Melon de manera, que cuando finalizd su
estancia postdoctoral en la Universidad de Bristol, su inquietud cientifica,
le hizo orientarse hacia este tipo de estudios en una segunda etapa
postdoctoral que realiz6 con Stanley Falkow en la Universidad de
Washington. En este laboratorio el Doctor Ortiz Melon llevé a cabo el
aislamiento y la caracterizacion molecular de diversos tipos de
plasmidos, y realizé estudios sobre su replicacion. Fue entonces, cuando
el Doctor Ortiz vivido con entusiasmo el nacimiento de dos
acontecimientos  cientificos espectaculares, que tuvieron gran
trascendencia y repercusion en sus investigaciones posteriores, asi como
en la evolucion de la biologia molecular. Me refiero a los primeros
experimentos sobre recombinacion de DNA in vitro y al descubrimiento
de los transposones bacterianos.
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A su vuelta al Departamento de Bioquimica de la Facultad
Farmacia de Madrid, el doctor Ortiz Melon, obtuvo una plaza de
Colaborador Cientifico del CSIC lo que le permiti6 establecer su propio
grupo de investigacion, iniciandose a la vez en la docencia universitaria
como profesor ayudante en la Catedra de Bioquimica. La estancia en
Madrid fue breve, y asi, poco tiempo después, iniciaba su carrera
universitaria como Profesor Agregado en la Universidad del Pais Vasco,
y como Catedratico en la Facultad de Farmacia de Santiago de
Compostela, hasta establecerse definitivamente en la Facultad de
Medicina de la Universidad de Cantabria, que es donde ha desarrollado
su labor durante los ultimos treinta anos. Es importante destacar, que la
carrera profesional del Doctor Ortiz experimentd en poco tiempo un
desarrollo fulgurante: obtuvo el titulo de Doctor, realizé su etapa post-
doctoral en dos laboratorios fuera de Espafia, obtuvo por oposiciéon una
plaza de colaborador cientifico y posteriormente la de catedratico,
primero en la Universidad de Santiago, a los 32 afios, y posteriormente
en la de Santander.

En la Facultad de Medicina de la Universidad de Cantabria, el
Profesor Ortiz Meldon continud el trabajo iniciado sobre plasmidos
bacterianos,siendo sus principales aportaciones, la primera descripcion de
la resistencia plasmidica a la fosfomicina, y los estudios sobre los
plasmidos hemoliticos, la caracterizacion del transposén de hemolisina y
del operon que regula la expresion de la toxina hemolitica. No es de
extrafiar, que durante los afios 80 el laboratorio del Profesor Ortiz Melon
fuera uno de los primeros en utilizar en Espafia la tecnologia del DNA
recombinante y que la fama adquirida por aquel joven grupo creado por
¢l, determind, que la Sociedad Espafiola de Bioquimica eligiera
Santander para la celebracion del X Congreso de dicha Sociedad,
encargando al Doctor Ortiz Melon, la organizacion del mismo.

Durante algunos afos y junto a la labor de investigacion y
formacion de un excelente grupo de colaboradores, el Doctor Ortiz
Meldén tuvo que compaginar esta ocupacion con la de la creacion de un
moderno Departamento que hoy figura como uno de los mas acreditados
de la Universidad de Cantabria. Analogamente, asumid con entusiasmo la
tarea de dirigir esta Universidad como Rector, cuando sus compafieros de
Claustro le eligieron para esta funcion. Como Rector de Universidad, el
Profesor Ortiz Melon contribuy6 a la ampliacion de aquella Universidad
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mediante la creacién de nuevas facultades, a fomentar la relacion con la
nueva Comunidad Auténoma, y a impulsar la investigacion cientifica
mediante la creacidon y apoyo a grupos de investigacion. Resulta grato
recordar como en aquella ocasion, siendo Rector de la Universidad de
Cantabria y coincidiendo con el X Congreso SEB, al que antes he
aludido, tuvo ocasion de investir como doctores Honoris causa a tres
destacados bioquimicos Severo Ochoa, Angel Santos Ruiz y Alberto
Sols, en reconocimiento al papel que los tres habian desempefiado en el
impulso de la Bioquimica en Espana.

El Doctor Ortiz Melén al inicio de su Discurso de Ingreso ha
realizado un emocionante y afectivo comentario sobre la figura de Don
Angel, cuyo recuerdo mantenemos sus discipulos con gran veneracion y
respeto, pero lo que no ha comentado es que Don Angel recibi6 de sus
manos el Doctorado Honoris causa, galardon que Don Angel agradecio
sobremanera, por ser Santander su provincia natal, ya que nacié en
Reinosa, y en su discurso en aquel momento, hizo varias alusiones a
aquella parte de Espafia que le vio nacer. Si es verdad que existe otra vida
y Don Angel esta en ella, seguro que estara disfrutando de este momento.
Una fotografia de este emocionante momento aparece en el libro
homenaje a Don Angel que publico esta Academia y yo tuve la
satisfaccion de editar.

Volviendo a las tareas de su Departamento el Doctor Ortiz Melon
consider6 la necesidad de extender la actividad cientifica al campo de los
organismos eucaridticos. Los avances experimentados en la tecnologia
del DNA recombinante permitian ya abordar con posibilidades de éxito,
algunos temas de biologia molecular directamente relacionados con
enfermedades y por tanto con los objetivos de una Facultad de Medicina.
La circunstancia se presentd, cuando nuestro académico Federico Mayor
Zaragoza, que habia creado, afios antes, una red de laboratorios
dedicados al diagnostico precoz de enfermedades metabdlicas, confio al
laboratorio del Doctor Ortiz Melon uno de los nodos de dicha red. El
contacto con esta problematica movio al Doctor Ortiz Meldn, junto con
sus colaboradores y discipulos, a iniciar una linea de investigacion
centrada en las células de mamiferos, que presentaba aplicaciones hacia
el cancer, las enfermedades cardiovasculares y las enfermedades
genéticas. Dentro de esta idea, y tras un afio sabatico, el Doctor. Ortiz
Melon se ocup6 del papel de las proteina quinasas y fosfatasas en el ciclo
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celular y transduccion de sefal. Las proteina fosfatasas, menos estudiadas
que las quinasas, constituyen un interesante campo de investigacion y
dentro de ellas, la proteina fosfatasa I presenta una gran diversidad de
funciones cuyo significado el grupo del Doctor Ortiz Melon ha
contribuido a clarificar. La respuesta ha venido de la identificacion de un
buen numero de proteinas diferentes que interaccionan con la subunidad
catalitica de proteina fosfatasas I formando holoenzimas, que no son mas
que una manifestacion de las interacciones proteina-proteina que
emplean para ello sitios de anclaje (docking sites) y motivos peptidicos
lineales. En el caso de la proteina fosfatasa 1, un motivo formado por
solo cuatro aminodcidos, esta presente en la mayoria de las proteinas que
se asocian a la subunidad catalitica y contribuyen a regular su actividad
asi como a la formaciéon de complejos multiproteicos con funciones
diferentes en sefalizacion. Empleando técnicas de protedmica, como el
sistema de dos hibridos, el Doctor Ortiz Melon identificO una nueva
proteina, la SIPP, con funciones en el procesamiento del mRNA, un
importante proceso bioldgico poco conocido molecularmente. Esta
proteina, interacciona a través de un dominio de interaccion WW con la
proteina PQBP1 cuyas mutaciones estan relacionadas con el llamado
sindrome de retraso mental ligado al cromosoma X. Otro aspecto del
trabajo del Doctor Ortiz Meldn recientemente publicado en el Journal of
Cell Science esté relacionado con la localizacion subcelular de la PP1.
Empleando técnicas genéticas de marcaje con epitopos fluorescentes en
S. pombe el Doctor Ortiz Melon y sus colaboradores han descrito,
nuevas localizaciones de PP1, indicativas de funciones implicadas en la
regulacion de la mitosis, en el proceso de endocitosis y en el crecimiento
polarizado de la levadura de fision.

El Doctor Ortiz Melon es Licenciado y Doctor en Farmacia por la
Universidad de Madrid con la calificacion de Sobresaliente y premio
Extraordinario respectivamente y especialista en Bioquimica Clinica. En
1972 obtuvo por oposicion la plaza de Colaborador Cientifico del CSIC y
en 1976 la de Catedratico de Bioquimica en la Universidad de Santiago
de Compostela. En 1978 se incorporé a la Universidad de Cantabria
donde ha permanecido desde entonces. Ha ocupado cargos de Director
del Departamento de Biologia Molecular. Jefe de Servicio de Bioquimica
del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla. Vicerrector y Rector
de la Universidad de Cantabria.
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Durante mas de 20 afios ha dirigido un grupo de colaboradores y
discipulos, lo que ha permitido, que en su Departamento de Biologia
Molecular de la Universidad de Cantabria, se hayan formado numerosos
farmacéuticos médicos,quimicos y bidlogos y entre los que figuran
actualmente 5 catedraticos de Universidad, 11 profesores titulares 12
investigadores postdoctorales y 21 becarios de investigacion que se
agrupan en torno a 11 grupos de investigacion. Durante ocho afios (82-
90) dirigi6 también el servicio de Bioquimica del Hospital Marques de
Valdecilla en el que obtuvieron la especialidad de Bioquimica Clinica 12
residentes entre ellos varios farmacéuticos.

La actividad investigadora del Doctor Ortiz Melon queda
reflejada en la direccion de 12 tesis doctorales y 6 tesinas de licenciatura.
Ha presentado numerosas comunicaciones y ponencias a Congresos
nacionales e internacionales, ha publicado también numerosos trabajos en
revistas del maximo prestigio dentro de su especialidad. Es autor o
coautor de 7 libros. Ha sido coorganizador de mas de 10 congresos y
reuniones internacionales. Ha figurado como investigador principal en
mas de una decena de proyectos de investigacion. Ha participado y
participa como miembro ordinario en diversas Sociedades cientificas y
en comités de evaluacion y asesoramiento como el Consejo Nacional de
Educacion, la Comision Asesora para la Investigacion cientifica y técnica
(CAYCYT), el Consejo Nacional de Prevencion de la Subnormalidad, el
Consejo Cientifico del Centro Nacional de Biologia Celular y retrovirus
(Carlos III), el Consejo Cientifico de la Fundacion Valdecilla y el
Consejo Social de la Universidad de Cantabria. Es Académico
correspondiente de la RANF desde 1975 y Académico de Numero de la
Real Academia de Medicina de Cantabria y ha recibido premios y
distinciones como el premio de la Real Academia de Farmacia o el de
Montanés de Ano del Ateneo de Santander.

En el profesor Ortiz Melon hay que destacar ademads su capacidad
de relacion con otros muchos grupos de investigacion, no solo de la
Universidad de Cantabria sino también de otros ambitos cientificos y
culturales asi como con miembros de esta Real Academia y con
cientificos afamados de Europa y de Estados Unidos.
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Comentario a su discurso

Acabamos de escuchar el discurso de ingreso en esta Real
Academia Nacional de Farmacia del profesor Jose Miguel Ortiz Melon
titulado La especificidad en las vias de comunicacion celular. Esta
intervencion, realmente brillante, con alto contenido cientifico, pone de
manifiesto con el exigido rigor académico, algunas de las cuestiones mas
relevantes que se refieren a los procesos de la organizacion de los
sistemas de regulacion celular y sus aplicaciones biomédicas. Esto no
debe sorprendernos si consideramos que el Profesor Ortiz Melon ha
desarrollado una intensa actividad investigadora en el campo de la
Biologia Molecular la Genética y la Microbiologia, que ha desembocado
recientemente en la creacion del Instituto de Biomedicina y
Biotecnologia de Cantabria, Centro Mixto constituido por la Universidad
de Cantabria, el CSIC y el Gobierno de Cantabria y a cuya creacion el
Profesor Ortiz Melon ha contribuido junto con algunos discipulos,
proporcionando buena parte de los cimientos cientificos sobre los que se
asienta.

El tema elegido por el nuevo académico sobre la sefializacion
celular y el papel de proteina quinasas y fosfatasas, presenta grandisimo
interés, ya que constituye uno de los retos principales de la Biologia
Molecular del siglo XXI, en confluencia con la Biotecnologia y la
Bioinformatica. El andlisis de las proteinas implicadas en la sefializacion
y de sus interacciones inmediatas, es de la mayor importancia para la
correcta comprension de como las células estdn organizadas y como
responden a hormonas, factores de crecimiento, citoquinas o agentes
genotoxicos. Estd claro, que la proteémica, es decir el estudio a gran
escala de las proteinas, es el préximo paso en el conocimiento de los
problemas biologicos, dado que las proteinas son los productos que
ejecutan el programa genético. Al mismo tiempo la posibilidad de definir
dianas celulares en las rutas de sefializacion, proporciona la posibilidad
de su regulacion, mediante pequefias moléculas permeables que inhiben
la actividad de proteina quinasas y fosfatasas, y que constituyen, una de
las principales fuentes de nuevos medicamentos, tanto para combatir
infecciones bacterianas y viricas, como para combatir enfermedades de
elevada incidencia tales como cancer, diabetes o artritis reumatoide.
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Volviendo al tema de la regulacién celular, conocemos la
mayoria si no todas, las proteina quinasas codificadas por el genoma
humano, y para el grupo de tirosina quinasas, podemos identificar la
mayoria de sus dianas y proteinas con las que interaccionan. Nuevas
aproximaciones experimentales, como la espectrometria de masas tienen
la capacidad de proporcionar un inventario de sitios de fosforilacion. Si
las quinasas, sus proteinas asociadas y sus sustratos, pueden ser bien
definidos, el resto seria relacionar las quinasas conocidas con sus
sustratos, para lo cual son esenciales los nuevos métodos de la
biocomputacion. Un objetivo aun mas ambicioso, seria determinar los
papeles bioldgicos de un gran numero de sitios fosforilados, y su
influencia, en la dindmica de las redes de sefializacion e interaccion.
Recientemente, se atribuye un interés creciente a las técnicas de imagen,
para definir el contexto espacial y temporal de los sucesos de
fosforilacién e incluso para aprender, como estos difieren en células
diferentes, o en diferentes localizaciones dentro de la misma célula.

Las consecuencias bioldgicas de la fosforilacion multisitio, y del
uso combinado de diferentes modificaciones postraductionales, son
todavia mal entendidas, pero pueden conducir de un modo importante a
la complejidad biologica. Esta diversidad podria llegar a rivalizar o a
exceder, la contribucién de otros procesos, tales como el splicing
diferencial o la expresion genética, y es probable, que llegue a constituir
un punto de referencia en la organizacion dinamica de la célula.

Una cuestion fundamental en biologia, es conocer la naturaleza
dinamica de la organizacién celular y su comportamiento. Las secuencias
gendmicas nos proporcionan informacion del potencial de un organismo,
en tanto que el analisis transcripcional puede revelar el conjunto de genes
expresados en una célula. Sin embargo, los productos proteicos
resultantes, se encuentran en un estado de flujo continuo con su
actividad, localizacion subcelular, interacciones moleculares y
estabilidad modificadas constantemente en respuesta a sefiales externas o
sefales internas.

El estudio de la fosforilacion de proteinas como ha descrito el
Doctor Ortiz Melon ha proporcionado muchos de los temas centrales que
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intervienen en la regulacion de las células normales y ha revelado
también como las rutas de sefializacion pueden ser alteradas en la
enfermedad. Desde el punto de vista historico, los trabajos de Fisher y
Krebs sobre fosforilacion de proteinas, cuando se combinan con el
descubrimiento de proteinas G y el analisis de los receptores acoplados a
proteinas G, han dejado establecido, el disefio de las rutas de
transduccion de sefal, y la fosforilacion de proteinas como un
mecanismo clave para la rapida modulacion de la funcion proteica.

El mecanismo por el que la fosforilacion de proteinas controla la
actividad de las propias proteinas tiene profundas implicaciones para el
conocimiento del control celular. Primero la fosforilacion de una tirosina
reguladora puede inducir un cambio conformacional en un sustrato,
cambio que estimula la actividad enzimatica, como en el caso de la
fosforilasa b que lleva a cabo un transicion alostérica para pasar a
fosforilasa a tras la fosforilacion en un residuo de serina.

Las tirosina quinasas con frecuencia se autofosforilan en el
segmento de activacion de su dominio quinasa induciendo la conversion
a un estado mas activo. Sin embargo, una consecuencia de la
fosforilacion, es crear sitios de unidon para dominios SH2, que son
componentes de un conjunto diverso de proteinas citopldsmicas que
median la sefializacion intracelular por tirosina quinasas normales y
oncogénicas. Estas interacciones proteina-proteina dependientes de
fosfotirosina sirven para que proteinas reguladoras para los receptores
fosforilados y proteinas docking, activen asi rutas de sefializacion.

Estas observaciones son también relevantes para el conocimiento
de la sefializacion por serina/treonina quinasas. Asi, Shaw vy
colaboradores han mostrado que unas proteinas tipo 14-3-3, se unen
selectivamente a motivos serina/treonina fosforilados por quinasas como
PKB/Akt y PKA conduciendo a alteraciones en la conformacion y
localizacién subcelular o en interacciones proteina-proteina. Se ha
encontrado pues una gran familia de dominios de interacciéon que
reconocen selectivamente quinasas fosforiladas en serina/treonina.
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Los mecanismos por los que la fosforilaciéon modifica la funcion
proteica son también muy utiles para comprender los efectos de otras
modificaciones postraduccionales como la acetilacion, metilacion,
ubiquitinacion de residuos de lisina, metilacion de arginina o
hidroxilacion de prolina.

Estas modificaciones también desempefian papeles importantes en
campos diferentes de la biologia molecular. Asi, la cola N-terminal de
una sola histona (H3), puede tener sitios multiples de acetilacion,
metilacion, fosforilacion, ubiquitinacion y sumoilacion, que pueden
actuar de manera sinérgica o mutuamente exclusiva, para controlar la
organizacion de la cromatina y la expresion genética. De hecho los
efectos de modificacion en un sitio pueden variar drasticamente,
dependiendo de la presencia o ausencia de modificacion en otro. Esta
capacidad de modificacion postraduccional para actuar en combinacion
aumenta en gran manera el rango de sus actividades biologicas. En el
reino de la fosforilacion de proteinas estamos llegando a un punto
alcanzado hace algunos afios por aquellos que llevaron a acabo la
secuenciacion del genoma. Una asignatura pendiente en la investigacion
biomédica de nuestro pais es la necesidad de transferir la investigacion
basica al sector empresarial y proteger las invenciones mediante patentes.

No voy a insistir en el interés del tema porque después del
discurso que acabamos de escuchar, mas comentarios por mi parte serian
un esfuerzo vano.

Facetas de la personalidad del nuevo académico

No es facil para mi describir en pocas palabras las cualidades que
definen la personalidad de Jos¢ Miguel Ortiz Melén. Como la
personalidad de un ser humano ha de juzgarse tanto por lo que hace como
por lo que es, quiero en esta ocasion, dejarme llevar por los impulsos del
corazon e intentar perfilar los rasgos mas significativos.

Mi relacion con el Profesor Ortiz Melon se ha mantenido a través
de los afios y ha sido entrafiable desde la época de su tesis Doctoral en la
que trabajamos juntos dia a dia. Mas tarde, en la distancia, ha perdurado
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siempre una viva amistad, asi como un mutuo aprecio y afecto. Es
bondadoso, amable, amigo leal y auténtico, que destaca por su gran
lucidez y laboriosidad y por su nobleza. Destaca también por ser
emprendedor, autodisciplinado, y exigente consigo mismo, lo cual expresa
que la eficacia en el trabajo va unida a grandes dosis de resolucion y
perseverancia , y, como buen cientifico, posee un extraordinario poder de
observacion. Es imaginativo, inquieto e incansable, y posee espiritu de
participacion y gran capacidad de compartir con los demds. Son
caracteristicas de su personalidad el autodominio, el juicio equilibrado y
la reflexion ponderada. Es también cortés, amable y moderado en su
decir. A nivel personal he admirado en José Miguel su seriedad, su
iniciativa, su aplomo y su capacidad para saber lo que tiene que hacer en
cada momento, eso que se llama “seguridad en si mismo”.

Recuerdo que en el pasado, fueron varias las veces que José
Miguel me proporciond gran ayuda ante alguna situacion conflictiva que
yo no veia como resolverla. Siempre he considerado a Jos¢ Miguel como
un hombre enormemente responsable que no repara en esfuerzos en la
superacion de dificultades. A pesar de que puede parecer un hombre serio
tiene un gran sentido del humor. Posee un natural atractivo y ha
mantenido siempre un aspecto mas joven que lo que le correspondia por
edad. Muy apegado a la vida familiar a la que dedica todo el tiempo que
le dejan sus ocupaciones, es sensible y afectuoso. El Doctor Ortiz Melon
es amante de la musica, de la literatura y practica el ciclismo. Desde hace
algunos anos forma parte de un pequefio grupo de montafieros y ha
explorado en su compafiia buena parte de la orografia espafola.

El Doctor Ortiz Meldon nacidé en Santander, bonita ciudad del
norte de Espafia donde el mar dialoga con la montafia. Su padre Don José
Ortiz Gonzalez, también farmacéutico, ejercio la profesion en su oficina
de farmacia y ejercid también cargos en la administracion siendo
Delegado Provincial del Instituto Nacional de Estadistica, y su madre
Dofia Elena Melon Diestro de familia de profesores universitarios,
siempre le apoyaron a seguir su inclinacion a pesar de que hubieran
deseado su dedicacion a la oficina de farmacia familiar. Yo conoci a los
dos, personas extraordinarias, pero aunque ya no estan entre nosotros
quiero desde aqui dedicarles un recuerdo.
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No quisiera terminar mis palabras ,sin una carifiosa referencia a su
esposa Maria Luz Lorenzo Prieto, y sus tres hijos Miguel, Gonzalo y
Pablo. Mariluz, para los amigos, también farmacéutica, es una espléndida
mujer, inteligente, atractiva, optimista y afectuosa y ha acompanado a
José Miguel en su largo itinerario prestandole su ayuda, no solo como
compafiera y madre de sus hijos, sino también en las tareas cientificas
del laboratorio. Yo he disfrutado de su compafiia muchas veces.

Adentrandome en el pasado, recuerdo varios viajes que hicimos
juntas, a un Congreso de Granada y a Bristol, cuando Jos¢ Miguel y ella
eran novios y €l trabajaba en aquella Universidad. Su segundo hijo
Gonzalo, no ha podido asistir a este acto por encontrarse en el extranjero
al frente de una importante empresa constructora y el hijo pequeio Pablo,
Letrado del Gobierno de Cantabria, estd presente en este acto en
representacion de sus hermanos. A todos ellos mi mas calurosa y sincera
felicitacién que quiero hacer extensiva a sus discipulos, un grupo, que el
nuevo académico considera como su segunda familia: la universitaria.

Sefiora Presidenta, Académicos, Amigos

Estas palabras de contestacion al discurso del nuevo Académico
han pretendido mostrar diversos aspectos del profesor JOSE MIGUEL
ORTIZ MELON, como profesor, como hombre de ciencia y como
persona. El nuevo Académico, no es un extraio en esta Casa, ya que desde
1975 pertenece a la Academia como Académico Correspondiente. Sin
embargo, bueno es confirmar , que desde entonces, se ha acrecentado su
categoria como cientifico, cuya dimension intelectual, estd en consonancia
con la amplitud, complejidad y el intenso servicio social de las Ciencias
Farmacéuticas. Por todo ello, es indudable, que la Real Academia
Nacional de Farmacia recibe con gran satisfaccion al nuevo Académico
de Numero en la seguridad de que su amplia preparacion cientifica,
experiencia acreditada e independencia de criterio, serdn de gran utilidad
para esta Institucion.

Querido José Miguel, con el deseo de que este acto sea el principio,
mas bien la continuacion, de importantes y fructiferas colaboraciones, en
nombre de todos los Académicos de la REAL ACADEMIA NACIONAL
de FARMACIA a quienes ahora represento, y en el mio propio, me es muy
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grato adelantarme a darte la bienvenida, expresarte mi gran admiracion y
profundo afecto y felicitarle por tu impresionante trayectoria cientifica,
plenamente dedicada a la busqueda de la verdad, en el intrincado mundo
de la comunicacion celular y sus repercusiones en la lucha contra la
enfermedad. Tu ingreso representa que hoy adquieres un mayor
compromiso con nuestra Real Corporacion y deseo de todo corazén que tu
permanencia entre nosotros sea aun mas provechosa y feliz para tu propia
satisfaccion vy el prestigio de nuestra Academia.

He dicho.
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