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RECONEIXEMENT MOLECULAR DE SUPERFICIES PROTEIQUES

MEMORIA LLEGIDA PER L’ACADEMIC ELECTE
Dr. ERNEST GIRALT LLEDO
A lacte de la seva recepcio el dia 12 de juny de 2008

Excel'lentissim Senyor President,
Excel'lentissims senyors acadeémics,
Col'legues universitaris,

Benvolguts familiars i amics:

En primer lloc, vull expressar el meu profund agraiment a la Reial Académia de Cien-
cies i Arts de Barcelona per I'honor que em fa en convidar-me a ser-ne un dels membres.
Permetin-me mencionar els noms dels senyors academics Josep Castells, Josep Font i Joan
Bertran, que, de segur, han tingut un paper important amb relacié a aquesta proposta. Vull
agrair d’'una manera especial a Josep Font el fet d’haver acceptat la tasca de respondre al
meu discurs en nom de 'Academia.

LES PROTEINES: FUNCIONAMENT EN XARXA

Aquesta memoria se centra en el reconeixement molecular de superficies protei-
ques.

Les proteines son molecules formades per la unié de diferents aminoacids. Una
proteina mitjana pot estar formada per uns 500 aminoacids i t€ un pes molecular d’uns
70 000 g/mol. Hi ha proteines molt més grans —amb un pes molecular d'un milio— i
molt més petites —per exemple, a la figura 1 es representa I'estructura tridimensional de
la proteina P41icf, un inhibidor molt potent de 'enzim huma catepsina L. Aquesta proteina
¢és de les petites; només t€ 70 aminoacids. Fa uns anys Cristina Chiva va determinar, al
nostre laboratori i mitjancant ressonancia magnetica nuclear (RMN), l'estructura de P41ict
(figura 1). Préviament I'havia sintetitzat combinant técniques de sintesi en solucio i sintesi
sobre suport polimeric.! Aquest és un exemple del fet que actualment 'estudi quimic de
les proteines es pot dur a terme amb les mateixes eines que emprem per a qualsevol altre
compost organic: sintesi, RMN, espectrometria de masses (EM), etc.

Des de fa molt de temps sabem que les proteines tenen un paper cabdal en els éssers
vius que trobem en la nostra biosfera. Algunes, com el col-lagen, tenen un paper estructural
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molt important. D’altres, com ara els enzims o les hormones, destaquen per la capacitat
de catalitzar reaccions organiques o d’interaccionar amb receptors per tal d’assegurar la
comunicacio entre cel-lules.

Fig. 1. Estructura tridimensional de la proteina P41icf.!

En canvi és molt més nou el descobriment que les proteines rarament actuen de ma-
nera individual a I'interior d’'una cel'lula, siné que ho fan en forma de complexos. L'estudi
del genoma huma, el segle passat, ha anat seguit de I'estudi del proteoma, i és aqui on
ha sorgit la sorpresa de trobar que les proteines actuen, de manera general, mitjancant
aquests complexos multiproteics en els quals una determinada proteina esta enllacada
no covalentment a cing, a sis..., o a deu proteines més.

Com s’uneixen dues proteines? Per que d’entre els milers de proteines que té al seu
abast una proteina determinada selecciona aquestes cinc i cap altra? Com es dissenyen i
sintetitzen compostos amb capacitat per a evitar una unié proteina-proteina o, a I'inrevés,
per a forcar una unié proteina-proteina quan sigui aixo el que ens interessa. En totes
aquestes qiiestions, el reconeixement molecular de superficies proteiques hi té un paper
clau i al llarg de la meva exposicio els presentaré la modesta contribucié que el nostre
laboratori ha dut a terme aquests darrers anys en aquest camp.

Una questio previa. Encara que la manera més habitual de representar I'estructura
de les proteines €s la que es mostra en la figura 1, no sempre és la més adequada quan
volem parlar de reconeixement molecular. Es com un nano davant d’'un carret6 ple de
llaminadures en una parada de mercat. Per a decidir quina vol triar, no li importa com
esta construida la parada.

Aquesta altra representacio (figura 2) mostra molt millor la supertficie de la proteina. Es
tracta novament de la P41licf i he utilitzat el metode computacional de Connolly.? Consis-
teix a apropar de manera virtual una esfera de diametre determinat a diferents punts de
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la superficie de la proteina. Quan l'esfera és a l'infinit no hi ha interaccié i quan s’apropa
massa hi ha repulsio. Si s'uneixen tots els punts on l'energia d’interaccio és zero s'obté
la superficie de Connolly. En aquest cas he triat una esfera de diametre equivalent a una
molecula daigua i he acolorit la superficie resultant seguint una escala d’hidrofobicitat.
Es a dir, vermell vol dir molt hidrofobic, molt apolar; en canvi blau vol dir molt hidrofilic,
molt polar. La P41icf interacciona amb el seu receptor —que és la catepsina L— per tres
zones. Si ens fixem en dues d’'aquestes zones ens trobem amb el mateix patré: un ami-
noacid molt hidrofobic al centre, voltat d'una anella procedent d’aminoacids de polaritat
intermedia.

Fig. 2. Supertficie de Connolly de la proteina P41icf.*

Cal pensar que la interacci6 proteina-proteina en aquestes zones estara governada per
interaccions no covalents de tipus Van der Waals o enlla¢ hidrofobic. Tanmateix, si girem
la molecula 180° al voltant d’'un eix vertical, ens trobem la tercera zona d’interaccié amb
el receptor. Es tracta d’'una zona molt polar. Concretament esta formada per aminoacids
carregats positivament com l'arginina. Cal esperar que el reconeixement molecular entre
la P41icf i el seu receptor utilitzi ara interaccions no enllacants de tipus electrostatic, enllag
d’hidrogen; potser mt-catio, etc.

Amb aquest exercici tan senzill ens hem trobat amb un exemple del que en realitat
és un comportament general. La interaccio proteina-proteina implica retalls de superficie
(surface patches) tant hidrofilics com hidrofobics.

INTERACCIONS PROTEINA-PROTEINA

Quan es treballa en el camp del reconeixement molecular, cal ser molt humil. Agafem
I'exemple de la proteina anomenada wuteroglobina (figura 3). Es tracta d’'un dimer format
per dues copies identiques de 70 aminoacids cadascuna, unides covalentment per dos
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enllacos disulfur, és a dir, sofre-sofre. Una manera d’investigar estructures desconegudes
¢és desmuntant-les i tornant-les a muntar. Podem fer aixd amb l'uteroglobina: trenquem
aquests dos enllacos disulfur i ens trobem que les dues meitats continuen unides en so-
luci6, ara de manera no covalent, formant un dimer amb una estructura i unes propietats
molt semblants a les de la proteina nadiua. També podem trencar la molecula entre dos
aminoacids (figura 3). En realitat el que hem fet al laboratori és sintetitzar els trossos.
Aquest és treball d’Ernesto Nicolds.? Quan sintetitzem 'hemiuteroglobina de la figura 3,
dues copies d'aquesta hemiuteroglobina s’uneixen no covalentment i donen lloc a una
estructura globular molt semblant a la de la proteina nadiua. Perd, encara més, si sin-
tetitzem el peptid gris i el peptid taronja separadament i els posem junts en condicions
oxidants perque es formi l'enlla¢ sofre-sofre, observem que la reaccio és terriblement
selectiva. Aquest cromatograma (fig. 4) és, podriem dir, una fotografia instantania del
que esta passant en un moment donat de la reaccié. El pic gran (¢) és I'heterodimer gris-
taronja. Els dos pics mitjans (a, b) sén monomer gris i monomer taronja, que encara no
han reaccionat, i els senyals molt poc intensos (d, e) son els homodimers «no productius»:
gris-gris i taronja-taronja (fig. 3). En definitiva, la seqiiéncia d’aminoacids de la uteroglo-
bina optimitzada al llarg de milers d’anys d’evolucio —conté una quantitat enorme de
reconeixement molecular— permet que, encara que es trenqui en trossos, es recuperi
una estructura globular molt semblant a la nadiua. Quan parlo d’humilitat em refereixo
a que estem molt lluny, per exemple, de poder dissenyar sistemes que tinguin aquestes
propietats de reconeixement molecular. El problema de fons és, dbviament, que aquests
processos de reconeixement molecular son el resultat de la suma de «moltes» interaccions
no covalents, cadascuna de les quals és molt feble, perd que sumades tenen una gran
for¢a. Malauradament, en el moment actual només som capacos d’identificar la preséncia
d’aquestes interaccions algunes vegades, pero I'estimacio quantitativa de la seva magnitud
tan sols la podem efectuar amb un gran error. Quan sumem moltes estimacions individuals

erronies, I'error de l'energia d’interaccio total és enorme.
‘ﬁ r ]
* E{ﬁ

Fig. 3. La proteina uteroglobina i la seva biseccié en dues meitats a la manera
de la coupe du roi?
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Fig. 4. Tetrameritzacié espontania dels peptids que formen l'estructura de la uteroglobina.?

Considerem un segon exemple d’estudis de reconeixement molecular utilitzant aquest
principi de trencar i enganxar. Es tracta d’'un domini de la proteina A de Staphilococcus aureus.
Tal com es veu en la figura 5, es tracta d'un domini d’'uns 60 aminoacids que formen tres
helixs a. Giovana Granados molt recentment ha sintetitzat aquest domini al nostre laboratori
i ha elaborat un fragment format per les helixs IT i III. A continuacio, fent servir una versié de
la quimica combinatoria anomenada «wuna bola / un compost», ha sintetitzat una quimioteca,
és a dir, una col'leccié de compostos quimics formada per 300 variants de 'helix 3.4

D’aquestes 300 variants, n’hi ha tres que interaccionen fortament amb les helixs 1T i
III. Una d’aquestes sequiéncies €s precisament la de la proteina A nadiua. Les altres dues
presenten algunes mutacions. Giovana Granados ha sintetitzat aquests nous dominis
formats per tres helixs unides, ara ja, covalentment. Quan s’estudien per RMN, s'observa
que estan tan ben plegats com el domini nadiu. Quan s’aplica la ressonancia de plasmo
superficial per a estudiar la interaccié amb anticossos es veu que aquests nous dominis
tenen la capacitat d'unio caracteristica de la proteina A. En definitiva, fent servir molt
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poc disseny, utilitzant la forca bruta de la quimica combinatoria, hem pogut, malgrat la
nostra ignorancia, redissenyar un domini de la proteina A que es plega igualment i té les
mateixes propietats que la proteina nadiua. Aquest, diria jo, és I'estat de I'art en aquest
camp en el moment actual.

Fig. 5. Estructura tridimensional del domini de la proteina A de S. aureus.*

La interaccio narcisista d'una proteina amb si mateixa per a donar grans agregats ano-
menats fibril-les amiloides s a 'origen d’'un grup molt important de malalties anomenades
malalties conformacionals, com I’Alzheimer, el Parkinson o la diabetis més frequent, la
diabetis de tipus I1.

L’estructura atomica d’aquestes fibril-les amiloides encara no es coneix. Només se sap
que cadenes d'aminoacids adopten estructures esteses del tipus cadena f, i que cadenes
de diferents molecules s’'uneixen entre si mitjancant enllacos d’hidrogen que segueixen la
direccio de creixement de la fibrilla. Aquest procés de reconeixement molecular és molt
complex, tal com ha posat de manifest Muriel Arimon del nostre laboratori, analitzant
mitjancant microscopia de forca atbmica (AFM) les diverses fases de formacio de la fibril-la
per al cas de la proteina S-amiloide (AB1-42), l'agregacio de la qual esta en l'origen de la
malaltia d’Alzheimer.® Per la seva banda, Natalia Carulla al nostre laboratori, en col-laboracio
amb els grups de Chris Dobson i Carol Robinson a la Universitat de Cambridge, ha estu-
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diat les propietats dinamiques de les fibril-les amiloides un cop formades, combinant les
tecniques d’espectrometria de masses i de ressonancia magnetica nuclear.” El resultat és
que, contrariament al que tothom esperava, les fibril-les amiloides son molt dinamiques;
¢és a dir, creixen i decreixen de manera continua perque constantment hi ha molecules
de la fibrillla que passen a la solucio, i vice-versa. Aixd, Obviament, son bones noticies
amb vista al futur, ja que vol dir que si fossim capacos de trobar inhibidors de 'agregacio
de les proteines amiloides ens trobariem davant d'un tractament no sols preventiu sind
fins i tot curatiu per a aquestes malalties.

Al nostre laboratori, des de fa més de deu anys, amb l'ajut economic de la Fundacié
La Marat6 de TV3 i la Fundacio La Caixa, estem intentant desenvolupar peptids —és a dir,
proteines molt petites— capacos d'inhibir I'agregacié de la proteina AB1-42 de la malaltia
d’Alzheimer. Ara fa un parell d’anys, Marcelo Kogan —actualment professor a la Facultat
de Farmacia a Santiago de Xile—, quan encara treballava al nostre laboratori, va «deco-
rar nanoparticules d’or amb petits peptids inhibidors d’agregacié —es tracta de petites
nanoparticules d’or de 14 nm de diametre. En incubar les nanoparticules amb proteina
B-amiloide es formaven fibril-les que havien incorporat totes les nanoparticules d’or. Si
ara irradiem les fibril-les amb microones —a una frequiéncia a la qual I'or absorbeix, pero
l'aigua no—, observem com les fibril-les es destrueixen. Més recentment, Dolors Grillo
ha aconseguit el mateix resultat sense necessitat de radiacio, utilitzant peptids formats per
aminoacids p. El mecanisme de la interaccio entre els inhibidors i la fibril-la en creixement
l'estem estudiant no pas experimentalment siné per simulacié amb ordinador, mitjan¢ant
tecniques de dinamica molecular. La utilitzacié en el disseny d’aminoacids b —que son
la imatge especular dels aminoacids naturals— garanteix que aquests peptids no seran
degradats per les peptidases de la sang. Es poden veure, per tant, com a potencials farmacs.
Queda, pero, encara molt cami per fer. La primera etapa d’aquest cami son estudis amb
ratolins transgenics —models d’Alzheimer— que estem duent a terme en col-laboracio
amb el grup del doctor Isidre Ferrer a I'Hospital de Bellvitge.

DISSENY DE LLIGANDS PER AL RECONEIXEMENT DE SUPERFICIES
PROTEIQUES

Fins ara he parlat d’'interaccions proteina-proteing; processos molt importants des
d'una perspectiva de cieéncia basica. En el cas dels inhibidors d’agregacié de la proteina
S-amiloide, hem vist ja un primer cas de disseny de lligands per al reconeixement de
superficies proteiques. Aquest aspecte Obviament és molt important des d'un punt de
vista de ciéncia aplicada. Vegem-ne altres exemples.

La proteina P53 és el que podem anomenar un factor antitumoral natural. Si en una
cellula es produeixen lesions al DNA —i, per tant, risc de cancer— P53, comenca un
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procés de reparacio d’aquest DNA danyat. Si la reparacio no té exit, P53 provoca el «sui-
cidi de la cel-lula —tecnicament, la mort cellular programada o apoptosi. No és estrany,
doncs, que en més del 50 % de malalts de cancer ens trobem mutacions a P53. Si P53
no funciona correctament hi ha molta més tendéncia a patir cancer. Moltes d’aquestes
mutacions son hereditaries.

P53 és un tetramer no covalent format per quatre copies identiques de la proteina. A la
figura 6 es representa l'estructura tridimensional del domini de tetrameritzacio. L'estructura
es va determinar mitjancant RMN al laboratori d’Angela Gronenborn als EUA.° Algunes
de les mutacions relacionades amb cancer se situen precisament en aquest domini de
tetrameritzacié. Aquest €s el cas de la mutacié de 'aminoacid arginina 337 per histidina.
Aquesta mutacio és frequent al sud del Brasil i és a l'origen de l'alta incidéncia de carci-
noma adrenal pediatric. Aquesta mutacio €s, precisament, la que estem estudiant al nostre
laboratori. Susana Gordo ha sintetitzat les dues versions del domini de tetrameritzacio de
la P53: la salvatge i la mutada. Per a comprovar la pérdua d’estabilitat del tetramer causada
per la mutacio, ha dut a terme molts experiments de RMN, dicroisme circular i microca-
lorimetria. Per exemple, els resultats de dicroisme circular mostren com l'estabilitat de la
forma mutada depen del pH —depen de l'estat de protonacié de I'anell imidazole de la
histidina— i com la forma salvatge és molt més estable. En col-laboracié amb el laboratori
de Javier de Mendoza, a I'ICIQ a Tarragona, hem intentat dissenyar i sintetitzar lligands
que, en unir-se a la P53 mutada, siguin capacos de «escatar estabilitat de la proteina.
Aix0 ho hem aconseguit —son resultats molt recents encara no publicats— amb aquests
composts amb forma de vas anomenats calixarens. Com es veu tant per dicroisme cir-
cular com per microcalorimetria, en afegir quantitats creixents de calixare, la P53 mutada
es torna practicament tan estable com la salvatge (figura 7). De fet, fins i tot la proteina
salvatge s'estabilitza uns simbdlics 4 graus o 6 graus en preséncia del calixare. La RMN,
concretament la técnica anomenada «de diferéncia de transferéncia de saturacié» (STD),
ens permet localitzar els atoms del lligand que estan més en contacte amb la proteina. El
resultat és compatible amb el model utilitzat per al disseny: contactes hidrofobics calixare-
proteina a linterior d’aquesta cavitat i interaccions electrostatiques entre els quatre grups
guanidini, carregats positivament, del calixare i els quatre grups carboxilat negatius que
estan situats a la cresta de la cavitat (figura 8).

Arribats a aquest punt de la meva exposicio, m'agradaria obrir un petit paréntesi per
a comentar un parell d’aquests aspectes metodologics relatius al disseny dels lligands i a
l'estudi de la seva interaccié amb les proteines.

Pel que fa al disseny de lligands, els exemples que he comentat fins ara podriem dir
que responen a una aproximacio «artesanal. Es basen en l'observacio detallada de les
propietats de la superficie proteica i en el disseny, combinant imaginacio i sentit comu,
de molecules que proporcionin un conjunt d’'interaccions no covalents favorables. Tot
plegat es tracta, pero, d’'una aproximacio qualitativa.
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Fig. 6. Domini de tetrameritzacio de la proteina P53.

Aquests darrers anys amb Ignasi Belda i Sergio Madurga, al nostre laboratori, hem
estat implementant una aproximacio automatica i quantitativa al disseny de lligands per a
supetticies proteiques. El nou métode esta basat en I'is d’algorismes evolutius. Partim d’'una
primera generacio de, diguem-ne, 50 peptids generats a 'atzar. A continuacio, mitjancant
metodes computacionals anomenats de docking, cadascun dels peptids s’encaixa sobre
la superficie de la proteina, es calcula 'energia d’interaccio i es classifiquen els peptids
de millor a pitjor. A partir d’aqui es posa en marxa l'algorisme evolutiu. El resultat és la
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formacié d’'una segona generacio formada per 50 individus —50 peptids— generats a
partir dels 50 peptids precedents, utilitzant mecanismes com ara mutacions (canvi d'un
aminoacid per un altre); encreuaments (€s a dir, agafar un tros d’'un peptid i un tros d'un
altre) i criteris com ara elitisme (&s a dir, utilitzar com a material de partida per a la segona
generacio només els millors individus o, per contra, donar també oportunitats als individus
pitjors; per cert, que un apren de seguida a no ésser massa elitista). Els individus de la
segona generacio s’avaluen in silico mitjancant docking, es classifiquen i s'utilitzen per a
generar la tercera generacio, i aixi successivament, fins a arribar a un conjunt de peptids
que in silico—a la pantalla de I'ordinador— es comporten d’'una manera excel-lent. Cal
aleshores «baixar a la realitat del laboratori.
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Fig. 7. Interaccié d'un calixareé amb el domini de tetrameritzacio de P53 estudiada per dicroisme
circular i microcalorimetria.

L'accés al Mare Nostrum ha estat cabdal per a aquest projecte metodologic. L'espai
de cerca, és a dir el nombre de peptids tedricament possible és enorme. La utilitzacié
en paral-lel de molts processadors ens permet explorar proporcions més grans d’aquest
espai de cerca. Tipicament, utilitzem de manera simultania 500 processadors i fem servir
poblacions de 500 peptids, un per processador.
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Fig. 8. Model de la interaccié de dues molecules de calixare amb el domini
de tetrameritzacio de P53.

Gracies a l'esfor¢ d’aquests darrers sis anys, el metode esta ja molt perfeccionat des
d'un punt de vista informatic. A més, funciona bé tant amb aminoacids naturals com
amb aminoacids no naturals; per exemple, aminoacids b o aminoacids Nmetilats.'”!! El
«alé d’Aquil‘les» del metode é€s, perd, 'etapa del docking. A causa de la nostra manca de
coneixement en el moén de les interaccions no covalents, I'estimacio de 'energia d’enllag
mitjancant metodes computacionals és encara poc acurada i aixd sovint déna lloc a pre-
diccions erronies. Val a dir, perd, que tots els avencos en aquesta area del coneixement
molecular es tradueixen en algorismes de docking cada vegada millors. En certa manera,
aquest projecte €s com el vi; anira millorant amb els anys simplement si s'utilitzen com
a modul de docking algorismes cada vegada millors.

Pel que fa a l'avaluacio “real” —al laboratori— de la interaccio entre lligands i pro-
teines, el nostre grup de recerca ha fet un esfor¢ per tal de potenciar al maxim I'és de
la RMN. Tal com el nom indica, la ressonancia magnética nuclear es basa en I'estudi de
les propietats magnetiques dels nuclis. El nucli de I'atom d’hidrogen, el proto, és el més
utilitzat tant en els laboratoris de quimica organica com en els hospitals per a diagnostic
medic. En el nostre cas hem triat, pero, el nucli de I'atom de fluor. Es tracta d'un nucli
molt sensible en experiments de RMN, que es troba molt rarament en els éssers vius; per
aixo ens dona selectivitat. Teresa Tarrago al nostre laboratori, partint d’'un suggeriment
inicial de I'investigador italia Claudio Dalvitt,'* ha posat a punt un metode que li ha permes
trobar en plantes utilitzades en medicina tradicional xinesa inhibidors de dues proteases
terapeuticament molt rellevants: la proliloligopeptidasa (POP) i la proteasa del virus VIH-
1.1 La POP és una diana terapeutica, no validada, per al tractament de I'esquizofrénia i
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el trastorn bipolar. La proteasa del VIH és una de les principals dianes terapéutiques en
el tractament de la SIDA. El meétode és molt senzill; primerament es prepara un substrat
de l'enzim que conté atoms de fluor. Quan l'enzim catalitza la reaccié quimica, 'espectre
de RMN de “F del producte de partida desapareix i apareix I'espectre del producte de
reaccio. D’aquesta manera es pot veure de seguida si un extracte d'una planta conté o
no un inhibidor de I'enzim. L'assaig és molt robust; tant se val que les plantes tinguin
color, siguin fluorescents o que els extractes siguin molt complexos; el que no tenen és
fluor i, per tant, I'assaig és totalment selectiu. D’aquesta manera, Teresa Tarrago va aillar
la berberina,” un alcaloide per al qual estem intentant endegar, en col-laboracié amb
el doctor Eduard Vieta de 'Hospital Clinic, assaigs clinics per al tractament del desordre
bipolar. Nessim Kichik al nostre laboratori esta sintetitzant alguns derivats de la berberina
amb vista a millorar-ne les propietats farmacologiques.

L’angiogenesi —¢s a dir, formacié de nous vasos sanguinis— €s un procés molt im-
portant en processos tumorals. Les cellules del tumor secreten el factor de creixement
de I'endoteli vascular (VEGF). Quan el VGEF arriba a les cel-lules endotelials dels vasos
sanguinis provoquen el brot> de nous vasos. Aquests nous vasos permeten l'alimentacio
i l'oxigenacio del tumor, el seu creixement i, eventualment, faciliten la metastasi.'

En aquest cas es tracta de trobar inhibidors de la interaccié del VEGF amb el seu
receptor a la superficie de la cel'lula de 'endoteli vascular. Ricard Rodriguez ha posat a
punt un metode basat, aquesta vegada, en RMN de C-13 per a trobar aquest tipus d’inhi-
bidors. Es coneix l'estructura tridimensional del complex entre el VEGF i el seu receptor.
En Ricard, actualment a la Harvard Medical School, durant la seva tesi es va adonar que
els aminoacids Met-18 i Met-81 estaven situats justament a la interficie entre el VEGF i
el seu receptor. Va preparar una versié de VEGF marcada amb C-13 només en els cinc
grups metil de les metionines de la proteina. L'espectre de RMN, anomenat HSQC de la
proteina mostra només cinc senyals (figura 9). Per cert, que, en aquest cas, en comptes
de sintesi quimica, €és més senzill preparar la proteina utilitzant E. coli i metionina sin-
tetica marcada amb C-13. Si s'afegeix un compost quimic capa¢ d’unir-se al VEGF i de
fer-ho precisament a la zona on hi ha situades les metionines 18 i 81, ens trobarem que
aquests dos senyals de RMN, i tan sols aquests dos senyals, es desplacen. Aixo és el que
provoca l'addicié d'un peptid ciclic desenvolupat per 'empresa GENENTECH que fem
servir com a control positiu. Aixo €s el que fa també la baicalina, un flavonoide aillat per
en Ricard en analitzar el comportament davant del VEGF dels extractes de les 48 plantes
de medicina tradicional xinesa de queé disposem al laboratori.'” Posteriorment, el doctor
Peter Tremmel ha sintetitzat una gran quantitat de molecules inspirades en la baicalina,
algunes de les quals presenten propietats molt prometedores.

Hem parlat de RMN de “F, de "*C, etc. Podem utilitzar també RMN de ""N. Aix0 és
el que hem fet en el cas de la POP. La POP humana va ser clonada i expressada per
primera vegada per Teresa Tarragd al nostre laboratori fa pocs anys.” L'espectre de
RMN que s’obté en marcar tots els aminoacids de la POP amb "N és d’'una complexitat
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impracticable. En canvi, podem aconseguir un espectre molt més senzill utilitzant com a
font de N l'indole. Lindole és el precursor metabolic de 'aminoacid triptofan. La POP
té dotze triptofans. L'espectre ara conté només dotze senyals, un per cada triptofan. Com
he comentat anteriorment, creiem que si poguéssim inhibir la POP, aix0 representaria
un pas endavant important en el tractament de malalties com I'esquizofrénia o el trastorn
bipolar. Amb aquesta eina a la ma, ara podem saber si un potencial inhibidor s'uneix a
la proteina per un punt determinat de la superficie, pel centre actiu, per la boca del tinel
que duu al centre actiu, etc.

.. 18 94

13C

78

21

26 24 22 20 18 16 14 12 10 08

Fig. 9. Espectre de RMN, tipus HSQC, d’'una mostra de VEGF marcada amb Met C-13 en abséncia
de lligand (indicat en negre) i en presencia de lligand (indicat en vermell).

SALTANT TANQUES

Moltes de les proteines de les quals he parlat fins ara cal anar a trobar-les a I'interior
de la cel'lula, al citoplasma. Es el cas de la P53 o de la POP, per exemple. La membrana
plasmatica actua com un mur que evita I'entrada de la major part de composts quimics,
especialment els que son molt hidrofils. Es per aix0d, que aquests darrers anys el nostre
laboratori s’ha especialitzat en el desenvolupament de peptids dlancadora». Molecules que
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son capaces de travessar la membrana portant enganxat el lligand que volem que s’'uneixi
a la proteina diana. Es tracta en tots els casos de peptids rics en prolina, dendrimers,'*
peptids lineals, i ypeptids.! De tota manera, per casualitat, hem vist que composts no
peptidics que vam sintetitzar per a interaccionar amb P53 també son internalitzats i,
concretament, van a parar als mitocondris.”? Des d’'un punt de vista practic, la molecula
més prometedora €és la que anomenem, en angles, sweet-arrow peptide desenvolupat
en collaboracié amb Dolors Ludevid.?# Jimena Ferndndez-Carneado i Silvia Pujals han
demostrat que aquest peptid no és gens citotoxic, que es pot preparar en versio amino-
acids b —totalment resistent a proteases— i que és capa¢ d’internalitzar, per exemple,
nanoparticules d’or de 14 nm. Aixi, tenim cel-lules tumorals —cel'lules HeLa— que han
entrat en contacte amb nanoparticules d’'or decorades amb el sweet-arrow peptide; po-
dem analitzar-les amb microscopia confocal, amb microscopia de raigs X —utilitzant el
microscopi experimental del sincrotré de DESY a Berlin— o amb microscopia electronica,
que ens permet visualitzar nanoparticules fent cua per entrar a la cellula i d’altres que ja
s’han internalitzat dins d’organuls anomenats cossos multivesiculars.

La membrana plasmatica és una bona barrera; una bona tanca. El cos huma és ple
d’aquestes tanques i una de les més formidables, la més dificil de franquejar, és la barrera
que separa la sang i el cervell: la dbarrera hematoencefalica». I’Alzheimer, 'esquizofrenia,
el trastorn bipolar... totes son malalties del sistema nervios central. Si volem desagregar
la proteina B-amiloide o volem inhibir la POP, els nostres composts han d’arribar al cer-
vell. Aqui el cami que cal fer per a desenvolupar peptids llancadora és molt llarg i tot
just 'acabem de comencar. Fa només pocs mesos, amb Meritxell Teixido, hem descrit 1a
primera generacio de peptids llancadora per a travessar la barrera hematoencefalica. Es
tracta de dipeptids ciclics.” Com a prova de concepte hem demostrat que son capacos
de fer arribar al cervell molecules que, totes soles, no hi arriben, com ara la dopamina
o la baicalina.
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CONCLUSIO

Resumint, els he parlat avui d'interaccions proteina-proteina i de disseny de lligands
utilitzant metodes més o menys artesanals, 0 més o menys automatitzats; de com podem
combinar metodes tradicionals de sintesi organica amb técniques de quimica combinatoria
o de biosintesi per a produir una amplia varietat de lligands i de proteines, i de com la
RMN, juntament amb altres tecniques instrumentals, constitueix una eina potentissima
amb vista a estudiar la interacci6 lligand-proteina. He intentat també posar aquests estudis
en el seu context biologic, on el lligand es troba una série de barreres que cal superar
abans d’arribar a la proteina diana.

Tot el que els he presentat avui €s fruit d'una gran aventura col-lectiva, una aventura
feta d'il'lusio, imaginacio i treball; molt treball! Volia agrair I'esfor¢ de tot el magnific grup
d’entusiastes col-laboradors que han dut a terme tots els experiments que acabo de comen-
tar i, de manera molt especial, a les doctores Teresa Tarragd, Meritxell Teixido i Natalia
Carulla, que, a més de tirar endavant les seves linies de recerca, assumeixen quotidiana-
ment al laboratori moltes responsabilitats, codirigint projectes, discutint resultats, aportant
idees i critiques, plantejant nous objectius, etc., etc. Tot aix0 tampoc seria possible sense
la dedicacio i responsabilitat de la nostra gestora de projectes, la doctora Eva Poca. Em
queda tan sols donar les gracies a les fonts de financament del nostre laboratori aquests
darrers cinc anys i agrair-los a tots vostes la seva atencio.
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RESUM

Les proteines son molecules cabdals per al correcte funcionament dels éssers vius, que
actuen normalment en forma de xarxa. Sabem molt poc dels processos de reconeixement
molecular que governen les interaccions proteina-proteina. Un dels metodes utilitzats en
el nostre laboratori per a aquests estudis és el de ¢rencar i enganxar, metode que hem
aplicat, per exemple, a l'estudi de I'uteroglobina o al disseny de nous dominis globulars
relacionats amb la proteina A.

El disseny de lligands capacos de reconeixer «etalls» predefinits de la superficie
d'una proteina té€ una gran importancia en biomedicina, ja que, en el futur, hauria de
permetre «modular» com es vulgui les interaccions proteina-proteina. Al nostre laboratori
estem treballant en diversos sistemes de rellevancia terapeutica: inhibidors d’agregacio
de la proteina Bamiloide, xaperones quimiques» per a la P53, inhibidors d’angiogénesi
basats en el reconeixement molecular del VEGF o inhibidors de la proliloligopeptidasa
de cervell. El disseny d’aquests lligands s’enfronta amb la dificultat del nostre pobre co-
neixement, pel que fa a la quantitat, de les interaccions no covalents. No obstant aixo,
hem desenvolupat noves metodologies que combinen el disseny automatic i7 silico basat
en algorismes evolutius amb la «alidacié» experimental, utilitzant una amplia varietat de
tecniques espectroscopiques, entre les quals la ressonancia magnetica nuclear (RMN)
ocupa un lloc central.

Finalment, cal fer notar el paper important que tindran en el futur els peptids dlan-
cadora» que han de permetre que els lligands dissenyats i sintetitzats arribin a les seves
proteines diana tot travessant les diverses barreres fisiologiques, com ara la membrana
plasmatica o la barrera hematoencefalica.

441






— 23 —

RESUMEN

Las proteinas son moléculas esenciales para el buen funcionamiento de los seres
vivos, que actian normalmente en forma de red. Sabemos muy poco sobre los procesos
de reconocimiento molecular que gobiernan las interacciones proteina-proteina. Uno de
los métodos utilizados en nuestro laboratorio para este tipo de estudios es el de «ortar
y pegar, método que hemos aplicado, por ejemplo, al estudio de la uteroglobina o al
diseno de nuevos dominios globulares relacionados con la proteina A.

El diseno de ligandos capaces de reconocer «parches» predefinidos de la superficie
de una proteina cobra gran importancia en biomedicina, ya que, en el futuro, permitira
«modular a voluntad interacciones proteina-proteina. En nuestro laboratorio estamos
trabajando en distintos sistemas con relevancia terapéutica: inhibidores de la agregacion
de la proteina S-amiloide, «chaperonas quimicas» para la P53, inhibidores de angiogénesis
basados en el reconocimiento molecular de VEGF o inhibidores de la prolil oligopeptidasa
de cerebro. El disefio de estos ligandos viene dificultado por nuestro pobre conocimiento,
a nivel cuantitativo, de las interacciones no covalentes. Pese a ello, hemos desarrollado
nuevas metodologias que combinan el disefio automatico i silico basado en algoritmos
evolutivos con la «walidacion» experimental, utilizando una amplia variedad de técnicas
espectroscopicas, entre las cudles la resonancia magnética nuclear (RMN) ocupa una
posicion central. Finalmente, hay que destacar el importante papel que jugarin en el
futuro los péptidos danzadera», que permitirin que los nuevos ligandos sintéticos lleguen
a sus proteinas diana atravesando las distintas barreras fisiologicas, como la membrana
plasmatica o la barrera hematoencefalica.
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ABSTRACT

The proteins are essential molecules of life that operates normally with a network
structure.

We know very little about the molecular recognition processes that govern protein—
protein interactions. One of the methods used in our laboratory for this type of studies is
to «cut and paste», method that we have applied, for example, to the study of uteroglobin
or to the redesign of globular domains related to protein A.

The design of ligands capable of recognizing predefined «patches» of the surface of a
protein is of great importance in biomedicine since, in the future, will allow «modulating
to will protein—protein interactions. In our laboratory we are working on different systems
with therapeutic relevancy: inhibitors of the aggregation of the B-amiloid protein, «chemi-
cal chaperones» for P53, angiogenesis inhibitors based on the molecular recognition of
VEGF or human brain prolil oligopeptidase inhibitors.

The design of these ligands is hampered by our poor knowledge, at quantitative
level, of non-covalent interactions. In spite of this, we have developed new methodolo-
gies that combine the automatic design i silico based on evolutionary algorithms with
experimental «validation» using a variety of spectroscopic techniques, especially nuclear
magnetic ressonance (NMR). Finally, it is necessary to emphasize the important role that
peptide «shuttles> will play in the future. These shuttles will allow that the new synthetic
ligands to reach to their protein target overcoming different physiological barriers as the
plasmatic membrane or the blood-brain barrier.
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DISCURS DE RESPOSTA PER L’'ACADEMIC NUMERARI

Excm. Sr. Dr. Josep Font i Cierco

Des que James Watson i Francis Crick van proposar I'any 1953 (amb I'ajut dels treballs
de raigs X de Rosalind Franklin i Maurice Wilkins) una estructura de doble helix per a la
molecula del DNA, el desenvolupament de la genomica ha significat un dels avencos més
importants de la segona meitat del segle xx. Que la informacio genética quedés gravada en
un codi de només quatre lletres, les quatre bases puriques i pirimidiniques, va representar
una revolucio en la ciencia bioldgica. Durant molts anys la recerca en biologia molecular,
bioquimica i bioorganica ha estat condicionada per aquest fet i ha produit una plétora de
coneixements al voltant del misteri unitari de la vida.

Les proteines, les macromolécules biologiques més abundants, encara que conegudes
i reconegudes des de molts decennis enrere, han estat estudiades en aquest periode amb
menys intensitat: semblava que tot estava fet i que el més important era el DNA. Pero, si
els éssers vius som alguna cosa €és gracies a les nombroses funcions dels milers de pro-
teines que hi ha en una simple cel-lula. Necessitem el DNA per a transmetre a la nostra
descendencia la informacié genetica que ens fa morfologicament iguals, perd depenem de
les proteines per ser el que som. Es cert que la informaci6 genética s'expressa en forma
de proteines, perd també és cert que cada gen es pot expressar en diferents proteines,
la qual cosa possibilita aquesta gran diversitat dels éssers vius dins un rerefons genomic
molt unitari. Genoma i proteoma sén, doncs, dos pilars fonamentals de la biodiversitat.

A diferencia del DNA, les proteines s’escriuen amb vint lletres, és a dir, amb els vint
oraminoacids naturals homoquirals de la serie 1. Coneixer correctament l'estructura de
les proteines ha esdevingut una de les tasques més feixugues de la recerca quimicobio-
Idgica. Han passat molts anys des del descobriment el 1806 d’'un dels primers aminoacids
coneguts, l'asparagina, fins a determinar l'estructura seqiiencial o primaria, aixi com les
estructures secundaries, terciaries i quaternaries de proteines com ’hemoglobina, la qui-
motripsina o el collagen.

Per aix0 s’ha aplicat un potent camp visual adaptat sobretot a escala atomica, I'estruc-
tura dels aminoacids i la seva seqlienciacio, és a dir, a observar la molecula com si fos
una molecula organica classica, encara que molt més gran. La metodologia quimica de
degradacio (hidrolisi i separacio) i de sintesi va contribuir a I'estudi de la seqiienciacio
dels aminoacids (estructura primaria). Teécniques fisiques, especialment les de difraccio
de raigs X, van aportar dades crucials per a la determinacié de l'arquitectura final d’'una
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proteina i, fins i tot, per a estudiar 'assemblatge de subunitats (estructura quaternaria).

A mesura que s’aplicava un camp visual menys enfocat, la proteina adquiria unes
formes macroscopiques, amb plegaments, helixs, canals, forats, cavernes, panys, etc.,
decorats amb les restes o penjolls de cadascun dels aminoacids, a partir dels quals hom
podia assignar a la macromolecula funcions ben diferents, com les de suport estructural,
moviments musculars, rotors, receptors, reconeixement molecular, selles catalitiques
(enzims), etc., essencials per a les accions propies dels organs o aparells d’'un ésser viu:
membranes, esquelets, musculs, moviments, transmissio nerviosa, sentits, etc.

El doctor Ernest Giralt, a qui acabem de sentir en el seu discurs de recepcio en aquesta
Acadeémia, no solament ha viscut totes les fases del coneixement exhaustiu de les prote-
ines, siné que hi ha contribuit de manera molt important en totes.

El doctor Giralt va entrar en contacte amb la recerca a través de la quimica organica
classica I'any 1971, sota la direcci6 del professor Ricard Granados, elaborant una tesi doc-
toral que defensa l'any 1974 sobre benzomorfans. Res a veure amb proteines. El doctor
Granados va ser el continuador del doctor Josep Pascual i Vila en la catedra de Quimica
Organica de la Universitat de Barcelona, després de guanyar-la en una renyida oposicio,
en que també participaren dos antics collaboradors del doctor Pascual.

En aquells temps dues técniques experimentals planejaven poderosament sobre la
metodologia de treball en quimica organica: la ressonancia magnetica nuclear (RMN),
crucial per a la rapida determinacio estructural i conformacional dels compostos organics,
i la sintesi en fase solida, que permetia el creixement o la construccio seqiiencial de mo-
lecules organiques ancorades en suports polimerics insolubles, minimitzant els esforcos
de purificaci6 dels intermedis de sintesi. Probablement influenciat pel doctor Josep Cas-
tells, aleshores investigador cientific en el CSIC i que conreava amb exit aquestes dues
tecniques, perd també pel seu impetu, el doctor Giralt comenga ben aviat a interessar-se
i a publicar, com a autor Gnic o principal, treballs sobre estudis de RMN de substancies
organiques, especialment de tipus d’analisi conformacional i barreres de rotacié. Una
estada a Montpeller el va introduir en la metodologia sintetica de la fase solida per a la
sintesi sequiencial o iterativa de peptids. Aquests dos vessants, la RMN i les proteines, han
estat el seu leitmotiv de treball al llarg de la seva vida recercadora i academica.

La RMN ha evolucionat extraordinariament des dels primers aparells de 60 MHz amb
imant permanent, que van arribar a Barcelona a la meitat de la decada dels seixanta. El
doctor Giralt ha estat un dels cientifics que, en el nostre ambit, més ha impulsat I'establi-
ment d’aparells d’alta resolucié (camps magnetics més intensos, superconductors, etc.) i,
sobretot, ha introduit tecniques de treball que permeten I'elucidacio estructural de grans
molecules, com ara les proteines (RMN de carboni 13 i d’altres nuclis, espectres bidimen-
sionals i multidimensionals, seqiiencies de polsos COSY, correlacions heteronuclears com
ara HMBC i HMQC, correlacions de I'efecte nuclear Overhauser —nOe— com NOESY
i ROESY, experiments de difusio, etc.). El Centre o Servei de RMN de la Universitat de
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Barcelona, que dirigeix amb espectroscopis com el de 800 MHz, és un punt de referéncia
nacional i estatal. No és en va, per tant, que 'any 2002 rebés el Premi RMN de la Real
Sociedad Espanola de Quimica.

Avui hem pogut constatar com el doctor Giralt fa Gs de la RMN, d’'una manera ma-
gistral, per a estudiar i determinar el reconeixement molecular de superficies proteiques,
un problema cabdal per a poder entendre molts dels mecanismes bioquimics dels éssers
vius i per a poder dissenyar, per exemple, nous medicaments.

La recerca del doctor Giralt es pot delinear en dos periodes, que tenen un cert grau de
difusié o encavalcament. Podem observar un primer periode, més dedicat a problemes
sintetics, i una darrera fase, dedicada a pensar i estudiar aspectes de quimica supramole-
cular i de reconeixement molecular.

Una bona manera per a determinar i estudiar Pestructura i la funcionalitat d'una prote-
ina, igual com es fa amb altres molecules organiques, és sintetitzar-la. En aquest aspecte,
el doctor Giralt hi ha esmercat els seus millors esforcos. Ja en els seus primers treballs
trobem sintesi de peéptids biologicament prominents, com els dels factors hormonals
hipotalamics, o 'antamanida (decapeptid aillat d’ Amanita phalloides, que actua com a
antitoxina d’un altre heptapeptid toxic, la fal-loidina), etc. Treballs que no es reduiren a
copiar mimeticament la metodologia de la fase solida aplicada a la sintesi de peptids i
proteines inventada per qui va ser Premi Nobel de Quimica de 1984, Robert Bruce Mer-
rifield, sin6 que en millora la tecnica introduint noves resines, nous grups protectors de
les funcions amina o carboxil dels aminoacids i noves desproteccions d’aquests grups
protectors. Puc esmentar, per exemple, noves resines benzhidrilaminiques —com la PAB
o la NBB— i I'Gs de nous grups protectors —com I'Fmoc o el Phacm—, i la utilitzacio
del pal-ladi en la desproteccié de determinats grups protectors.

A més de resoldre aquests problemes de metodologia sintetica, molts dels seus primers
treballs estan dedicats a estudis relacionats amb les formes tautomeriques de la histidina
i amb peptids que contenen I'aminoacid cisteina i/o el seu dimer cistina amb un pont
de disulfur. Aixi, el 1989, ja va dissenyar la sintesi dels dimers paral-lel i antiparal-lel de
peptids de biscisteina. O, més endavant, va sintetitzar peptids no naturals palindromics.
D’aquest aspecte sintetic és digne de menci6 el seu article de revisié de 1993 a Tetrabe-
dron, Convergent solid-phase peptide synthesis».

Quan dic «dels seus primers treballs», em refereixo als seus primers cent articles publicats
entre 1974 i 1990, ja que hem de pensar que, en el dia d’avui, el doctor Giralt te més de
300 articles publicats en revistes de gran rellevancia (sense comptar actes i proceedings
de congressos) com son Nature, Journal of the American Chemical Society, Angewancdlte
Chemie, Chemical Reviews, Journal of Organic Chemistry, ChemBioChem, Journal of
Medicinal Chemistry, Journal of Peptide Science, etc., etc.

Linteres pel reconeixement molecular que presenten les proteines ja el va reflectir ben
aviat en un article a Anales de Quimica, de 'any 1993, i un altre a_Journal of the American
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Chemical Society del mateix any, en que descriu el primer exemple d’'una nova familia
de peptids del tipus biscisteina amb propietats de reconeixement ionic. Des d’aleshores
ha estudiat exhaustivament les funcions supramoleculars de les superficies proteiques,
des del seu laboratori al Parc Cientific de la Universitat de Barcelona i en col-laboracio
amb altres grups de treball nacionals (com els de I'ICIQ) i internacionals. Temes com
l'autoassemblatge en la formacio de superficies amififiles i el reconeixement de superhelixs
anioniques, la determinacio estructural de la Kahalida (un agent anticancerés polipeptidic
aillat d'un organisme mari), I'is d’interaccions catio-rt per a intensificar I'enlla¢ entre peptids
orhelicoidals i molecules cationiques, les propietats supramoleculars del domini M-terminal
de la yzeina, dendrimers basats en poliprolina, I'Gs de les tecniques més modernes de
la RMN i de les tecniques computacionals en les interaccions de lligands a les superficies
proteiques, etc., han estat fites ben reconegudes per la comunitat cientifica mundial.

Tal com ha indicat avui 'academic electe, la seva recerca no és solament de caracter
basic (pura, en deiem abans) siné que té implicacions practiques, especialment en la
medicina, bé per a poder dissenyar nous farmacs en forma de molecules petites, bé per
a poder obtenir vacunes emprant unicament els dominis o les parts dels antigens proteics
que actuen especificament en el reconeixement molecular. Aquest darrer camp ha estat
explorat pel doctor Giralt, per exemple per a obtenir potencials vacunes de la malaltia
virica de la febre aftosa (foot-and-mouth disease) que afecta al bestiar porci i bovi. No
cal dir, després del seu discurs, que altres aplicacions mediques, com el tractament dels
processos cancerosos o de la malaltia d’Alzheimer, podran ser tractades amb més proba-
bilitats d’exit si es coneixen amb detall els mecanismes de reconeixement molecular de
les superficies proteiques, tasca en la qual esta implicat el doctor Giralt.

Un breu repas al seu curriculum ens dona un perfil bastant acurat de la seva activitat
professional. Es llicencia en Quimica, I'any 1970, per la Universitat de Barcelona i va treure
el Dipléome d’Etudes Approfondies en Chimie Organique per la Universitat de Montpeller
i el Doctorat en Quimica per la Universitat de Barcelona, 'any 1974. En aquesta Gltima
universitat és catedratic de Quimica Organica des de 1986. Ha estat Visiting Professor a la
Universitat de California (San Diego) i Research Associate a I'Scripps Research Institute, a La
Jolla (1990). Es cap de grup del Programa de Quimica i Farmacologia Molecular del Parc
Cientific de la Universitat de Barcelona i responsable cientific del Servei de Ressonancia
Magnetica Nuclear del mateix Parc. Ha dirigit 21 tesis doctorals, ha publicat més de 300
articles en revistes internacionals de gran rellevancia, quatre llibres, diversos articles de
revisio i sis patents.

Es membre fundador de la Societat Europea de Peptids, editor del Journal of Peptide
Science des de 1994 i és on ha estat membre del consell editorial de 10 revistes de gran
prestigi internacional, com ara ChemBioChem, Chemical Society Reviews, The American
Peptide Society, etc.

Ha rebut els premis i distincions seglients: Medalla Narcis Monturiol de la Generalitat de
Catalunya (1992), Leonidas Zervas (1994), Distincio de la Generalitat de Catalunya (2001),
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Premi RMN de la RSEQ (2002) i Premi Nacional de Quimica de la RSEQ (2003). Ha estat
membre de diferents comites cientifics de diversos congressos nacionals i internacionals, i
va ser chairman del XXI European Peptide Symposium, celebrat el 1990 a Platja d’Aro.

La personalitat del doctor Giralt no queda perfilada només esmentant la seva tasca
investigadora. Ernest Giralt, com ens ha demostrat avui, és un magnific comunicador,
didactic i pedagogic. Amb poques paraules ens dona una gran informacio, ens obre els
ulls per a poder veure nitidament la problematica que ens exposa i ens presenta solucions
adients. Les seves conferencies i les seves classes —segons que em diuen els alumnes—,
han estat sempre precises, perd alhora divulgatives i a I'abast de qualsevol, encara que
no se sigui expert en el tema.

Dr'una simpatia desbordant, encara té un altre aspecte que el fa més proper a un home
multidisciplinari del Renaixement florenti que no pas a un cientific submergit en la seva
especialitat o immers en els seus problemes i absent de la cultura humanistica. Un exemple
fefaent és el seu domini de la flauta de bec amb la qual és capa¢ d’oferir encomiables
concerts, ja sigui sol o formant part del grup La dolca fusta, en el qual intervé, entre d’al-
tres, la seva esposa Dolors Ludevid, amb qui comparteix, també entre altres vivencies més
importants, la paternitat de diversos articles cientifics. Una altra faceta musical de I'Ernest
és la seva participacio al Grup de Cant Gregoria de I'Ateneu de Sant Just Desvern. Potser
perque sap que el treball en grup és cabdal per a I'aveng de la cultura i de la ciencia,
el seu reconeixement a la feina feta pels seus col-laboradors i col'laboradores n’ha estat
avui un exemple paradigmatic.

Es per tot aixd que prego a I'’Académia de Ciéncies i Arts de Barcelona que vulgui
admetre com a académic numerari el professor Ernest Giralt, ja que estic segur que, amb
el seu saber i la seva bonhomia, prestigiara aquesta institucio.

Amic Ernest, benvingut en aquesta casa, que d’ara endavant sera també la teva. I
benvingut amb la confianca que les teves aportacions contribuiran a engrandir-la.
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