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Excelentisimo Sevior Presidente,
Excelentisimos Sefiores Académicos,
Queridos comparieros y amigos,
Serioras y Seriores

Antes de comenzar mi intervencién, quisiera expresar mi
mas profunda gratitud a los miembros de esta Real Acade-
mia, por la inmensa amabilidad que han tenido al acogerme
entre ellos. Mi especial agradecimiento a la Profesora
Margarita Salas, por proponer mi candidatura y aceptar
pronunciar el Discurso de contestacién, pero también por
su magisterio y su continuo ejemplo de compromiso maxi-
mo con la investigacién cientifica. Gracias también a los
Profesores Pedro Garcia Barreno, Jestis Avila y Luis Franco
por su apoyo en esta importante etapa de mi vida cientifica,
y por todo lo que he podido aprender de ellos a lo largo de
muchos afios y en ambitos muy distintos.

Quisiera también tener un recuerdo entranable para los
que ya no estan comn nosotros pero permanecen absoluta-
mente presentes: el Profesor Angel Martin Municio, en cu-
yas clases aprendi los primeros fundamentos de la Bioqui-
mica hace ya casi 30 afios, y el Profesor Eladio Vifiuela,
nuestro querido Eladio, mi maestro en la Biologia Molecu-
lar y con quien toda una generacién de cientificos espafioles
siempre mantendremos una deuda de gratitud infinita. En
esta Academia vengo a ocupar una medalla nueva, lo cual
me impide elaborar la obligatoria semblanza que los nuevos
Académicos dedican a sus predecesores. Sin embargo, no
puedo olvidar que el profesor Municio, Don Angel para los
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que fuimos sus alumnos, presidié durante casi dos décadas
esta ilustre Institucién que hoy me acoge. Inexorablemente,
el paso del tiempo difumina nuestros recuerdos pero, a
cambio, nos regala una memoria selectiva que nos permite
revivir con intensidad ciertos acontecimientos esenciales
que influyeron decisivamente en nuestra peripecia vital. En
mi geografia de recuerdos, permanece todavia muy nitida la
primera vez que supe del Profesor Municio; Don Angel
imparti6 la primera clase que recibi en la Universidad Com-
plutense a la que me habia trasladado desde la Universidad
de Zaragoza para tratar de introducirme en los secretos de
la Bioquimica. Aquella clase fue un fiel reflejo de su perso-
nalidad y de su aproximacién a la Ciencia: conocimiento
abrumador de la disciplina que explicaba, absoluto rigor
cientifico en el tratamiento de todos sus aspectos y exigen-
cia maxima con los alumnos. Después, tuve la fortuna de
conocerle desde una perspectiva més cercana, y comprend{
que su profundo conocimiento bioquimico derivaba de su
intensa dedicacién a esta disciplina; su rigor cientifico era
el mecanismo que utilizaba para atraer a los mejores alum-
nos a su Departamento y, finalmente, su exigencia académi-
ca era sé6lo un reflejo de la exigencia que se imponia a si
mismo en todas las facetas de su vida. Su brillante paso por
esta Real Academia sera inolvidable para todos nosotros.

La tradicién también aconseja que un Discurso de ingre-
so en esta docta Institucién incluya unos apuntes autobio-
graficos. Intentaré ser muy breve en el cumplimiento de
esta tradicién, en parte por pudor y sobre todo para que
este acto tan grato para mi, no pierda su contenido cienti-
fico esencial. En esa geografia de recuerdos que antes men-
cioné, también permanece todavia muy nitida la figura de
mi abuelo, practicante de un pueblo del Pirineo Aragonés,
que me ayudé a venir al mundo en ese mismo lugar, un dia
de invierno de hace ya unas cuantas décadas. El me ensefié
el significado de los conceptos de Medicina y enfermedad,
me mostré los primeros libros cientificos y me transmitié el
afan de contribuir a que el mundo fuera un poco mejor,
incluso para los que no lo pretenden. Después, guiado por
la idea de intentar conocer la esencia molecular de la vida,



y estimulado por el ejemplo de curiosidad intelectual vy te-
nacidad que me legaron mis padres, me inicié en el estudio
de la Bioguimica.

He pasado mas de 25 afios inmerso en el aprendizaje y
practica de una Ciencia que en su corta existencia ha desa-
rrollado nuevas técnicas y nuevos conceptos que han cam-
biado nuestra manera de entender la vida, sus funciones y
sus transformaciones. En el camino encontré a grandes
maestros como Margarita Salas, Eladio Vifiuela, Angel M.
Municio, José Gavilanes, Enrique Méndez, Rosalia Rodri-
guez, Horacio Marco, Anders Grubb y Stephen Krane quie-
nes me animaron a perseguir el conocimiento cientifico con
toda la profundidad que mi imaginacién permitiera. Des-
pués, volvi al Norte, a Asturias para unirme a Gloria e ins-
talarme en la que iba a ser mi Universidad desde entonces.

En estos afios he tenido la inmensa fortuna de alcanzar
muchos de mis suefios. Pude dirigir mi investigacién hacia
un problema que siempre me habia preocupado pero al que
nunca me habia enfrentado directamente: el cancer. Con
desigual suerte, pero con todas mis fuerzas, he tratado de
que nuestro trabajo pudiera aportar alguna idea, por senci-
lla que ésta fuera, para ayudar a combatir esta enfermedad.
Posteriormente, el estudio de las proteasas tumorales tam-
bién nos ha permitido participar en proyectos muy gratifi-
cantes para nuestro grupo, como el de la secuenciacién y
anotacién de distintos genomas. Desde estos trabajos, he-
mos podido acercarnos a explorar molecularmente otros
campos tan fascinantes como el del envejecimiento o el de
la evolucién humana.

Durante todo este tiempo, he intentado compaginar mi
labor investigadora con una labor docente que siempre me
ha resultado apasionante. En las aulas he procurado que los
estudiantes comprendan la trascendencia de la Bioquimica
y la Biologia Molecular en maultiples aspectos de nuestra
vida. Después, en el laboratorio he tratado de demostrarles
que la ilusién por el futuro, la emocién del conocimiento,
en ningun sitio se perciben con tanta intensidad como en la
investigacion cientifica.



Asimismo, he tratado de conversar con la Naturaleza no
sélo a través de la Ciencia, sino también mediante la con-
templacién del maravilloso paisaje asturiano. He encontra-
do personas que me han ensefado tanto acerca de la vida
como lo que he podido aprender en los libros o en los viajes
aqui y all4. A todos mi gratitud. Gracias a las Instituciones
y empresas, que nos han ayudado en nuestra labor cientifi-
ca, y especialmente a la Obra Social Cajastur, por hacer
realidad otro de mis deseos, tal vez el més dificil de cum-
plir: facilitar un puesto de trabajo digno, en el Hospital o en
la Universidad, a un grupo de jévenes investigadores astu-
rianos.

Finalmente, gracias a mis compaiieros del laboratorio,
del Instituto de Oncologia y de la Universidad de Oviedo, a
los que estdn ahora, a los que estuvieron antes y a los que
probablemente estaran mas tarde; gracias a los alumnos
que cada otoflo nos rejuvenecen y estimulan; gracias a
Gloria, Daniel y Laura, y a toda mi familia y amigos, y
gracias en suma, a todos los que me han ayudado en ese
afan de contribuir a la Ciencia a través del estudio apasio-
nado e intenso de las estructuras y funciones de unas pocas
macromoléculas biolégicas.

LA VIDA Y SUS MOLECULAS

La fascinante armonia con la que se desarrolla la aven-
tura bioquimica de la vida comenzé a gestarse hace méas de
tres mil millones de afios, cuando en algin lugar del planeta
que hoy nos acoge, unos sistemas autorreplicativos de ribo-
nucleétidos capaces de dirigir la sintesis de proteinas, que-
daron protegidos por una primitiva estructura lipidica e
iniciaron el proceso de formacién de la primera célula. En
medio de un profundo caos molecular, por azar o por nece-
sidad, surgi6é una esperanza de vida. Todos los organismos
que viven actualmente sobre la Tierra derivan de esa célula
precursora que, tras experimentar con éxito procesos de
replicacién, divisién y evolucion, llegé a cubrir de vegeta-
cién nuestro planeta, cambiando la composicién de su at-
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moésfera y convirtiéndolo finalmente en un lugar de vida
inteligente.

«Y para que ninguna regién careciera de sus formas pro-
pias de vida animada, las estrellas y las formas divinas ocu-
paron el suelo del cielo, el mar correspondié a los peces relu-
cientes, la tierra recibié a los animales v el aire movil a los
pdjaros. Luego nacié el hombre y El le dio un rostro levantado
v le ordend que se mantuviera erguido y que elevara sus ojos
al cielo». Metamorfosis, Ovidio.

Tras esa primera mirada, el hombre pudo ya empezar a
maravillarse del mundo que lo rodeaba y lo acogia; y co-
menzé a percibir ciertas regularidades en su entorno y en
su propia vida. Observé que la noche sucedia al dia, con-
templé el ciclo de las estaciones, conocié la enfermedad y la
muerte, y se dio cuenta de que la vida surgia constantemen-
te hasta en los lugares mas extrafios e inhéspitos. Finalmen-
te, tal vez empezé a preguntarse el porqué de todo aquello.
Es entonces cuando podemos situar los origenes del pensa-
miento biolégico, y fueron aquellos primeros hombres, an-
siosos por comprender los misterios de la Naturaleza, los
pioneros de una tarea que con el devenir del tiempo seria la
meta de un pequefno colectivo humano: los cientificos.

Los primeros intentos de explicar el mundo estuvieron
dominados por la idea de que los fenémenos naturales es-
taban determinados por fuerzas ocultas que provenian de
espiritus superiores con emociones humanas. Pero fue trans-
curriendo el tiempo, el gran héroe de la Historia, y aquellos
hombres primitivos fueron acumulando conocimientos, con-
quistaron el fuego, inventaron un lenguaje, pusieron nom-
bre a las cosas que les rodeaban, construyeron herramien-
tas e incluso fueron capaces de representar su propia
imagen. El escenario estaba asi dispuesto para que mas
tarde, en diferentes regiones de nuestro planeta, pueblos de
rasgos distintos y culturas diversas comenzaran su conver-
sacién con la Naturaleza a través de la Ciencia.

De este incipiente didlogo, surgieron notables progresos
en el conocimiento de los animales y las plantas, en la
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observacién de los astros y en el tratamiento de las enfer-
medades, progresos que se multiplicaron cuando hacia el
ano 600 A.C., un grupo de hombres que vivian a orillas del
mar Egeo, fueron capaces de meditar mas profundamente
que sus antecesores sobre la naturaleza del Universo, la
estructura de la materia que lo compone y las caracteristi-
cas de los seres que en él habitan. Fue entonces cuando
Aristételes, el mas influyente de aquellos pensadores grie-
gos, construy6 una teoria basada en la idea de que todos los
seres vivos estaban dotados de una fuerza vital misteriosa y
divina, concepto que llegé a impulsar el pensamiento del
hombre durante mas de dos mil afios. Asi, se abri6é un lar-
guisimo paréntesis en el progreso del pensamiento biolégi-
co hasta que, durante los ultimos afos del siglo XV, la
humanidad volvié a recuperar la curiosidad.

Desde Italia se difundié la nueva cultura y los hombres
comenzaron a avanzar hacia la luz del Renacimiento. Una
creciente sed de conocimiento invadié el espiritu de hom-
bres como Leonardo da Vinci que dibujé y pinté, esculpié
y construyé, imaginé e inventé, pero también comenzé a
experimentar y a proponer leyes que permitieran entender
lo que se percibfa empiricamente. Tras él, muchos otros se
entregaron a la conquista cientifica del mundo. Primero con
cierto afan de aventura, explorando el planeta en busca de
tierras desconocidas y especies nuevas. Después, de una
forma razonada y metédica, tratando de descifrar las claves
de la materia viva y de la materia inerte, aunque para ello
tuvieran que abandonar los limites impuestos por sus sen-
tidos y disefar instrumentos que ampliaran sus posibilida-
des de percibir la realidad. Asi, en 1610, Galileo Galilei con
su telescopio abrié una ventana hacia el Universo y descu-
brié nuevas estrellas en la Via Lactea, los satélites de Japi-
ter y los anillos de Saturno. Y mientras Galileo contempla-
ba lo infinitamente grande, Anton van Leeuwenhoek, se
aventuraba con su microscopio en los confines de lo infini-
tamente pequeno accediendo a un mundo pleno de vida que
nadie antes habia observado.

Junto a estos profetas de la modernidad, comenzaron a
emerger a la luz de la Historia muchos otros nombres evo-
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cadores: Copérnico, Kepler, Newton, Linneo, Vesalio, Ser-
vet, Harvey, o Lavoisier. Todos ellos lucharon contra los
dogmas de su tiempo, aplicaron métodos cientificos en sus
estudios, propusieron nuevas leyes fisicas y quimicas para
explicar el mundo y la vida y, en definitiva, sentaron las
bases de la gran revolucién cientifica que tendria lugar en
la primera mitad del siglo XIX y que produjo un profundo
cambio en la visién que el hombre tenia de si mismo y del
Universo.

Asi, en 1808 y de la mano de John Dalton, un cientifico
inglés con dificultades para distinguir los colores, la Quimi-
ca redefinié los atomos. Gracias a la teoria atémica, se
adquirié un profundo conocimiento de la materia que con-
forma nuestro planeta y la Quimica alcanzé la categoria de
ciencia principal. Poco mas tarde, en 1828, Wohler asest6
un duro golpe al vitalismo al sintetizar urea calentando
cianato aménico. La Quimica, esa disciplina que pretendia
estudiar la materia y sus transformaciones, acabé por con-
vertirse en un temible rival de la Naturaleza.

Acompafiando a la Quimica en su avance, la Biologia —
término acufiado por Lamarck en 1802— comenz6 a adqui-
rir su verdadera dimensién cuando tras Linneo y Buffon,
los naturalistas empezaron a elaborar los conceptos subya-
centes a lo que hasta entonces s6lo habia sido una descrip-
cién sistematica de animales y plantas. Un poco més tarde,
en 1839, el anatomista aleman Theodor Schwann establecié
la teoria celular de la vida al afirmar que la célula era la
unidad bésica de todos los organismos. Finalmente, y casi
al mismo tiempo, Charles Darwin se embarcaba en el «Be-
agle» camino de un viaje cuyas consecuencias fueron mas
alla de lo imaginable. A su vuelta, el orgullo humano recibié
la segunda gran decepcion de su dilatada historia. Al derro-
camiento copernicano del geocentrismo siguié ahora una
concepcién de la Naturaleza en la que el hombre abandona-
ba el papel central de la creacién.

«Probablemente todos los seres que han vivido sobre esta
tierra, han descendido de alguna tinica forma primordial, a la
que se infundié vida por primera vez. Y mientras este planeta
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ha ido dando vueltas de acuerdo con la ley fija de la gravedad,
han evolucionado y siguen evolucionando formas sin fin, las
mds bellas y las mds maravillosas». El origen de las espe-
cies, C. Darwin.

Desde este momento, sélo fueron necesarios unos po-
cos acontecimientos adicionales como el descubrimiento por
Gregor Mendel de las leyes genéticas y el posterior estable-
cimiento de sus bases bioquimicas, para que el secreto
molecular de la vida se mostrara al mundo en toda su
magnitud. Sucedié, hace poco mads de 50 afios, en la prima-
vera de 1953, cuando James Watson y Francis Crick propu-
sieron la estructura en doble hélice del ADN, indicando
ademads que «no nos ha pasado por alto que el apareamiento
especifico que hemos postulado sugiere, de inmediato, un
mecanismo posible de copia para el material genético» [1].
Desde aquella primavera, parecié méas razonable que nunca
afirmar que el hombre es el resultado de ese proceso que
comenzd hace mas de tres mil millones de afios cuando, en
algtn lugar de la Tierra, unos sistemas autorreplicativos de
ribonucleétidos fueron capaces de dirigir la sintesis de pro-
teinas.

En los dltimos afios, el avance de las Ciencias de la Vida
ha sido vertiginoso y ha servido para profundizar extraordi-
nariamente en nuestro grado de conocimiento acerca de los
constituyentes y funciones fundamentales de los organis-
mos vivos. En efecto, poco tiempo después del descubri-
miento de la estructura en doble hélice del ADN, Ochoa,
Niremberg y Khorana descifraron el cédigo genético, ese
lenguaje universal que a todos nos une. Después, y al am-
paro de nuevas tecnologias de analisis biolégico, el ADN se
pudo aislar, fragmentar y multiplicar de manera ilimitada.
Inmediatamente, se abrié la posibilidad de mezclar los
ADNSs de distintos organismos y comenzaron a producirse
proteinas recombinantes de la clase y constitucién desea-
das, muchas de las cuales se utilizan hoy para tratar enfer-
medades como la diabetes, la artritis o diversos tipos de
cancer. Finalmente, y superadas multiples dificultades téc-
nicas, econémicas y politicas, la Biologia Molecular, a tra-
vés del Proyecto Genoma Humano, dio un paso decisivo
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hacia la busqueda de las tltimas claves de nuestra esencia
molecular, aquélla que nos hace tnicos y distintos a cual-
quier otro ser vivo del planeta (Fig. 1).

Ficura 1. Estructura en doble hélice del ADN. Apoyados en esta estruc-
tura helicoidal, los bidlogos moleculares han abierto una nueva ventana a
la exploracién biolégica (imagen modificada de RPC, Clontech, USA).
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CRONICAS GENOMICAS Y DEGRADOMICAS

El inmenso caudal de conocimientos sobre las moléculas
de la vida acumulado en las dltimas décadas, cristaliz6 en
el afio 2001 con la publicacién del primer borrador de la
secuencia del genoma humano [2, 3]. En efecto, hoy cono-
cemos el orden preciso de los 3.000 millones de nucleétidos
que configuran nuestro material genético y la manera en la
que dichos nucleétidos se organizan para construir los
aproximadamente 25.000 genes que nos permiten ser lo que
somos como especie y como individuos. Estudios paralelos
han permitido secuenciar los genomas de otros organismos
modelo entre los que merecen especial mencién Drosophila
melanogaster, Caenorhabditis elegans, Arabidopsis thaliana,
Populus trichocarpa, Gallus gallus, Mus musculus, Rattus
norvegicus 'y Pan troglodytes, el chimpancé, nuestro pariente
mas préximo en la escala evolutiva.

Sin embargo, esta nueva Biologia que trata de aproxi-
marse al estudio de la esencia molecular de la vida a través
del andlisis de las estructuras, funciones y transformaciones
de unos pocos tipos de macromoléculas, también nos ha
mostrado alguna de las fronteras actuales de nuestro cono-
cimiento. Asi, resulta imprescindible conocer la forma en la
que la informacién genética se regula en el espacio y en el
tiempo para conseguir que miles de reacciones bioquimicas
se desarrollen de manera ordenada y arménica haciendo
posible cada instante de vida en cualquier organismo. El
estudio de los mecanismos moleculares de la regulacién
biol6gica ha sido admirablemente discutido por el Profesor
Luis Franco en su discurso de ingreso en esta Real Acade-
mia [4]. Existen multiples puntos de regulacién de los pro-
cesos biolégicos, aunque desde el principio su estudio tomé
dos direcciones fundamentales: la regulacién metabélica y
la regulacién de la expresién génica, caminos que se han
entrelazado hasta confluir en numerosos aspectos. El cono-
cimiento acumulado en ambos frentes de estudio ha demos-
trado la diversidad y complejidad de los mecanismos que
controlan la expresién de la enorme cantidad de informa-
cién genética que portan todos los seres vivos. Sin embargo,
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mas alla de esta complejidad que a veces parece inaborda-
ble, los estudios iniciados por Jacob y Monod, y corrobora-
dos por multiples autores en afios posteriores, apuntaron a
la existencia de un nivel de decisién esencial: la regulacién
de la transcripcién [5]. El intrincado problema de la regu-
lacién biolégica quedaba asi planteado en términos mucho
mas accesibles: transcribirse o no transcribirse, ésta es la
cuestion principal que deben afrontar los genes de un orga-
nismo en cada instante y en cada lugar.

Sin embargo, a medida que hemos ido progresando en la
bisqueda de respuestas a esta pregunta, ha quedado paten-
te que este mecanismo de control transcripcional no es
suficiente para resolver el problema de la regulacién de la
expresién de la informacioén génica. Por una parte, no basta
con controlar la produccién de proteinas a través de la
expresion de sus genes, dado que también hay que inacti-
varlas o destruirlas cuando su actividad ya no es necesaria.
Ademads, muchas proteinas se sintetizan como moléculas
precursoras inactivas que deben activarse en el lugar y
momento adecuados. Por ello, todos los organismos han
desarrollado numerosas estrategias para tratar de regular la
actividad de sus proteinas, una vez que dichas proteinas son
sintetizadas. Entre todas estas estrategias, en los ultimos
anos ha emergido el estudio de una forma de regulacién
que influye decisivamente en la vida y muerte de todas las
células: la regulacién por proteolisis [6].

Dada la extraordinaria estabilidad del enlace peptidico,
la proteolisis es un fenémeno que no ocurre espontdnea-
mente en condiciones fisiolégicas, sino que debe catalizarse
por un grupo de enzimas llamadas proteasas. El interés
hacia este conjunto de proteinas es antiguo ya que se re-
monta al siglo XIX cuando, en 1836, Schwann describié la
pepsina y Corvisart, en 1856, aislé la tripsina del fluido
intestinal de diversos animales de experimentacién. Inicial-
mente, las proteasas se asociaron exclusivamente a reaccio-
nes inespecificas del catabolismo proteico y su estudio que-
dé circunscrito a este ambito durante varias décadas. Sin
embargo, el transcurso del tiempo y la experimentacién
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biolégica han determinado que nuestra visién del universo
proteolitico se haya expandido hasta alcanzar limites que
resultarian insospechados para sus primeros exploradores.
La prueba mas concluyente de esta afirmacién tal vez sea la
reciente concesién del Premio Nobel de Quimica a Ciecha-
nover, Hershko y Rose por sus contribuciones a la defini-
cién de estrategias fundamentales de regulacién por proteo-
lisis [7]. En efecto, gracias a sus trabajos y a los de otros
muchos investigadores que recorrieron caminos paralelos,
hoy sabemos que las proteasas, a través de cortes selectivos
en sus correspondientes sustratos, ejecutan reacciones irre-
versibles que influyen decisivamente en muatiples procesos
biolégicos. Asi, las denominadas reacciones de procesamien-
to proteolitico son esenciales en la progresién del ciclo ce-
lular, en la migracién celular, en el remodelado tisular, en
la angiogénesis o en la apoptosis. Ademads, y como conse-
cuencia directa de estas acciones especificas, la actividad
enzimatica desempefiada por las proteasas resulta determi-
nante durante el desarrollo embrionario, la fertilizacion, la
formacion de los huesos, la coagulacién sanguinea, el fun-
cionamiento del sistema inmunoldgico o el establecimiento
de rutas neuronales.

Considerando esta multiplicidad de funciones, no resulta
extrafio que diversos cambios en la estructura o expresién
de los enzimas proteoliticos se encuentren asociados al
desarrollo de numerosos procesos patolégicos incluyendo el
cancer, la artritis, la osteoporosis, las alteraciones cardio-
vasculares o las enfermedades neurodegenerativas. Ademas,
debemos resaltar que muchos microorganismos, incluyendo
el virus del SIDA, utilizan proteasas como factores de viru-
lencia, por lo que de una u otra forma, estos enzimas se han
convertido en dianas de intervencién terapéutica y por tan-
to de interés preferente para el desarrollo de nuevos farma-
cos [8].

Numerosos estudios apuntan a que la impresionante
diversidad en las funciones normales y patolégicas desarro-
lladas por las proteasas, deriva del disefio evolutivo de
multitud de enzimas con estructuras sorprendentemente
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distintas. Asi, s6lo mirando al interior de nuestras propias
células, podemos encontrar desde simples dispositivos cata-
liticos como el de las matrilisinas que poseen la minima
organizacion precisa para hidrolizar sus sustratos [9], hasta
proteasas gigantes como la tripeptidilpeptidasa 11 [10], pa-
sando por auténticas maquinas proteoliticas como el pro-
teasoma, portador de elegantes y eficaces estructuras mul-
ticataliticas [11]. En términos de especificidad, la diversidad
es también la norma, de manera que algunas proteasas
muestran una fidelidad ejemplar con una especificad exqui-
sita hacia un Gnico sustrato, mientras otras son mucho mas
promiscuas y manifiestan una actividad amplia y variada
frente a numerosos sustratos. En buena medida, esta espe-
cificidad se consigue por la combinacién de las propiedades
conferidas por los dominios cataliticos con la otorgada por
los dominios auxiliares, extraordinariamente diversos en
tipos y formas (Fig. 2). Finalmente, las proteasas utilizan

Figura 2. Los dominios auxiliares de las proteasas. Los dominios cata-

liticos de las proteasas se unen a una gran diversidad de dominios auxilia-

res, que lacilitan la interaccién con sus sustratos, receptores, adaptadores

e inhibidores. Los codigos de los dominios auxiliares son los utilizados en

la base de datos Pfam, y sus colores reflejan la clase catalitica de las pro-

teasas a las que se unen: aspartil-proteasas (amarillo), cistein-proteasas
(azul), metaloproteasas (verde) v serin-proteasas (rojo).
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diferentes estrategias para definir su localizacién espacial
en el interior o en el exterior de las células, y en muchas
ocasiones se organizan en redes complejas que comprenden
distintas proteasas, sustratos, inhibidores y receptores espe-
cificos.

En resumen, el patrén que emerge de estos estudios
sobre los sistemas proteoliticos de distintos organismos,
refleja un panorama de diversidad y complejidad. Dada la
relevancia funcional y patolégica de numerosas proteasas,
en los Gltimos afios ha habido un interés creciente hacia la
identificacién y caracterizacién estructural y funcional de
todos los componentes de los sistemas proteoliticos que
operan en los distintos seres vivos, desde las bacterias hasta
el hombre. Recientemente, y tras mas de una década de
estudios sobre las proteasas asociadas a los tumores huma-
nos, en nuestro laboratorio comenzamos a plantearnos la
necesidad de abordar de manera global el anélisis de la
complejidad de los sistemas proteoliticos.

Como primera aproximacion hacia este fin, y en colabo-
racién con el Dr. Chris Overall de la Universidad de British
Columbia en Canada, introdujimos el concepto de degrado-
ma, para definir el conjunto de proteasas producidas por
una célula, un tejido o un organismo [12]. Posteriormente,
ampliamos este concepto con la introduccién de una segun-
da acepcién del mismo término y definimos el degradoma
de una proteasa como el conjunto-de sustratos hidrolizados
por dicho enzima. Finalmente, y en una nueva adaptacién
a las proteasas del lenguaje «dmico» que ahora domina
muchos aspectos de la Biologia, definimos la Degradémica
como el conjunto de aproximaciones genémicas y prote6-
micas dirigidas al estudio de las estructuras y funciones de
las proteasas, de los sustratos hidrolizados por ellas y de los
inhibidores con capacidad de bloquear su actividad enzima-
tica [12] (Fig. 3).

Definidos los conceptos, el siguiente objetivo pasaba ne-
cesariamente por intentar ordenar, clasificar y anotar todos

los genes de proteasas. En este sentido, y apoyados en la
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Ficura 3. Degradémica y degradomas. La [igura muestra las conexiones
entre los andlisis globales de genes (gendmica), proteinas (proteémica) v
proteasas (degradémica)

disponibilidad de la secuencia del genoma humano y de
otros organismos como el raton, la rata y el chimpancé, en
los ultimos anos hemos dedicado un notable esfuerzo a la
definicién precisa de sus correspondientes degradomas y al
posterior analisis comparativo de los mismos. A través de
estas aproximaciones globales genémicas y degradémicas,
hemos tratado de obtener informacion acerca de diferen-
cias funcionales entre especies proximas, pero al mismo
tiempo hemos pretendido extraer lecciones que nos ayuden
a entender algunos aspectos de la enfermedad humana y
especialmente el cancer.

CONSTRUYENDO DEGRADOMAS

La exploracion exhaustiva de los bancos de secuencias
genoémicas disponibles publicamente, el andlisis bioinfor-
matico de las bases de datos especializadas denominadas
Merops, Interpro y Ensembl, y la evaluacién de los resulta-
dos derivados de nuestro propio trabajo experimental nos
permitié completar en el ano 2003 la primera descripcién
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del degradoma humano [13] (Fig. 4). De acuerdo con estos
datos, nuestro genoma posee al menos 561 genes con capa-
cidad de codificar proteasas u homoélogos de proteasas. En
este namero se incluyen algunos genes codificantes de pro-
tefnas funcionales, pero cuya capacidad catalitica estaria
comprometida por la existencia de cambios de aminoacidos
en posiciones criticas de los correspondientes centros cata-
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Ficura 4. El degradoma humano. La figura muestra la localizacion cro-

mosomica de los 561 genes de proteasas anotados en el genoma humano.

Los genes identificados y clonados en nuestro laboratorio aparecen som-
breados en amarillo.
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liticos. Estos homodlogos de proteasas pueden desempeniar
importantes funciones reguladoras o inhibidoras, actuando
como proteinas dominantes negativas con capacidad de
secuestrar sustratos en complejos no productivos, o elimi-
nando inhibidores del medio celular, incrementando asi el
potencial proteolitico neto de dichas células o tejidos. Ade-
mas, es digno de resenar que durante nuestra exploracion
del genoma humano detectamos mas de 200 seudogenes de
proteasas, incluyendo seudogenes procesados —que han sur-
gido por retro-transposicién y mutacién de ARNs de protea-
sas funcionales— y seudogenes no-procesados derivados de
la duplicacién y acumulacién de mutaciones inactivadoras
en genes originalmente funcionales.

El analisis filogenético del degradoma humano demues-
tra que los citados 561 genes se pueden organizar en 5 cla-
ses que se distinguen por su mecanismo de catalisis (Fig. 5).

Treonin  Aspartj

S Ay [

/
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Figura 5. Comparacion de los degradomas humano y de ratén. La

figura muestra las cinco clases de proteasas humanas y de raton, indican-

dose en gris las proteasas comunes a ambas especies, en azul las especificas
humanas v en rojo las especificas de raton.
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Las serin-, treonin- y cistein-proteasas contienen residuos
especificos de serina, treonina y cisteina que actiian como
nucledfilos y atacan directamente al grupo carbonilo del
enlace peptidico que se va a hidrolizar. Por su parte, las
aspartil-proteasas y las metaloproteasas polarizan una mo-
lécula de agua para que sirva de nucleéfilo. En el degrado-
ma humano, las metaloproteasas y las serin-proteasas son
las clases cataliticas mas abundantes con 186 y 178 miem-
bros, seguidas de las cistein-proteasas con 148 componen-
tes. Por el contrario, las treonin- y las aspartil-proteasas son
enzimas mas especializados y mucho menos numerosos con
s6lo 28 y 21 miembros, respectivamente. A su vez, las 561
proteasas de las distintas clases cataliticas pueden subdivi-
dirse en 68 familias, de acuerdo con similitudes derivadas
de la comparacién de sus secuencias de aminoacidos.

La mas amplia de las 68 familias de proteasas humanas
es la denominada S1, que incluye a las serin-proteasas del
tipo de la tripsina y posee mas de 115 componentes. Otras
familias con muchos representantes son las USPs (ubiquitin-
specific proteases) y las ADAMs (a disintegrin and metallopro-
teinase) con 55 y 40 miembros, respectivamente. En el extre-
mo opuesto, hay algunas familias de proteasas como las de
la separasa o'la dipeptidilpeptidasa II, que sélo poseen un
representante en el degradoma humano.

En cualquier caso, debemos enfatizar que el nimero de
genes anotados dentro del degradoma humano no debe con-
siderarse definitivo, dado que nuevos enzimas con estructu-
ras y mecanismos cataliticos no caracterizados hasta el mo-
mento podrian llegar a describirse en el futuro. En efecto,
diversos trabajos recientes avalan esta posibilidad y han per-
mitido identificar alguna de estas proteasas atipicas ocul-
tas en nuestro genoma. Entre los ejemplos en este sentido,
derivados de la labor experimental de nuestro propio labora-
torio, podemos sefalar los recientes hallazgos de nuevas fa-
milias de proteasas humanas como las autofaginas —cistein-
proteasas implicadas en la muerte celular por autofagia [14,
15]— o las arqueometzinquinas, un grupo de metaloprotea-
sas relacionadas estructural y evolutivamente con enzimas
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de arqueobacterias [16]. También es resefniable la reciente
identificacién de diversas proteasas fungicas pertenecientes
a una nueva clase catalitica, las glutamil-proteasas [17], aun-
que hasta el momento no hemos encontrado ningtin indicio
de su presencia en el degradoma humano. Otro aspecto que
debe resaltarse es el hecho de que un ntimero significativo de
las nuevas proteasas humanas identificadas en el curso de
las exploraciones genémicas descritas son sélo el resultado
de predicciones bioinformaticas, pero todavia carecemos de
pruebas experimentales que corroboren esta posibilidad y
confirmen sus propiedades cataliticas.

La disponibilidad de la secuencia completa de los geno-
mas de organismos como el ratén, la rata y el chimpancé
[18-20], nos ha permitido adquirir informacién adicional
sobre el degradoma humano. En principio, la comparacién
del repertorio completo de los genes de proteasas presentes
en estos organismos puede proporcionar informacién im-
portante sobre aspectos evolutivos de los mamiferos. Ade-
mas, los estudios genémicos comparativos pueden conducir
a la identificaciéon de elementos reguladores responsables
del control de la expresién de estos genes. Finalmente, la
asignacién precisa de los ortélogos murinos de genes de
proteasas humanas puede facilitar la creacién de modelos
animales experimentales que permitan examinar la funcién
de dichas proteasas. Nuestros primeros estudios en este
sentido revelaron que, sorprendentemente, el degradoma de
ratones y ratas es mucho mas complejo que el humano (Fig.
6). Asi, los degradomas de estos mamiferos estdn compues-
tos por 641 y 626 genes, un nuamero significativamente
mayor que los 561 genes de proteasas anotados en el degra-
doma humano [13, 21].

El anilisis detallado de las diferencias entre el degrado-
ma humano y el de ratas y ratones ha mostrado que la
mayor complejidad de los degradomas de roedores deriva
fundamentalmente de la expansién de genes de proteasas
implicadas en estrategias de defensa inmunolégica o en
procesos reproductivos. Las expansiones mas significativas
se encuentran en familias de serin-proteasas como las cali-
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La colagenasa-1 esta duplicada en La MMP26 y la MMP23A son
rata y raton (McolA and McolB) especificas de humanos

Raton
Rata

Humano

Asp Cis Metalo Ser Tre

Ficura 6. Representacion en forma de codigo de barras de los degra-
domas de distintos mamiferos. La figura muestra el conjunto completo
de proteasas de cada especie, distribuidas en las cinco clases cataliticas.
Los genes que estan ausentes o no son funcionales en alguna de las especies
se indican mediante una barra negra. A modo ilustrativo, se destacan las
diferencias en genes de la familia MMP de metaloproteasas.

creinas, con 26 genes en ratén, 23 en rata y 15 en humanos,
o las proteasas de mastocitos con 28 genes en rata y 17 en
raton, pero sélo 4 en humanos. Otra diferencia de notable
interés es la observada en las catepsinas placentarias con 10
miembros en rata y 8 en raton, pero ausentes en el degra-
doma humano. Analogamente, en el genoma de roedores se
detectan al menos 9 metaloproteasas testiculares de la
subfamilia de las testasas, las cuales no estan presentes en
el degradoma humano. Estos hallazgos avalan la informa-
cion derivada de otros estudios evolutivos y confirman que
los cambios en los procesos reproductivos y en la respuesta
inmune han constituido fuerzas decisivas en la evolucion de
los mamiferos [22].

El hallazgo de la notable expansion de los sistemas pro-
teoliticos en roedores con respecto a los que poseen nues-
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tras células y tejidos nos llevé a plantear la hipétesis de que
los inhibidores end6genos de proteasas podrian haber expe-
rimentado procesos de expansién semejantes en el genoma
de ratones y ratas. En efecto, de acuerdo con nuestros resul-
tados [21], el genoma del ratén contiene al menos 199 genes
codificantes de inhibidores de proteasas, un namero similar
al anotado en el genoma de la rata (183 genes), pero sensi-
blemente superior al presente en nuestro genoma, en el que
s6lo pudimos identificar 156 genes correspondientes a di-
chos inhibidores. ‘

Curiosamente, un anélisis preciso de las expansiones
observadas en los genes de inhibidores de proteasas de roe-
dores, demostré la existencia de un evidente paralelismo
entre el incremento del namero de inhibidores pertenecien-
tes a familias como las cistatinas y las serpinas, y el de las
proteasas sobre las que actian dichos inhibidores [21].
Estos resultados apoyan la posibilidad de que la expansién
de los genes codificantes de inhibidores de proteasas en los
roedores ha surgido como una respuesta evolutiva para
intentar compensar el incremento del potencial proteolitico
celular en estos animales, incremento que deriva de la no-
table expansién de genes de proteasas acontecida en sus
respectivos genomas (Fig. 7).

Estos estudios genémicos comparativos también nos han
permitido examinar en detalle otros aspectos que pueden
contribuir a enriquecer nuestra vision, bajo un prisma pro-
teolitico, de la evolucién de los mamiferos [22]. Asi, y aun-
que la expansion de familias de genes de proteasas e inhi-
bidores ha desempefiado un papel esencial en la evolucién
de los sistemas proteoliticos en roedores, la evolucién de los
ort6logos humanos parece haber tomado otros caminos. En
efecto, diversos genes de proteasas implicadas en procesos
de digestién, reproduccién y respuesta inmune, que son
perfectamente funcionales en ratas y ratones, han adquirido
una serie de mutaciones inactivantes en el genoma humano
que han conducido a su conversiéon en seudogenes (Tabla
1). Entre este grupo de seudogenes humanos se encuentran
siete miembros de la familia ADAM de metaloproteasas,

27



i Humano| Rata
jumano 25 17p12
| 14q11 4 3
[Serpinb6
CMAY o
C186 o
Gz fa
e |a
[Serpinbée
[Serpinbge
[Serpinb1b
v
[Serpinb9b
- [Serpinbg
lserpivg1| v
; [Serpinb1
k,{b
i

Ficura 7. Coexpansion de genes de proteasas e inhibidores en el geno-
ma de ratas y ratones. La figura muestra la localizacion cromosomica de
diversos genes de serin-proteasas hematopoyéticas (izquierda) y de serpinas
(derecha), una [amilia de inhibidores de serin-proteasas. La orientacién vy el
orden de los distintos genes vy seudogenes se indican por cabezas de flecha
negras y rojas, respectivamente. Las lineas conectoras indican la ortologia.

incluyendo diversas fertilinas y testasas que desempenan
funciones reproductivas en roedores. Este activo proceso de
seudogenizacion también ha afectado a cinco componentes
de una subfamilia de serin-proteasas testiculares y a otros
tantos genes de proteasas implicadas en la digestion de
proteinas de la dieta en estos animales.

Probablemente, la seudogenizacion especifica de genes
de proteasas humanas podria derivar de la pérdida de fun-
cién de estas proteasas en procesos fisiologicos y la subsi-
guiente acumulacién de mutaciones en los genes correspon-
dientes. Sin embargo, no se puede descartar la situacion
contraria en la que mutaciones en estos genes podian haber
contribuido a provocar cambios en la fisiologia humana al
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interferir con procesos relacionados con la reproduccién, la
digestién o la defensa inmunolégica, que se mantienen ac-
tivos en otras especies de mamiferos.

TaBLa 1. Genes de proteasas inactivos en humanos y activos
en otras especies

Gen inactivo en humanos Estado en otras especies Funcién
ADAM-1, -3, -4, -4b, -5, -6, -25 Funcional en roedores Reproduccion
Caspasa-12 Funcional en chimpancé Respuesta inmune

y roedores
Quimosina Funcional en roedores Digestion
Serin-proteasa intestinal distal Funcional en roedores Digestién
Tripsina de vias respiratorias -2, -3 Funcional en roedores Respuesta inmune
Serin-proteasa de implantacién-2, -2L Funcional en roedores Reproduccién
Napsina B Funcional en chimpancé Respuesta inmune
Elastasa pancredtica Funcional en roedores Digestion
Serin-proteasa testicular Tesp-2, -3 Funcional en roedores Reproduccion
Serin-proteasa testicular Tessp-3,-4, -6 Funcional en roedores Reproduccion
Tripsina-10, -15 Funcional en chimpancé Digestién

y roedores

Maés recientemente, la disponibilidad de la secuencia del
genoma del chimpancé nos ha permitido ampliar nuestra
mirada hacia el universo proteolitico v aproximarla hacia
un nuevo reto: la comparacién del degradoma humano con
el del organismo mas préximo a nuestra especie en la escala
evolutiva [20]. Utilizando las estrategias de anélisis bioin-
formatico discutidas anteriormente hemos podido concluir
que, en términos globales, el degradoma del chimpancé es
virtualmente idéntico al humano y esta compuesto por 559
genes agrupados en 68 familias distintas. Sin embargo, un
analisis muy detallado de estos genes y sus correspondien-
tes ortélogos humanos nos ha permitido observar la exis-
tencia de algunas diferencias interesantes entre los degra-
domas de ambas especies [20, 23]. Por ejemplo, los genes
humanos EOS y GGTLA1 —codificantes de una serin-pro-
teasa de macréfagos y una glutamiltranspeptidasa, respec-
tivamente— no tienen equivalentes en el degradoma del
chimpancé. De manera analoga, el gen HPR —codificante
de una proteina relacionada con las serin-proteasas— se ha
inactivado especificamente en el genoma de este primate.
Por el contrario, los genes de chimpancé denominados
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NAP2, CASP12 y HPP —codificantes de una aspartil protea-
sa, una cistein-proteasa de la familia de las caspasas y una
proteina homoéloga a las serin-proteasas— se han inactiva-
do o estian ausentes en nuestro genoma. Finalmente, el
gen MMP23 codificante de una metaloproteasa de matriz
extracelular identificada y caracterizada en nuestro labora-
torio [24], se ha duplicado especificamente en el genoma
humano.

Ademas de estas diferencias en términos de genes adqui-
ridos o perdidos durante el relativamente breve periodo de
tiempo (5-7 millones de afios) transcurrido desde que co-
‘menzo6 nuestra divergencia del ancestro comin que com-
partimos con el chimpancé, el analisis comparativo de nues-
tros respectivos degradomas ha revelado algunas variaciones
adicionales [23]. Asi, de acuerdo con nuestros resultados,
hay al menos 26 proteasas de chimpancé que contienen
inserciones o deleciones de uno o varios residuos respecto
a sus ortélogas humanas. En muchos de estos casos, los
cambios afectan a unos pocos residuos y estan situados en
regiones repetidas que pueden ser inestables o polimérficas,
lo cual contribuiria a explicar las diferencias observadas
con las secuencias humanas de referencia. Sin embargo,
hay al menos dos genes de proteasas (ADAMTS-20 y MMP-
9) en los que las deleciones en la secuencia de chimpancé
son de mayor alcance. En el primero de ellos, la delecién de
dos exones completos conduce a la generacién de una pro-
tefna truncada que carece de dos de los dominios trombos-
pondina C-terminales presentes en la ADAMTS-20 humana
y en otras especies [25]. En el caso del gen MMP-9, la de-
lecién elimina una porcién significativa de la regién bisagra
que conecta el dominio catalitico de esta metaloproteasa
con el dominio hemopexina implicado en el establecimiento
de interacciones con sus sustratos e inhibidores [26]. Por el
momento, desconocemos la relevancia funcional de estas
diferencias pero, en cualquier caso, son ejemplos que ilus-
tran la idea de que mas alla de las duplicaciones, reorgani-
zaciones e inactivaciones génicas descritas anteriormente,
otros mecanismos como pequeias inserciones y deleciones
en genes de proteasas también pueden haber desempenado
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un papel importante en la generacién de diversidad entre
ambas especies.

En este sentido, es igualmente de interés el hallazgo de
algunas diferencias significativas en los genes codificantes
de proteasas directamente responsables de diversas enfer-
medades hereditarias. Asi, el andlisis detallado de los 69
genes de proteasas descritos hasta el momento dentro de
esta categoria (Www.uniovi.es/degradome), ha mostrado que
todos ellos estan presentes en el genoma del chimpancé.
Sin embargo, en uno de estos genes —denominado PRSS1
y codificante del tripsinégeno catiénico— la forma mutada
en humanos corresponde a la forma normal en el chim-
pancé. Asi, se ha descrito recientemente que individuos
portadores de la mutacién N29T en PRSS1 desarrollan una
forma de pancreatitis hereditaria causada por la activacién
inapropiada del citado tripsinégeno [27]. Curiosamente, en
todos los casos analizados, el tripsinégeno del chimpancé
porta un residuo de treonina en la posiciéon 29, sin que
ello provoque ningin sintoma de pancreatitis en estos
animales. Este notable ejemplo de las denominadas «ano-
malias de Dobzhansky» constituye una prueba adicional de
la utilidad de los anaélisis genémicos comparativos para
identificar diferencias en genes asociados con enfermeda-
des humanas e iluminar nuevos aspectos mecanisticos
subyacentes a su desarrollo. En efecto, estudios recientes
de nuestro laboratorio sugieren que diversos cambios en el
promotor del gen del tripsinégeno del chimpancé, provo-
can alteraciones en su expresién con respecto a la de su
ortélogo humano, compensando de esta forma las aparen-
tes diferencias en la actividad enzimatica de esta proteasa
en ambas especies.

Estas observaciones derivadas del analisis del promotor
del gen del tripsinégeno, nos obligan a reconocer que la
mera comparacién de la regién codificante de los genes de
proteasas humanas y los de una especie tan préxima como
el chimpancé, no es suficiente para extraer claves distinti-
vas relevantes acerca de la naturaleza humana. Asi, peque-
fios cambios en las secuencias reguladoras de los genes
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pueden ser determinantes en la evolucion de las formas,
funciones y capacidades caracteristicas de nuestra especie.
Por ello, deberemos ampliar nuestra mirada y extender es-
tos estudios hacia el andlisis detallado de los mecanismos
que regulan la expresion de genes cuyas secuencias codifi-
cantes son practicamente idénticas en humanos y chimpan-
cés. El hipotético hallazgo de diferencias significativas en
estos mecanismos, permitira dotar de contenido experimen-
tal a la idea emergente sobre el valor de la regulacién dife-
rencial de la expresion de la informacién genética, como
estrategia molecular decisiva en la evolucién. No obstante,
para progresar en estas aproximaciones, todavia deberemos
conocer las secuencias de los genomas de otras especies,
incluyendo los de diversos primates, y explorar los cédigos
epigenéticos que contribuyen a definir la l6gica molecular
de la regulacién de la expresién génica.

En resumen, y mas alld de las limitaciones resefiadas,
podemos concluir que la comparacién de genomas desde
una perspectiva proteolitica nos ha ofrecido una excelente
oportunidad para identificar los cambios genéticos respon-
sables de alguna de las diferencias que nos separan de otras
especies. Ademas, el elevado ntimero de genes de proteasas,
su notable diversidad y dinamismo evolutivo, y el conoci-
miento acumulado acerca de sus estructuras y funciones,
abren la posibilidad de utilizar la informacién generada
sobre los distintos degradomas, en futuros estudios acerca
de la evolucién humana y de otros organismos.

PROTEASAS: EN LA SALUD Y EN LA ENFERMEDAD

La disponibilidad del catalogo detallado de proteasas
codificadas en el genoma humano puede proporcionar una
valiosa informacion para intentar definir su posible relevan-
cia patolégica e identificar aquéllas de especial interés como
dianas de intervencién terapéutica. Las anomalias en el
funcionamiento de los sistemas proteoliticos conducen a
una notable variedad de patologias humanas que podemos
clasificar en dos grandes categorias: afecciones directamen-
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te causadas por alteraciones en genes de proteasas y pato-
logias derivadas de anomalias en otros componentes de los
sistemas proteoliticos. A su vez, dentro del primer grupo
podemos distinguir entre enfermedades hereditarias provo-
cadas por mutaciones en genes de proteasas y enfermeda-
des causadas por alteraciones en los patrones cuantitativos
y espacio-temporales de expresién de dichos genes.

De acuerdo con nuestros datos mas recientes, hasta el
momento se han descrito 69 enfermedades humanas causa-
das por mutaciones en genes de proteasas (Www.uniovi.es/
degradome). La mayor parte de dichas mutaciones se trans-
miten siguiendo un patrén de herencia autosémica recesiva
y conducen a una pérdida de funcién de los correspondien-
tes enzimas. Sin embargo, hay algunos casos muy intere-
santes de enfermedades genéticas de proteolisis con un
patrén de herencia autosémica dominante. Entre ellas po-
demos citar la cilindromatosis familiar provocada por muta-
ciones en el gen de la cistein-proteasa CYLD [28], o el sin-
drome linfoproliferativo autoinmune originado por
mutaciones en el gen de la caspasa-10 [29]. Asimismo, hay
situaciones en las que las mutaciones en los genes de pro-
teasas conducen a una ganancia de funcién, como en la
enfermedad de Alzheimer familiar provocada por alteracio-
nes en las presenilinas [30], o en la condrodisplasia heredi-
taria causada por mutaciones en el gen de la colagenasa-3
[31]. Este dltimo enzima posee ademadas una especial rele-
vancia en una serie de patologias humanas que pueden
encuadrarse en la segunda categoria de enfermedades de
proteolisis, las ocasionadas por alteraciones en los patrones
de expresion de proteasas en tejidos humanos.

Esta segunda clase de enfermedades relacionadas con
cambios de expresién génica en los sistemas proteoliticos es
sin duda la mas amplia, hasta el punto de que hoy resulta
dificil encontrar un proceso patolégico humano en el que
no haya una o varias proteasas desarrollando una actividad
proteolitica excesiva, o en una localizacién inadecuada, o
en un momento inoportuno. En efecto, las alteraciones en
los patrones espacio-temporales de expresién de las protea-
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sas son un acontecimiento habitual en enfermedades tan
importantes como las cardiovasculares, las neurodegenera-
tivas, las inflamatorias o el cancer. El analisis de los meca-
nismos subyacentes a las anomalias observadas en la expre-
sién patolégica de proteasas no permite hablar de una
estrategia universal en este sentido. Asi, son muchas las
sefiales moleculares —incluyendo hormonas, citoquinas y
factores de crecimiento— potencialmente responsables de
generar los profundos cambios detectados en los patrones
de expresién de proteasas, durante el desarrollo de las cita-
das enfermedades.

Ademas de estos cambios patolégicos en la estructura o
expresion de las proteasas humanas, las enfermedades de
proteolisis también pueden derivar de alteraciones en otros
componentes de los sistemas proteoliticos distintos de las
propias proteasas, incluyendo sus inhibidores endégenos,
sus sustratos, sus factores reguladores o sus transportado-
res intra- o extracelulares. Entre los ejemplos ilustrativos
del primero de estos casos podemos mencionar las serpino-
patias, generadas por mutaciones en inhibidores de serin-
proteasas como la a,-antitripsina, cuya deficiencia causa una
enfermedad pulmonar de gran incidencia en la poblacién
caucasica [32]. Respecto a las mutaciones en los sustratos
de proteasas que impiden su correcto procesamiento pro-
teolitico, podemos citar los casos de enfermedad de Alzhei-
mer familiar originados por mutaciones en el gen APP, que
provocan la acumulacién del péptido B-amiloide en el cere-
bro de los pacientes afectados por esta enfermedad [33].

Otro ejemplo muy interesante en este sentido, y amplia-
mente estudiado en nuestro laboratorio en los dltimos afios,
es el de los sindromes de envejecimiento acelerado, inclu-
yendo la enfermedad de Hutchinson-Gilford, provocados por
mutaciones en el gen de la prelamina A [34, 35]. Estas
mutaciones impiden el correcto procesamiento proteolitico
de esta proteina, mediado por la metaloproteasa FACE-1/
Zmpste24, y conducen a la acumulacién de una proteina
anémala —denominada progerina— en la membrana nu-
clear y posteriormente, a las profundas alteraciones celula-
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res que subyacen al desarrollo de estos devastadores sindro-
mes progeroides.

Entre las enfermedades provocadas por mutaciones en
factores reguladores de proteasas podemos mencionar la
hemotfilia A, causada por cambios en el factor VIII de la
coagulacién que provocan una disminucién en la actividad
del factor IX, una serin-proteasa que requiere del factor
VIII para el desarrollo correcto de su actividad proteolitica
[36]. Otro ejemplo en este sentido, estudiado también en
nuestro laboratorio, es el de las mutaciones en el factor de
transcripcién Cbfal, que provocan graves enfermedades
Oseas derivadas de la pérdida de la actividad reguladora de
esta proteina sobre genes diana como el de la colagenasa-3
[37]. Finalmente, dentro del grupo de patologias humanas
provocadas por anomalias en los sistemas de transporte de
proteasas, podemos citar la enfermedad hematolégica pro-
vocada por mutaciones en el gen ERGIC53, que codifica
una proteina implicada en el transporte intracelular de pro-
teasas lisosomales como la catepsina Z [38].

En resumen, los ejemplos escogidos pretenden ilustrar la
complejidad de las enfermedades de proteolisis, compleji-
dad que surge fundamentalmente del elevado numero de
proteasas que pueden ser dianas moleculares de estas alte-
raciones y de la variabilidad de los mecanismos bioquimi-
cos que subyacen a dichas anomalias. En cualquier caso, es
en el cancer donde podemos percibir con mayor amplitud
la relevancia y diversidad de funciones que desempeian los
enzimas proteoliticos en la patologia humana.

PROTEASAS Y CANCER

Hace casi 2.500 afios, Hipdcrates, uno de los primeros
observadores curiosos de los procesos tumorales, adscribié
la capacidad invasiva y destructora de los tumores a un
desajuste entre los cuatro humores que compondrian el
cuerpo humano. Siguiendo su razonamiento, este desajuste
conduciria a un exceso local de uno de ellos denominado
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bilis negra (Fig. 8). Aflos mas tarde, Galeno extendié esta
teoria y propuso que la bilis negra se concentraba en las
regiones de invasion tumoral. Unos cuantos siglos después,
cuando los bioquimicos comenzaron a determinar la com-
posicion molecular de esa bilis negra descrita por Hipocra-
tes v Galeno, se obtuvieron los primeros indicios de que
dicho humor maligno estaria constituido mayoritariamente
por proteasas. Hace aproximadamente 15 anos, cuando
nuestro laboratorio inicié la exploracion del universo pro-
teolitico humano cuya crénica se describe en estas paginas,
la hipétesis que impulsé nuestro trabajo en este campo no
fue muy distinta a la formulada por estos pioneros de la
Medicina: las proteasas, tras acumularse en las zonas de
invasividad tumoral y mediante su notable capacidad de
destruccion tisular, podrian desempenar un papel funda-
mental en la progresion del cancer.

s nect®
70 onv"?

Ficura 8. De Hipocrates y Galeno a la Biologia Molecular del cancer.
La figura representa la evolucion en los conceptos derivados del estudio de
los tumores malignos.

El cancer es una enfermedad cuya capacidad para hacer-
nos sentir vulnerables parece aumentar cada dia. Sin em-
bargo, no estamos ante una patologia reciente, basta recor-
dar su origen para convencernos de ello. En efecto, tras la
formacién de las primeras células hace mas de tres mil
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millones de anos, la vida en nuestro planeta transcurrié en
un ambito exclusivamente unicelular basado en estrategias
eficaces de autoperpetuacion cléonica de dichas células pri-
mitivas. Milenio tras milenio, la vida unicelular dominé la
Tierra hasta que hace unos 800 milllones de afios, una de
estas células primigenias compartié con éxito su vida con
otras semejantes, iniciando el proceso que las condujo a
construir organismos multicelulares. Fue también en ese
momento cuando comenzaron a gestarse las primeras vias
que mas tarde conducirian al cancer. La adquisicién de la
pluricelularidad fue un indudable logro evolutivo al que
debemos nuestra propia vida, pues engendré valiosas estra-
tegias de reproduccién, supervivencia, organizacién y co-
municacién, que acabaron con millones de afios de existen-
cia exclusiva de organismos unicelulares.

Sin embargo, el proceso de generacién de seres plurice-
lulares dejé necesariamente algunas deficiencias molecula-
res que nos proporcionaron ventajas evolutivas, pero que
simultdneamente nos abocaron a la posibilidad de desarro-
llar procesos tumorales. El cancer surge cuando una sola de
los billones de células que construyen nuestro cuerpo se
transforma, pierde su sentido altruista y se multiplica sin
control hasta llegar a destruir al organismo al que hasta
entonces contribuy6 a modelar. El cancer representa, por
tanto, el retorno al caos biolégico del que surgimos, la pér-
dida de esa armonia bioquimica que hace posible cada ins-
tante que nos regala la vida, y en definitiva, es el precio que
debemos pagar por nuestra naturaleza de seres pluricelular-
mente complejos.

Entre las deficiencias mecanisticas intrinsecas a nuestra
propia naturaleza pluricelular podemos sefialar en primer
lugar la falta de fidelidad en los mecanismos de replicacién
y reparaciéon del ADN. Esta capacidad de cometer errores
durante la copia de nuestro material genético, aun siendo
practicamente irrelevante en términos cuantitativos, ha sido
un motor decisivo en la evolucién de las especies y ha pro-
porcionado la base para la adquisicién de la variabilidad
individual en cada una de ellas. Sin embargo, esta pequeria
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frecuencia de error también conlleva la posibilidad de que
alguna de nuestras células pueda llegar a adquirir las mu-
taciones que acompafian al proceso de transformacién
maligna. Asi, una situacién evolutivamente ventajosa nos
coloca en una ruta general de predisposicién al cancer. La
vida pluricelular también implicé la necesidad de adquirir
una compleja red de mecanismos de comunicacién y sefia-
lizacién inter- e intracelulares. Cada célula se encuentra en
contacto con otras células semejantes o distintas, con las
que se debe comunicar mediante una red de sefiales quimi-
cas y fisicas cuya complejidad sélo ahora empieza a vislum-
brarse. Tal complejidad nos sitia ante la posibilidad cons-
tante de sufrir alteraciones en alguna de las citadas vias vy,
no en vano, muchos procesos tumorales van acompanados
de una pérdida de control en los sistemas de sefializacién y
comunicacidén celulares. Finalmente, el mantenimiento en
nuestros 6rganos y tejidos de un cierto nimero de células
—incluyendo las células troncales adultas— con gran poten-
cial proliferativo o invasivo, representa otro grave riesgo de
la pluricelularidad. Estas células son necesarias para afron-
tar procesos fisioldgicos de tanta trascendencia como el
propio desarrollo embrionario, y participan en procesos
esenciales para el mantenimiento y defensa del organismo
como la respuesta inflamatoria o la cicatrizacién de heri-
das. La pérdida de los controles que mantienen la funcién
de estas células en unos limites apropiados, conlleva la
adquisicién de las propiedades mitogénicas e invasivas con-
sustanciales a las células transformadas que conforman los
tumores malignos.

Afortunadamente, nuestro progreso evolutivo también
nos ha proporcionado una serie de mecanismos biolégicos
para tratar de minimizar el potencial tumoral derivado de
estas deficiencias surgidas de la pluricelularidad. Entre ellos
podemos citar la capacidad replicativa finita de las células,
la cuantiosa inversién en sistemas de reparacién del dafio
genético, los programas de apoptosis o la eficacia de nues-
tro sistema inmune antitumoral. Pese a ello, es una realidad
el hecho de que los organismos pluricelulares desarrollan
tumores malignos, y en el caso de nuestra especie, con una
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frecuencia que ha venido aumentando en las dGltimas déca-
das. ¢Por qué sucede esto? Muy probablemente porque
hemos ido adquiriendo una gran capacidad de interferir
con nuestra propia naturaleza biolégica a través de cambios
en la dieta, exposicién a agentes cancerigenos, o simple-
mente, por un incremento notable en la esperanza de vida
en buena parte de las sociedades actuales [39].

En suma, el cancer es un proceso muy antiguo que surge
como consecuencia inevitable de nuestra propia evolucion.
Aunque sélo podemos aventurar los mecanismos molecula-
res que generaron los primeros tumores, parece claro que el
cancer nos ha acompanado desde el principio de nuestra
historia como especie. Mas aun, los paleopatélogos han
encontrado indicios de tumores 6seos malignos en vérte-
bras de dinosaurios del periodo Mesozoico, avalando la idea
de la antigiiedad de los procesos tumorales [40]. También
desde el principio, la busqueda de soluciones frente al pro-
blema del cdncer ha sido amplia y diversa. Asi, la cirugia,
y después la quimioterapia y la radioterapia, aportaron res-
puestas precisas y evitaron que las palabras cancer y muerte
fuesen términos inseparables dentro de la misma ecuacion,
de forma que hoy muchos tumores malignos pueden curar-
se. Sin embargo, todos tenemos la triste certeza de que la
curacién de otros tumores nos obliga necesariamente a la
exploracién de soluciones adicionales.

Hace poco mas de tres décadas, destacados cientificos
intuyeron que la Biologia Molecular también podia aportar
nuevas respuestas al problema del cdancer [41]. En efecto,
los avances en esta disciplina han contribuido a desvelar
secretos importantes de los procesos tumorales y nos han
mostrado que, esencialmente, el cancer es el resultado de la
acumulacién de dano genético o epigenético en oncogenes,
genes supresores tumorales y genes de mantenimiento de la
integridad del ADN. También hemos aprendido que este
dano se hereda de nuestros progenitores en un pequefio
porcentaje de casos, pero que en la mayoria de las ocasio-
nes se adquiere a lo largo de la vida por agresiones externas
como las radiaciones solares, el tabaco, algunos virus, o
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simplemente por azar. Ademas, varias décadas de investiga-
cién molecular en Biologia tumoral nos han ensefiado que,
tras la impresionante variabilidad clinica y biolégica de los
tumores malignos, hay una serie de caracteristicas bioqui-
micas adquiridas por las células transformadas y comparti-
das por la mayoria de los tumores [41]. Entre ellas podemos
citar la adquisicién de mecanismos auténomos de prolifera-
cién, la insensibilidad a las sefiales de inhibicién del creci-
miento celular, la generacién de estrategias de resistencia a
la apoptosis, la superacién de la barrera de la mortalidad
por reactivacién de enzimas como la telomerasa, o el desa-
rrollo de programas de angiogénesis que aporten el oxigeno
y los nutrientes requeridos para la progresién tumoral.

Sin embargo, pese a los innegables avances en la lucha
contra el cancer, nuestro conocimiento es todavia muy limi-
tado en todo lo referente a la tltima de las caracteristicas
comunes a los tumores malignos: su capacidad de generar
metdastasis. En efecto, una vez que las células tumorales
alcanzan el torrente sanguineo y se extienden por el cuerpo,
la progresién tumoral se torna practicamente irreversible
(Fig. 9). Por ello, uno de los objetivos prioritarios en la
investigacién actual sobre el cancer es la elucidacién de los
mecanismos moleculares que conducen al desarrollo de
metastasis, la manifestacién mas extrema del caos biolégico
subyacente a la transformacién maligna [42].

El proceso de formacién de metastasis es el resultado de
una compleja cascada de acontecimientos entre los que se
incluyen la interaccién de las células tumorales con compo-
nentes especificos de la matriz extracelular, la destruccién
local de esa matriz y, finalmente, la migracién activa de
dichas células a sitios distantes. Los detalles precisos de los
mecanismos subyacentes a cada una de estas tres fases del
proceso metastasico no se conocen todavia. Sin embargo,
multiples estudios han permitido progresar notablemente
en el conocimiento de la segunda de estas etapas, consisten-
te en la degradacién de la matriz extracelular adyacente a
las células tumorales, para posibilitar su posterior migra-
cién y diseminacioén [43]. De acuerdo con nuestras hipétesis

40



Metastasis

Ficura 9. Invasiéon tumoral y metastasis. Las células tumorales abando-
nan el tumor primario y atraviesan la matriz extracelular, alcanzando el
torrente sanguineo y generando metdstasis en lugares distantes del organis-
mo (imagen modificada de Research Products Catalog, CN Biosciences, USA).

y las de otros autores, seria precisamente en este proceso
destructivo en el que se encuadraria fundamentalmente la
accion de las proteasas, que de esta forma desempenarian
un papel decisivo en el aspecto mas letal del cancer: la for-
macion de mestastasis.

Basandonos en estas ideas, en nuestro laboratorio de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Oviedo, inicia-
mos en 1992 un trabajo sistematico dirigido a la biasqueda
de nuevas proteasas humanas asociadas a procesos tumora-
les y al estudio de sus posibles funciones en la progresion
del cancer. La labor experimental realizada en torno a este
problema, aplicando diversas estrategias que han ido evolu-
cionando paralelamente al progreso técnico de la Biologia
Molecular, nos ha permitido la identificacién y caracteriza-
cion estructural y funcional de mas de 60 nuevas proteasas
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humanas, aisladas en su mayor parte por su sobreexpresiéon
en distintos tumores, o dada su participacién en procesos
de remodelacién tisular que guardan un cierto paralelismo
con los procesos tumorales [9, 14, 24, 25, 44-65]. Entre estas
nuevas proteasas humanas se inchiyen cistein-proteasas
como la bleomicin-hidrolasa, las autofaginas, las catepsinas
O, L2, F y Z, y numerosas USPs (USP-23 a USP-45); serin-
proteasas como la matriptasa-2 y las poliserasas; y metalo-
proteasas como las denominadas colagenasa-3, MT4-MMP,
MT5-MMP, MT6-MMP, MMP-19, enamelisina, MMP-23,
matrilisina-2, FACE-1, FACE-2, ADAM-23, ADAMTSs (ADA-
MTS-12 a ADAMTS-20), aminopeptidasa O, ovastacina, o la
nueva familia de las arqueometzinquinas. Paralelamente,
hemos tratado de identificar nuevos inhibidores endégenos
de proteasas que pudieran bloquear la actividad de las pro-
teasas asociadas a tumores, con el hallazgo del TIMP-3 (tis-
sue inhibitor of metalloproteinases-3) y la cistatina D, los
cuales son inhibidores especificos de metaloproteasas y cis-
tein-proteasas [66, 67].

Tras la identificacién de estas nuevas proteinas huma-
nas, nuestro trabajo ha estado centrado en una amplia ca-
racterizacién bioquimica y funcional de las mismas, que
pueda servir como base para definir sus posibles implica-
ciones en la progresion del cancer. Asimismo, hemos reali-
zado estudios dirigidos a analizar los mecanismos que regu-
lan su expresién en condiciones normales y patolégicas
[68-84]. El estudio de estos mecanismos reguladores nos ha
proporcionado algunas claves acerca de la etiopatogenia de
las enfermedades neoplésicas y de otros procesos —como la
artritis y diversas patologias inflamatorias— en los que tam-
bién se sobreexpresan estos enzimas [85-89].

Entre las nuevas proteasas humanas descubiertas en
nuestro laboratorio debe destacarse especialmente el hallaz-
go de la colagenasa-3, que se ha convertido en una diana
preferente de intervencién terapéutica, no sélo en procesos
tumorales, sino también en enfermedades 6seas y artriticas
[90-93]. En efecto, la sobreexpresién dirigida de esta pro-
teasa en diversos tejidos de animales transgénicos es sufi-
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ciente para acelerar la progresién tumoral o para favorecer
el inicio y el desarrollo de diversos procesos artriticos, esta-
bleciendo asi la relacion causal necesaria para definir la
relevancia de una determinada proteina como diana tera-
péutica [94, 95].

Estos estudios basicos han servido como punto de par-
tida para el desarrollo de nuevas lineas de investigacion por
parte de otros grupos y compaiias farmacéuticas interesa-
das en disenar inhibidores capaces de bloquear la accion
proteolitica de estos enzimas, y muy especialmente, la que
lleva a cabo la colagenasa-3 frente a un gran nimero de
sustratos incluyendo colagenos fibrilares y diversas protei-
nas de la matriz extracelular [96-98]. Alguno de los inhibi-
dores sintéticos frente a esta metaloproteinasa se han intro-
ducido ya en ensayos clinicos y tal vez en el futuro puedan
llegar a formar parte de nuevas estrategias de terapia com-
binada para el tratamiento de enfermedades como el cancer
o la artritis (Fig. 10).

Fig. 10. Estructura de la colagenasa-3 humana. La molécula lleva unido un
inhibidor sintético denominado RS 130830, que es especifico [rente a dicha
proteasa.
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Por otra parte, debemos resefiar que aunque la relevan-
cia patolégica de los genes de proteasas e inhibidores clo-
nados en nuestro laboratorio deriva en gran medida de las
notables alteraciones en sus patrones cuantitativos y espa-
cio-temporales de expresién durante el desarrollo del can-
cer, deficiencias en alguno de estos nuevos genes causan
distintas patologias hereditarias humanas. Asi, mutaciones
en los genes de colagenasa-3, FACE-1, ADAMTS-13 y TIMP-
3, provocan enfermedades como la condrodisplasia-SEMD,
la dermopatia restrictiva y otros sindromes progeroides, la
purpura trombética trombocitopénica y la distrofia de
Sorsby [31, 99-103].

Ademas, los estudios bioquimicos llevados a cabo con
las diversas proteasas identificadas por nuestro grupo de
investigacién, han demostrado que algunas de ellas tienen
funciones que van mas alld de su participacién en la des-
truccién de tejidos. Por ejemplo, la bleomicin-hidrolasa
provoca fenémenos de resistencia a la quimioterapia, al
destruir farmacos como la bleomicina utilizados en el tra-
tamiento del cancer [47]. Otras proteasas como la denomi-
nada FACE-2 (farnesylated-proteins converting enzyme-2)
activan oncoproteinas que estimulan la proliferacién incon-
trolada de las células tumorales [56], mientras que las deno-
minadas MT5-MMP y MT6-MMP, activan en la superficie
de las células a otras proteasas para que sean éstas quienes
participen en el desarrollo del proceso tumoral [52, 55].

Entre todas estas nuevas proteinas identificadas en nues-
tro laboratorio, tal vez la que ha alcanzado mayor relevan-
cia es la anteriormente citada colagenasa-3, que posee un
gran potencial proteolitico y es capaz de degradar multiples
proteinas, convirtiéndose en un notable instrumento des-
tructor asociado a la progresién de muchos tumores [90,
104]. Esta proteina es producida por carcinomas de laringe,
de piel, del aparato digestivo y del tracto genital femenino,
asi como por condrosarcomas y carcinomas de mama, en
los cuales descubrimos esta proteasa y donde acontece un
fen6meno de notable trascendencia conceptual. En efecto,
la colagenasa-3 no se produce en las propias células tumo-
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rales, sino en las células normales inmediatamente adya-
centes al tumor. De este modo, las células tumorales envian
sefiales moleculares a las células normales, que las conmi-
nan a producir una proteina que va a ser causa de su propia
destruccioén, facilitando el avance de las células tumorales
[71, 105]. Este ejemplo ilustra la complejidad del proceso
carcinogénico y muestra una de las mdultiples estrategias
que los tumores malignos utilizan para conseguir desarro-
llar sus programas de destruccién tisular.

Por ultimo, debemos sefialar que los primeros estudios
clinicos realizados con proteasas como la colagenasa-3 han
demostrado que su presencia se asocia a lesiones invasivas
y de mal prondéstico, por lo que su deteccién puede ayudar
a predecir la evolucién tumoral e instaurar estrategias tera-
péuticas mas adecuadas [90]. Sin embargo, estas observa-
ciones correlativas no son suficientes para adscribir un
papel central a una proteasa en el conjunto de los mecanis-
mos de progresiéon tumoral. Se impone, por tanto, la nece-
sidad de recorrer el camino que separa una correlacién de
una relacién causal, y para ello contamos con un vehiculo
fundamental: los modelos animales creados por manipula-
cion genética.

DE RATONES Y HOMBRES

Los modelos animales complementan, de forma decisiva
y por ahora insustituible, las aproximaciones descriptivas
en la investigacién biomédica. Mas alla de la relevancia de
los estudios genémicos comparativos discutidos anterior-
mente, varias especies animales han prestado servicios de
valor incalculable a la biomedicina: la mosca de la fruta,
Drosophila melanogaster, herramienta esencial de los gene-
tistas del desarrollo; el minimalista nematodo Caenorhabdi-
tis elegans; la rata, animal predilecto de los fisiélogos; el
pequefio pez cebra, Danio rerio; pollos, cobayas, conejos,
perros, monos, y por supuesto el ratén, Mus musculus. En
los ultimos afios, dos tipos de modelos animales derivados
de la manipulacién genética de ratones, los denominados
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ratones transgénicos y ratones knockout, nos han propor-
cionado una nueva via de aproximacién al conocimiento de
las bases moleculares subyacentes al desarrollo de multiples
enfermedades humanas, incluyendo el cdncer.

El primer mamifero manipulado genéticamente que
mostré una alteracién fenotipica evidente fue un ratén crea-
do en 1982, en cuyo genoma se habia introducido el gen
de la hormona de crecimiento de rata y que, como conse-
cuencia de la superproduccién de dicha hormona, alcan-
zaba un peso varias veces superior al normal [106]. Desde
esa fecha, se han generado centenares de estirpes de rato-
nes que expresan versiones normales o mutadas de genes
humanos o animales. El método mas comunmente utiliza-
do con este fin es la micro-inyeccién pronuclear. El gen
que se pretende afiadir a la dotacién genética del organis-
mo receptor se introduce en un plasmido tras un promotor
que dirija su expresiéon a los tejidos de interés. El ADN
del plasmido resultante se microinyecta en el prontcleo
masculino de évulos recién fecundados, que a continuacién
son implantados en los oviductos de hembras seudopreiia-
das. El ADN microinyectado se integrara al azar en el geno-
ma y se transmitird a la descendencia del animal desarro-
llado a partir del 6vulo en el que se ha incorporado dicho
ADN [107]. ’

Por otra parte, la eliminacién dirigida de un gen concre-
to constituye una de las aproximaciones mas informativas
para esclarecer su funcién biolégica [108, 109]. La herra-
mienta esencial para la aplicacién de esta técnica deriva del
empleo de las células embrionarias troncales (células ES),
aisladas a partir de embriones murinos en las etapas inicia-
les de su desarrollo. Las células ES pueden ser manipu-
ladas genéticamente in vitro con relativa facilidad, por lo
que el primer paso del proceso de generacién de un ratén
knockout consiste en la eliminacién de una de las dos co-
pias de dicho gen en las células ES. Para ello, se elabora un
vector director que contiene secuencias de ADN idénticas a
las del gen que se desea eliminar, pero con una parte esen-
cial reemplazada por un marcador de seleccién, general-
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mente un gen de resistencia a un antibiético. Cuando este
vector es introducido en las células ES, en algunas de ellas
se produce la recombinacién homéloga dando lugar al re-
emplazamiento de una porcién del gen diana por el marca-
dor de seleccién. Las células en las que haya acontecido
este fendmeno generaran clones que podran ser selecciona-
dos en presencia del antibiético correspondiente, cultivados
in vitro y utilizados para microinyectar blastocistos y obte-
ner los esperados ratones quiméricos. Si las células microin-
yectadas se incorporan a la linea germinal, la mitad de los
descendientes del animal quimérico heredaran un cromo-
soma con el gen alterado. Posteriormente, mediante cru-
zamientos de estos animales heterocigotos sera posible ob-

tener animales homocigotos, con las dos copias mutadas
[108, 109].

Siguiendo estas aproximaciones, sin duda complejas pero
también extraordinariamente informativas, numerosos la-
boratorios han desarrollado una serie de modelos animales
para el estudio funcional de proteasas en condiciones nor-
males y patoldgicas, incluyendo el cancer. Estos modelos
pueden clasificarse en dos tipos: ratones transgénicos que
sobreexpresan proteasas humanas en tejidos concretos, y
ratones knockout deficientes en una cierta proteasa de po-
tencial relevancia en el cancer. Con el primer tipo de mode-
los murinos, se pretende examinar la hipétesis de que la
sobreexpresién de una determinada proteasa puede ser su-
ficiente para facilitar la progresién tumoral. En nuestro
laboratorio, hemos generado algunas estirpes de animales
transgénicos que nos han permitido corroborar estas hipé-
tesis. Asi, la sobreexpresién de colagenasa-3 humana en la
glandula mamaria de ratones transgénicos favorece de
manera abrumadora el crecimiento de tumores inducidos
en dichos ratones mediante carcinégenos quimicos [94].
Estos resultados, junto con los obtenidos en experimentos
andlogos realizados con otras proteasas por diversos gru-
pos, representan un avance importante en el conocimiento
de los mecanismos moleculares asociados al desarrollo de
los procesos tumorales, pero ademas proporcionan un mo-
delo vélido para el ensayo de fairmacos capaces de bloquear
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la actividad de dichas proteasas, farmacos que puedan ser
trasladados posteriormente a la practica clinica [26].

Por otra parte, los experimentos basados en la genera-
cién de modelos murinos deficientes en proteasas especifi-
cas pretenden afrontar el problema desde una perspectiva
opuesta y examinar la hipétesis de que la ausencia de una
determinada proteasa puede ser suficiente para dificultar la
progresion del cancer. Hasta el momento, los resultados de
los trabajos llevados a cabo en este sentido por distintos
grupos han permitido concluir que ratones deficientes en
proteasas como la estromalisina-1, la gelatinasa A o la MMP-
19 muestran una menor susceptibilidad al desarrollo o pro-
gresién tumorales [110-112]. Sin embargo, en algunas oca-
siones, la deficiencia en una tnica proteasa puede llegar a
generar anomalias importantes que impiden la realizacién
de experimentos de susceptibilidad al cancer. Este es el caso
de los ratones deficientes en la metaloproteasa FACE-1/
Zmpste24, creados recientemente en nuestro laboratorio
[113]. Nuestro interés en esta proteasa surgioé tras una serie
de estudios preliminares que sugerian su implicacién en la
activacion de oncoproteinas de la familia Ras. Para nuestra
sorpresa, observamos que la inactivacién del gen de esta
proteasa provocaba un notable retraso en el crecimiento de
los ratones mutantes, seguido de un llamativo envejecimien-
to acelerado que, finalmente, conducia a la muerte prema-
tura de dichos ratones. El analisis histopatolégico de los
animales mutantes revelé numerosas alteraciones incluyen-
do distrofia muscular, lipodistrofia y cardiomiopatia dilata-
da. Estas anomalias son semejantes a las padecidas por los
ratones deficientes en el gen LMNA —que codifica las lami-
nas nucleares A y C—, y a las que sufren los pacientes con
laminopatias [114, 115]. Ello nos llevé a postular que los
ratones carentes de FACE-1 podian ser incapaces de produ-
cir lamina A madura. Efectivamente, los experimentos lle-
vados a cabo para evaluar esta hipétesis nos han permitido
demostrar que las células de dichos ratones mutantes acu-
mulan prelamina A, generando una serie de aberraciones
nucleares que, finalmente, desencadenan las mdltiples ma-
nifestaciones patolégicas observadas [113] (Fig. 11).
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Ficura 11. Anomalias nucleares en células de ratones deficientes en

la proteasa FACE-1. Los paneles izquierdos muestran microgralias electro-

nicas de miocardiocitos de ratones normales (+/+) y carentes de FACE-1

(-/-); a la derecha se muestra el analisis mediante inmunofluorescencia de
fibroblastos de ambos tipos de ratones.

El trabajo con estos ratones deficientes en la metalopro-
teasa FACE-1 ha adquirido una dimensién adicional tras el
hallazgo por varios grupos de que mutaciones en el gen de
esta proteasa o en el de su sustrato lamina A, causan diver-
sos sindromes de envejecimiento prematuro en humanos
[34, 35,99, 100, 103]. Curiosamente, estudios muy recientes
con los ratones FACE-1" han revelado que el extraordinario
envejecimiento acelerado que muestran estos animales se
asocia a una marcada inestabilidad genémica y a la activa-
cion crénica de rutas de supresion tumoral, como la media-
da por p533 [116-118] (Fig. 12). Estos estudios avalan el
concepto de pleiotropia antagénica entre envejecimiento y
supresion tumoral, concepto formulado inicialmente para
la proteina p53 y extendido recientemente a la funcién de
otros supresores tumorales como pl6 [119-124]. Ademas,
hemos demostrado que el dramatico fenotipo de envejeci-
miento prematuro de los ratones deficientes en FACE-1
puede rescatarse mediante estrategias de manipulacion ge-
nética dirigidas a disminuir los niveles de prelamina A acu-
mulada en sus células. Estos resultados han abierto por
primera vez la posibilidad de instaurar estrategias terapéu-
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ticas similares, en pacientes afectados por estas devastado-
ras enfermedades [117, 125-128]. Finalmente, el reciente
hallazgo de que las células normales también poseen la
capacidad de producir la forma anémala de prelamina A
denominada progerina, ha reforzado la idea de que los sin-
dromes de envejecimiento acelerado pueden proporcionar
claves importantes acerca de los mecanismos moleculares
que subyacen al envejecimiento normal [129].

mRNA transcrito del gen LMNA

Maduracién normal ( yMaduracién aberrante
mMRNA Prelamina A mRNA Progerina
( \ '.ﬂl Delecion 50 aa
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[ Se——
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[ — q
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Ficura 12. Mecanismos de envejecimiento acelerado asociados a defi-
ciencias en el sistema lamina A/FACE-1. La lamina A se sintetiza como
un precursor que sufre sucesivas modificaciones post-traduccionales inclu-
yendo reacciones de farnesilacion y proteolisis mediada por FACE-1. Las
células con mutaciones en el sustrato o en la proteasa acumulan progerina
u otras formas farnesiladas inmaduras de prelamina A que causan altera-
ciones en IZI en\’llellil nUClCZII‘. Finz\lmc‘nlc, estas lel(j‘l‘E,ICiOnCS llCli\’an rutas
de senalizacién que conducen al envejecimiento acelerado.
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Por otra parte, y también en relacién con la generacién
de modelos animales de proteasas asociadas al cancer, es-
tudios recientes de nuestro laboratorio con ratones defi-
cientes en metaloproteasas de matriz extracelular, nos han
permitido demostrar que en algunas situaciones y de mane-
ra sorprendente, las proteasas desempefian funciones pro-
tectoras frente a la progresién del cancer [130]. Este es el
caso de la colagenasa-2 o MMP-8, que ejerce una potente
accién antitumoral basada en su capacidad de regular la
respuesta inflamatoria inducida por carcinégenos quimicos
u otros estimulos [131-133]. Estos resultados pueden contri-
buir a explicar la baja eficacia de los primeros inhibidores
de metaloproteasas utilizados para tratar pacientes con
cancer y obligan a la definicién precisa del degradoma tu-
moral: el conjunto de proteasas producidas por un tumor
concreto en un momento especifico de su desarrollo [26].

En resumen, la generacién de modelos animales nos ha
permitido explorar nuevos aspectos de enfermedades com-
plejas como el cancer, y en ocasiones nos ha facilitado el
descubrimiento de aspectos insospechados de las mismas,
incluyendo conexiones moleculares con otros procesos como
el envejecimiento o el hallazgo de nuevos mecanismos en-
dégenos de proteccién antitumoral. Ademads, los trabajos
dirigidos a <humanizar» estos modelos animales de manera
que el desarrollo de enfermedades en los mismos se asemeje
lo maximo posible a lo que acontece en nuestro organismo
[134, 135], multiplicaran sus aplicaciones al estudio de la
relevancia funcional y patolégica de las proteasas. Final-
mente, es posible que estos nuevos modelos animales «hu-
manizados, condicionales e inducibles» que anuncia el futu-
ro, contribuyan a definir con mayor precisién el valor de los
enzimas proteoliticos como dianas terapéuticas en el cancer
o en otras enfermedades.

ANTE MIi, EL INFINITO...

En los dltimos afios, la labor experimental realizada por
numerosos grupos de investigacién ha contribuido a enri-

51



quecer notablemente nuestra visién del mundo proteolitico
y sus implicaciones en mdltiples procesos fisiolégicos y
patolégicos. Asi, hemos constatado que tras una reaccién
quimica comun, la hidrélisis de un enlace peptidico, se
oculta un panorama en el que la complejidad y la diversi-
dad son las notas dominantes. Las exploraciones genémicas
nos han proporcionado una primera idea acerca de las di-
mensiones reales de esta complejidad, al mostrarnos que
nuestro degradoma puede ofrecer mas de 500 soluciones
moleculares distintas para resolver el problema de la pro-
teolisis. Después, hemos dirigido nuestra atencién hacia los
genomas y degradomas de otros organismos para compa-
rarlos con los nuestros y tratar de extraer algunas lecciones
acerca de las funciones que se han ido adquiriendo, modi-
ficando o incluso perdiendo, a medida que nuestra especie
fue ascendiendo peldafios en la escala evolutiva.

Curiosamente, la comparacién de los enormes genomas
de los mamiferos bajo un minimalista prisma proteolitico,
nos ha proporcionado claves inesperadas acerca de algunos
mecanismos moleculares generales implicados en la evolu-
cién humana. En efecto, el hecho de que los degradomas de
ratas y ratones sean considerablemente mas complejos que
el humano, junto con los numerosos procesos de seudoge-
nizacién observados en genes humanos de proteasas con
funciones inmunolégicas o reproductivas, avalan la idea de
que el concepto de «menos es mds» —formulado por el ar-
quitecto Mies van der Rohe— también puede tener sentido
en Biologia. Ademas, la comparacién de nuestro degradoma
con el del chimpancé nos ha permitido corroborar y exten-
der alguno de estos hallazgos referidos a la evolucién dife-
rencial de genes de proteasas defensivas y reproductivas.
Asi, en el futuro, estas comparaciones degradémicas tal vez
nos ayuden a progresar en nuestro afan de responder, al
menos en términos moleculares, a una pregunta esencial:
¢qué nos hace humanos?

La dificil navegacién a través de la complejidad proteo-
litica se ha visto facilitada por el desarrollo de diversas téc-

nicas y aproximaciones experimentales que nos han ofreci-
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do nuevas y fascinantes perspectivas. Entre todas ellas, la
generacion de modelos animales de ganancia o pérdida de
funcién proteolitica nos ha proporcionado ideas innovado-
ras acerca de las funciones que desempefian las proteasas
en multiples procesos biolégicos, desde el desarrollo em-
brionario hasta la muerte celular por apoptosis. La labor
experimental en el campo de la proteolisis también ha con-
tribuido decisivamente a modificar nuestra percepcién acer-
ca de la implicacién de las proteasas en las enfermedades
humanas y fundamentalmente en el cancer. En efecto, tras
la confirmacién de que la bilis negra descrita por Hipdcrates
y Galeno, estaria constituida mayoritariamente por protea-
sas que se concentran en las zonas de invasividad tumoral,
nuestra visién del problema se ha ampliado rapidamente.
Asi, hemos pasado de considerar a las proteasas como eje-
cutoras de acciones destructoras inespecificas, a definir su
participacién en mutiples procesos especificos y sutilmente
regulados dentro de la progresién del cancer, desde el con-
trol de la proliferacién celular hasta el desarrollo de la an-
giogénesis tumoral.

En cualquier caso, no podemos olvidar que tras esta
informacién biolégica basica sobre las estructuras y funcio-
nes de las proteasas, subyace el deseo de encontrar respues-
tas clinicas para los procesos patolégicos que cursan con
destruccién tisular, incluyendo el cancer. La resolucién de
la estructura tridimensional de las distintas proteasas aso-
ciadas al cdncer o a otras patologias, el disefio de chips
genéticos que permitan el andlisis global de los cambios en
la actividad proteolitica durante la progresién de estas en-
fermedades, la elucidacién de los mecanismos responsables
de su produccién descontrolada en dichos procesos patolé-
gicos, y la creacién de animales transgénicos en los que se
puedan examinar los efectos de nuevos farmacos antitumo-
rales, constituyen aspectos que dirigiran los estudios del
futuro préximo en este campo. En ultimo término, estos
trabajos podrian conducir al disefio de inhibidores especifi-
cos que contribuyan a afrontar con mayores esperanzas el
principal problema asociado al desarrollo de los tumores
malignos: su capacidad para destruir las barreras tisulares
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¢ iniciar un viaje invasivo y colonizador de consecuencias
tantas veces irreparables para los pacientes con cancer.

Afortunadamente, el progreso también ha sido notable
en el estudio de las enfermedades de proteolisis causadas
por deficiencias en la funcién de proteasas, y no por un
exceso en su actividad como suele acontecer en el cancer.
Asi, en muchos casos se han identificado los genes respon-
sables de dichas patologias y se han definido los mecanis-
mos moleculares subyacentes a su desarrollo. En algunas
situaciones —incluyendo diversas enfermedades de la coa-
gulacién sanguinea— esta informacién ya se ha trasladado
a la practica clinica a través del empleo de proteasas recom-
binantes que sustituyan al enzima mutante o ausente [136].
Por otra parte, en los casos de algunas enfermedades de
proteolisis caracterizadas mas recientemente, los estudios
moleculares y mecanisticos han abierto por primera vez la
posibilidad de proponer aproximaciones terapéuticas para
patologias hasta el momento incurables, entre las que pode-
mos mencionar los dramaticos sindromes de envejecimien-
to prematuro causados por alteraciones en el sistema FACE-
1/lamina A [117, 125, 126].

Sin embargo, pese a estos importantes avances en el
estudio de los sistemas proteoliticos, es evidente que nues-
tro conocimiento es ain muy limitado en maultiples aspec-
tos. En primer lugar, tenemos que asumir que todavia no se
han identificado todos los componentes de dichos sistemas,
con lo cual las dimensiones del espacio proteolitico deberan
ampliarse para acomodar a aquellas hipotéticas proteasas
qgue por lo inusual de sus estructuras y mecanismos catali-
ticos permanecen ocultas a las miradas informética y hu-
mana. Ademas, en muchos casos no se han podido definir
las funciones biolégicas y los sustratos in vivo de una serie
de proteasas cuya existencia se ha predicho mediante expe-
rimentos in silico y se ha corroborado a través de aproxima-
ciones in vitro. En el estudio de estas proteasas funcional-
mente huérfanas debemos estar preparados para reconocer
lo inesperado y aceptar lo paradéjico, como el reciente y
sorprendente hallazgo de proteasas de matriz extracelular
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con funciones protectoras frente a la progresién tumoral.
En esta busqueda de la funcién desconocida, sin duda en-
contraran su aplicacién al campo de las proteasas, técnicas
de gran potencial como las de interferencia por ARN, desa-
rrolladas originalmente por A. Fire y C. Mello, y llamadas a
proporcionar un nuevo impulso a la experimentacién en
Biologia Molecular. '

Asimismo, necesitaremos introducir aproximaciones ge-
némicas mas eficaces para determinar las bases molecu-
lares del creciente nimero de enfermedades genéticas hu-
manas relacionadas con proteasas e identificar los polimor-
fismos capaces de conferir susceptibilidad o resistencia a
enfermedades complejas. Los recientes hallazgos de varian-
tes polimérficas en las metaloproteasas ADAM-33 y ACE
(angiotensin-converting enzyme), asociadas a un incremento
significativo del riesgo de padecer asma o diversas enferme-
dades renales, neurolégicas y cardiovasculares, marcan el
camino a seguir en este terreno [137, 138].

Ademas, sera preciso analizar los mecanismos que regu-
lan el funcionamiento de los sistemas proteoliticos y sus
interacciones con otras redes celulares de informacién, co-
municacién y sefializacion. Estos estudios permitirdn acer-
car la investigacién en proteasas a la nueva Biologia de
Sistemas, que reconoce que un organismo es mucho maés
que una gigantesca secuencia de nucleétidos o una amplia
coleccién de genes, y aspira a entender de manera global la
forma en la que las moléculas biolégicas interaccionan en-
tre si para ejecutar con absoluta precisién y eficacia los
miles de reacciones bioquimicas que permiten cada instan-
te de vida en cada organismo [139, 140].

Paralelamente, resultard prioritario el desarrollo de nue-
vas tecnologfas de andlisis global de funciones proteoliticas
y la introduccién de estrategias de visualizacién in vivo de
actividades proteoliticas que faciliten el estudio individual
de proteasas naturalmente inmersas en la extraordinaria
complejidad molecular de las muestras biolégicas [141,
142]. Por ultimo, la resolucién de la estructura tridimensio-
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nal de las proteasas de interés terapéutico a través de nue-
vos procedimientos de difraccién de rayos X o mediante la
utilizacién de métodos de modelado molecular o prediccio-
nes ab-initio, proporcionard recursos importantes para el
disefio racional de una nueva generacién de inhibidores mas
selectivos y eficaces que los disponibles en la actualidad
[143].

La adecuada combinacién de estas aproximaciones tal
vez ofrezca nuevas respuestas a las maltiples cuestiones en
torno a un grupo de proteinas que influyen decisivamente
en la supervivencia y muerte celular de todos los organis-
mos: los que derivan de aquella primitiva célula que hace
mas de tres mil millones de afios, en algun lugar del planeta
que hoy nos acoge, experimenté con éxito procesos de repli-
cacién, divisién y evolucién, e inicié la aventura bioquimica
de la vida.
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Excmo. Sr. Presidente,
Excmos. Sres. Académicos,
Sefioras y Sefiores

Tengo el grato honor de dar la bienvenida al Excmo. Sr.
D. Carlos Lépez Otin, en nombre de los miembros de esta
Real Academia de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales.
Quiero, en primer lugar, expresar mi profundo agradeci-
miento a esta Real Academia por haberme confiado este
cometido en el que resumiré los méritos que nos llevaron a
elegir a Carlos Lépez Otin Académico de numero de la
misma. Es para mi una satisfaccién muy especial el que se
me haya confiado esta misién ya que me cabe el privilegio
de que Carlos Lépez Otin fue un alumno aventajado de la
asignatura de Genética Molecular que yo impartia en la
Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Complu-
tense de Madrid. Ademaés, Carlos Lépez Otin fue estudiante
postdoctoral de Eladio Vifiuela habiendo sido previamente
estudiante de doctorado de Enrique Méndez, a su vez el
primer doctorando de Eladio a nuestra vuelta a Espafia. Es
para mi un orgullo decir que Carlos Lépez Otin, a su tem-
prana edad, ha alcanzado las cotas mas altas de reconoci-
miento cientifico, no sélo a nivel nacional, sino también a
nivel internacional,

Carlos Lépez Otin nacié en Sabifidnigo, en la provincia
de Huesca. En 1980 se licencié en la Facultad de Ciencias
Quimicas de la Universidad Complutense de Madrid, obte-
niendo el grado de Doctor en 1984 en la misma Facultad.
Durante su etapa de doctorado, bajo la direccién del Dr.
Enrique Méndez en el Hospital Ramén y Cajal, participé en
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la determinacién de la estructura de la proteina humana al-
microglobulina proponiendo su funcién como proteina
transportadora de sustancias lipofilicas. Asimismo, determi-
né la estructura de las proteinas antitumorales restrictocina
y mitogilina. Durante su fase de doctorado, Carlos Lépez
Otin realiz6 una estancia en la Universidad de Lund en
Suecia bajo la direccién del Dr. Anders Grubb, donde esta-
blecié la naturaleza de los complejos formados por la al-
microglobulina con otras proteinas plasmaticas como la IgA
y la albimina, introduciéndose en el aprendizaje de técni-
cas inmunolégicas para el estudio de proteinas plasmaticas.
Una vez finalizada su Tesis Doctoral, Carlos Lépez Otin se
incorporé al grupo dirigido por Eladio Vifiuela en el Centro
de Biologia Molecular Severo Ochoa para participar en un
proyecto relacionado con el estudio del virus de la peste
porcina africana. Su contribucién consistié en la identifica-
cién y clonacién de los genes de las proteinas estructurales
del virus y en el desarrollo de un procedimiento de diagnés-
tico de la enfermedad, basado en la utilizacién de proteinas
virales recombinantes.

En 1987, fue nombrado Profesor Titular de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Oviedo y en 1993, Catedrati-
co de Bioquimica y Biologia Molecular de la misma Univer-
sidad. En 1988, realiz6 una estancia en el Departamento de
Patologia de la Universidad de Nueva York donde se intro-
dujo en el campo de la genética y la patologia molecular hu-
manas, participando en el estudio de los mecanismos mole-
culares responsables de las hemorragias cerebrales heredita-
rias. Fruto de este trabajo fue el hallazgo de una mutacién
en el gen de la cistatina C causante de una de las formas de
dicha enfermedad. Méas recientemente, en 2001 fue Profesor
Visitante del Dana Farber Cancer Institute de la Universidad
de Harvard, donde participé en estudios dirigidos a la gene-
racién y analisis fenotipico de nuevos modelos animales para
el estudio de los procesos tumorales.

El trabajo reciente del Profesor Lépez Otin en la Uni-

versidad de Oviedo se ha centrado en el andlisis de la im-
plicacién de las proteasas en diversos procesos patolégicos,
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especialmente en el cancer. Los estudios realizados en este
sentido han conducido a la identificacién y caracterizacién
estructural y funcional de mds de 60 nuevas proteasas hu-
manas, aisladas en su mayor parte como consecuencia de
su sobreexpresion en distintos tipos de tumores, o debido a
su participacién en procesos de remodelacién tisular que
guardan un cierto paralelismo con los procesos tumorales.
Entre estas proteasas se incluyen cistein-proteasas, serin-
proteasas y metaloproteasas. Paralelamente, el grupo de
Carlos Lépez Otin ha tratado de identificar nuevos inhibi-
dores endégenos de proteasas que pudieran bloquear la ac-
tividad de las proteasas asociadas a tumores, con el hallaz-
go del TIMP-3 y la cistatina D, inhibidores especificos de
metaloproteasas y cistein-proteasas, respectivamente. Tras
la identificacién de estas nuevas proteinas humanas, su tra-
bajo ha estado centrado en una amplia caracterizacién bio-
quimica y funcional de las mismas, con objeto de definir
sus posibles implicaciones en la progresién del cancer o en
otras enfermedades. Asimismo, ha realizado estudios dirigi-
dos a analizar los mecanismos que regulan su expresién en
condiciones normales y patolégicas. El estudio de estos
mecanismos reguladores ha proporcionado algunas claves
acerca de la etiopatogenia de las enfermedades neoplasicas,
y de otros procesos como la artritis en los que también se
sobreexpresan estos enzimas.

Entre las proteinas descubiertas en el laboratorio del
Profesor Léopez Otin cabe destacar el hallazgo de la colage-
nasa-3, que se ha convertido en una diana preferente de
intervencién terapéutica, no sélo en procesos tumorales,
sino también en procesos artriticos. En efecto, experimen-
tos llevados a cabo en su laboratorio asi como en otros
grupos, han demostrado que la sobreexpresiéon dirigida de
esta proteasa en animales transgénicos es suficiente para
acelerar la progresién tumoral o para favorecer el inicio y
el desarrollo de procesos artriticos. Por otra parte, aunque
la relevancia patolégica de las nuevas proteasas e inhibido-
res humanos identificados en su laboratorio deriva en gran
medida de las alteraciones en sus patrones espacio-tempo-
rales de expresiéon durante el desarrollo del cdncer y otras
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enfermedades, deficiencias en alguno de estos nuevos genes
causan distintas enfermedades hereditarias humanas. Asi,
mutaciones en los genes de colagenasa-3, FACE-1, ADAMTS-
13, y TIMP-3, generan condrodisplasia, diversos sindromes
progeroides, parpura trombética trombocitopénica y distro-
fia de Sorsby, respectivamente.

Recientemente, el grupo del Profesor Lépez Otin ha ini-
ciado nuevas aproximaciones al estudio de las proteasas
incluyendo la generacién de modelos animales que impli-
can sobreexpresién o eliminacién de enzimas proteoliticos.
Estas estrategias pueden conducir a una mejor compren-
si6n de la participacién de estos enzimas en el desarrollo
del céncer y tal vez proporcionar nuevas ideas acerca de las
funciones que desarrollan las proteasas en procesos fisiol6-
gicos. Como ejemplo, su trabajo de generacién y analisis de
animales deficientes en la metaloproteasa FACE-1/Zmps-
te24, sobreexpresada en carcinomas humanos, ha conduci-
do al hallazgo de su papel central en la formacién de la
envuelta nuclear. Asimismo, este trabajo ha permitido acce-
der a una nueva visién de las alteraciones moleculares
subyacentes a una serie de enfermedades humanas graves,
incluyendo diversas formas de distrofia muscular y cardio-
miopatias congénitas. El trabajo con estos ratones ha ad-
quirido una dimensién adicional tras el hallazgo de que
mutaciones en el gen de esta proteasa o en el de su sustrato
lamina A, causan diversos sindromes de envejecimiento
acelerado en humanos.

Curiosamente, en estudios muy recientes con los rato-
nes Facel” se ha observado que el extraordinario enveje-
cimiento acelerado que muestran estos animales se asocia
a una marcada inestabilidad genémica y a la activacién
crénica de rutas de supresién tumoral como las mediadas
por p53, avalando asi la idea de la pleiotropia antagénica
entre el envejecimiento y la supresién tumoral. Ademais,
ha demostrado que el dramatico fenotipo de envejecimien-
to prematuro de estos ratones puede rescatarse mediante
estrategias de manipulacién genética dirigidas a disminuir
los niveles de prelamina A acumulada en sus células. Estos
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trabajos recientes, que han dado lugar a publicaciones en
las mas prestigiosas revistas como Nature, Nature Genetics
y Nature Medicine, son un claro ejemplo de la necesidad
de mantener la actividad enzimatica de las proteasas en
sus justos niveles. Un exceso de las mismas puede favore-
cer procesos de destruccién tisular como los que acom-
pafian al cancer, y una deficiencia proteolitica puede con-
ducir al desarrollo de otras patologias que también
comprometen la vida de los pacientes. Estas ideas han sido
la base de la propuesta por parte del Profesor Lépez Otin,
en colaboracién con el Dr. Chris Overall, de una aproxi-
macion global al estudio de las proteasas a través de la
introduccién de nuevos conceptos como los de Degrado-
ma, conjunto de proteasas producidas por una célula, un
tejido o un organismo, o Degradémica, conjunto de aproxi-
maciones genémicas y proteémicas dirigidas al estudio de
las estructuras y funciones de proteasas, de sus sustratos
y de sus inhibidores, asi como el desarrollo de nuevas
metodologias que doten de contenido experimental a estos
conceptos globales. Estas ideas han quedado recogidas en
tres articulos que ha publicado recientemente en Nature
Reviews. Es interesante sefialar que el genoma humano
posee al menos 561 proteasas u homodlogos de proteasas
siendo este ntmero esencialmente el mismo que el del
genoma del chimpancé, nuestro pariente mas préximo en
la escala evolutiva, donde el grupo del Profesor L6pez Otin
ha identificado 559 genes de proteasas. Curiosamente, el
ratén y la rata contienen 641 y 626 genes de proteasas,
respectivamente, un nimero significativamente mayor al
del degradoma humano. Se ha podido demostrar que la
mayor complejidad del degradoma de dichos roedores
respecto al humano se debe fundamentalmente a la expan-
sion de genes de proteasas implicadas en defensa inmu-
nolégica o en procesos reproductivos. También cabe des-
tacar que los genomas del ratén y de la rata tienen un
mayor nimero de inhibidores de proteasas que el genoma
humano, lo que esta de acuerdo con la expansién de los
sistemas proteoliticos indicados antes. La necesidad del
empleo de inhibidores especificos frente a las proteasas
tumorales ha quedado de manifiesto tras su hallazgo de
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que algunas proteasas como la colagenasa-2 desempefian
una funcién protectora frente a la progresién tumoral, a
través de su capacidad de regular la respuesta inflamatoria
antitumoral. Este trabajo, publicado en Nature Genetics en
2003, le ha permitido proponer la existencia de un nuevo
mecanismo antitumoral mediado por proteasas y propor-
cionar una explicacién a los pobres resultados clinicos
obtenidos con la primera generacién de inhibidores de
proteasas utilizados en pacientes con cancer. Por ultimo,
su experiencia en el andlisis genémico de proteasas y sus
inhibidores le ha permitido colaborar con los grupos de
secuenciacién y anilisis de distintos Proyectos Genoma,
incluyendo los genomas de la rata y el chimpancé, dando
lugar a dos trabajos recientemente publicados en Nature.

Como resumen, podemos indicar que los trabajos rea-
lizados por el grupo dirigido por el Profesor Lépez Otin
han quedado reflejados en mas de 200 publicaciones en
revistas internacionales del maximo prestigio como Natu-
re, Nature Medicine, Nature Genetics, Nature Reviews, Proc.
Natl. Acad. Sci., Blood, J. Clinical Investigation, The Lancet,
Mol. Cell. Biol., etc, en los campos de la Bioquimica y Bio-
logia Molecular, en Biologia Celular y en Oncologia asi
como 17 capitulos de libros. También cabe destacar que,
de acuerdo con informacién recientemente obtenida del
ISI, los trabajos de Carlos Lépez Otin han sido citados
hasta el momento mas de 9.000 veces. Asimismo, se han
generado 9 patentes derivadas de su trabajo, destacando la
patente conjunta de la Universidad de Oviedo con la
empresa Bristol-Myers para desarrollar inhibidores basa-
dos en un nuevo mecanismo de adhesién de células tumo-
rales descrito en su laboratorio. El trabajo de Carlos
Lépez Otin ha sido reconocido también a través de su par-
ticipacién en Congresos Nacionales e Internacionales con
un total de 125 Conferencias entre las que cabe destacar
varias Conferencias Plenarias e Inaugurales en Congresos
Internacionales. Ademds, en los tltimos 5 afios ha impar-
tido conferencias de divulgacién cientifica en mas de 25
Institutos de Ensenanza Secundaria, Casas de Cultura y
Centros Sociales. Asimismo, ha dirigido 15 Tesis Doctora-

80



les, todas con la maxima calificacién, 12 de ellas habiendo
obtenido el Premio Extraordinario de Doctorado.

Carlos Lépez Otin ha sido galardonado con importantes
premios, entre ellos el I Premio Nacional de Oncologia de la
Fundacién Echevarne, el Premio Europeo FEBS, el Dupont
de Ciencias de la Vida, el de la Fundacién Carmen y Severo
Ochoa, €l Francisco Cobos de Investigacién Biomédica, la
Medalla de Plata del Principado de Asturias, el Premio Rey
Jaime I de Investigacién y, muy recientemente, el Premio
Lilly de Investigacién Preclinica. Es miembro de importan-
tes instituciones, como la Academia Europaea, la American
Association for Cancer Research y el Patronato de la Fun-
dacién Carmen y Severo Ochoa, y es Académico de Numero
de la Real Academia de Medicina de Asturias y Leén. Por
otra parte, es miembro del Comité Asesor de diversas insti-
tuciones cientificas, siendo asesor cientifico de la empresa
Celera para la anotacién del genoma humano. Ha sido Pre-
sidente de la Asociacién Espafiola contra el Cancer y Coor-
dinador Nacional de Biologia Molecular y Celular de la
Agencia Nacional de Evaluacién y Prospectiva.

Pero ademds de su ingente labor investigadora Carlos
Lépez Otin imparte docencia en las Facultades de Medici-
na, Ciencias Quimicas y Ciencias Biolégicas de la Universi-
dad de Oviedo teniendo a su cargo asignaturas de los ciclos
primero y segundo asi como asignaturas de doctorado en
los programas de Biologia Funcional y Oncologia, con un
total de mas de 150 horas lectivas por curso académico.

No quisiera finalizar sin dedicar una mencién especial a
la familia de Carlos: Gloria Velasco, su mujer, profesora e
investigadora como él, con quien comparte su dedicacién
y entusiasmo por la investigacién; Daniel, su hijo mayor,
quien cursa el segundo afno en la Facultad de Medi-
cina, pero que sobresale por su aficién a la ornitologia y su
gran conocimiento de ella; y Laura, la pequefia, quien toda-
via no ha desvelado cuéles son sus intereses futuros. Quiero
dejar constancia aqui de mi gran carifio y aprecio a toda la
familia.
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Finalmente, en nombre de los miembros de esta Real
Academia de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales y en el
mio propio quiero dar la bienvenida a Carlos Lépez Otin a
esta casa, desedndole una agradable estancia entre nosotros
y una fructifera colaboracion en las tareas de esta Real
Academia.

Muchas gracias.
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