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Voldria, avui, discorrer sobre la satisfac-

cio que pot produir el dedicar la vida a la

investigacio cientifica. Poques vegades he

sentit una emocio mes intensa com quan

vaig creure que havia fet descobriments

d'alguna transcendencia. Us parlare,

doncs, d'alguns d'aquells moments de la

meva vida que recordo amb mes plaer. Els

estudis de que us parlare, abasten dues

etapes de 1'activitat investigadora del meu

laboratori. Una, la fixacio de CO2 per ani-

mals i plantes; 1'altra, el descobriment i

1'estudi d'un enzim que catalitza la sintesi

de compostos analegs a 1'acid ribonucleic

(RNA) i la utilitzacio d'aquests compostos

en el desxiframent de la clau genetica.

Vers la fi dels anys 30, durant una meva

estada en el laboratori del professor PE-

TERS a la Universitat d'Oxford, vaig inte-

ressar-me per 1'estudi dels processos cel.lu-

lars que fan 1'energia metabolica utilitza-

ble pels essers vius. L'energia de les oxida-

tions cel•lulars es canalitzada mitjancant

la sintesi d'ATP (adenosina trifosfat) a

partir d'ADP (adenosina difosfat), fet que

requereix al voltant de les 10.000 calories.

Les 10.000 calories emmagatzemades a

1'enllac entre els dos ultims fosfats de

dATP son utilitzades en l'organisme en un

gran nombre de processos biologics, tals

com la contracci6 muscular, 1'absorci6 in-

testinal, la conduccio de l'impuls nervi6s,

la producc16 de calor, l'activitat mental, i

d'altres; aixi com per a efectuar la sintesi

(consumidora d'energia) d'un gran nombre

de compostos dins la cel•lula, tals com els

hidrats de carboni, les proteInes, els grei-

xos, els acids nucleics, i molts d'altres. La

sintesi de I'ATP va acoblada a l'oxidacio

cellular dels hidrats de carboni, greixos i

proteines. Es per aquest motiu que es co-

neix aquest proces amb el nom de fosfori-

laci6 oxi ativa.

El 193'svaig comencar a treballar, a Ox-
ford, en la fosforilacio oxidativa, tasca que
vaig continuar, mes tard, a Nova York.
A Oxford vaig trobar, en col•laboracio
amb Illona BANGA (del laboratori de
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SZENT-GYORGYI 1 Rudolph PETERS) que
extractes dialitzats de cervell de colom re-
querien la presencia de nucleotids d'adeni-

na (AMP, ADP, ATP) per a realitzar l'oxi-

daciO d'acid piruvic, glucosa o d'altres
productes del metabolisme hidrocarbonat.

Aquest fet suggeria una interdependencia
entre l'oxidaci0 de compostos metabolics i
fosforilacio. Aquests resultats es correspo-
nien amb resultats anteriors de KALCKAR a
Dinamarca i de BELITZER i TSIBAKOVA a
la Unio Sovietica. Es a dir, indicaven que
l'energia requerida per a la sintesi d'ATP

es generava no sols corn a resultat de la
deshidrogenaci0 de determinats interme-
diaris metabolics (per exemple, fosfoglice-
raldehid, un intermediari de la glicolisi),

sing durant el transport d'ions d'hidrogen 1
electrons a I'oxigen molecular a traves dels
nucleotids de piridina (NAD, NADP), fla-
voprote*fnes i citocroms, els anomenats ca-
talitzadors de la cadena respiratoria.
Em va semblar, aleshores, que probable-

ment mai no s'arribaria a comprendre el
mecanisme de la fosforilacio oxidativa si
no se'n coneixien les reaccions enzimati-

ques amb que estava acoblat. Aquestes
reaccions son la causa, dins la cel•lula, de
l'oxidaciO completa de la glucosa i d'altres
metabOlits a CO2 i HO a traves de diver-
ses etapes intermediaries. Aquest proces es
conegut corn a cicle de I'acid citric de
KREBS. En aquella epoca, pero, sabiem re-
lativament poca cosa de la natura i manera
d'actuar dels enzims del cicle. AixO va fer
que em decidis a estudiar-ne alguns. Vaig
comencar per la deshidrogenasa de l'isoci-
trat. Aquest enzim catalitza la descarboxi-
lacio oxidativa de l'isocitrat a a-cetogluta-
rat i CO2 en presencia de NADP i de ions
Mg o Mn; es a dir, la seguent reaccio:

isocitrat + NADP' = a-cetoglutarat + CO2
+ NADPH + H'

L'isocitrat es forma a partir del citrat,

corn ja ho havia demostrat MARTIUS, pas-
sant per cis-aconitat ; reaccio que es cata-

litzada per 1'enzim aconitasa. MARTIUS
creia que la reaccio catalitzada per la des-
hidrogenasa de l'isocitrat tenia hoc en dues
fases:

1) oxidaciO de ('isocitrat a oxalosucci-
nat.

2) descarboxilacio de I'oxalosuccinat a
a-cetoglutarat i CO,.

Per comprovar-ne la certesa , vaig deci-
dir preparar oxalosuccinat i estudiar-ne el
comportament en presencia de la deshi-
drogenasa de 1'isocitrat . L'acid oxalosucci-
nic es extremadament inestable i es descar-
boxila amb molta facilitat . El meu primer
intent d ' hidrolitzar l ' ester ethic de ('acid
oxalosuccinic ( comercialment a I'abast)
amb HC I dilu'it va ser tot un exit, si be no
n'he sabut mai el perque . L'oxalosuccinat
es redu 'ia a isocitrat , en presencia de deshi-
drogenasa isocitrica i NAPDH , i aquest
mateix enzim n'accelerava la descarboxila-
ciO en presencia d'ions Mn. La idea d'en
MARTIUS semblava, per tant, encertada.
Imagineu-vos el meu decensis quan, en ha-
ver acabat el meu primer oxalosuccinat,
vaig tractar de preparar-ne mes sense
aconseguir-ho de cap de les maneres. No
puc recordar quants assaigs vaig fer, uti-
Iitzant cada vegada HC1 menys dilu 'it, sen-
se cap exit . En la meva desesperaciO, vaig
utilitzat HCI concentrat per a la hidrolisi
i, vet aqui que allO va funcionar , amb gran
sorpresa per part meva. No volent arriscar-
me mes, vaig preparar una gran quantitat
d'acid oxalosuccinic , el qual es molt esta-
ble en forma de sal de bari . En vaig prepa-
rar forca per a completar tots els experi-
ments que volia fer i proveir-ne, amb
quantitats generoses , a d'altres investiga-
dors , i encara me'n va sobrar.

Durant molt de temps s ' havia cregut que
la fixaciO biologica del CO2 era patrimoni
exclusiu de les plantes verdes i dels mi-
croorganismes anomenats autotrofs. El
1938, pero, WOOD 1 WERKh1AN van de-
mostrar que aquesta fixaci0 tambe era rea-
litzada per microorganismes heterotrofs,
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concretament per una especie de bacteris

que fermenten la glucosa a acid propionic

(bacteris propionics ). Aquests bacteris in-

corporaven CO7 marcat amb un isotop pe-

sant de carbon" (C„O,), en els grups carbo-

xilics d ' acids dicarboxilics tals corn succi-

nic, fumaric , malic i oxalacetic . En aquell

temps, eren molt pocs el laboratoris que

havien comencat a utilitzar isotops, pe-

sants o radioactius , per a les investigations

biologiques . En el laboratori d'EVANS a la

Universitat de Chicago , es va utilitzar un

isotop radioactiu de vida extremament

curta. Es va poder demostrar que la fixacio

de CO7 no sols es donava en bacteris, sing

tambe en teixits animals , concretament en

fetge de rata , i que el CO,, de la mateixa

manera que en els bacteris , s'incorporava

als grups carboxil dels acids dicarboxilics.

El mecanisme de fixacio de CO2 a nivell

molecular era, pero, desconegut. Se'm va

acudir que una reaccio corn la catalitzada

per la deshidrogenasa isocitrica , que en un

sentit alliberava CO ,, podria causar-ne la

fixacio en vas de ser reversible i poder

actuar en sentit contrari . Si aixo era cert,

seria possible demostrar la fixacio del CO,,

no unicament per mitja dels isotops, d'us

encara molt limitat aleshores , sing amb un

senzill metode espectrofotometric . De fet,

corn havia demostrat WARBURG, pot fer-se

un seguiment de l'oxidacio i la reduccio

dels nucleotids de piridina gracies als can-

vis en l'absorcio de hum ultraviolada que

origien . Tant el NADPH corn el NADH

mostren un maxim d'absorcio a 340 nm,

en tant que el NADP' i el NAD' en presen-

ten un minim . Si la deshidrogenasa isoci-

trica afavoris la fixacio de CO7 en els grups

carboxilics de l'isocitrat ( i, secundaria-

ment, en el citrat que s'origina a partir

d'aquell isocitrat ), en coneixeriem el meca-

nisme enzimatic, si mes no, en un cas.

Vaig trigar forca a dur a la practica

aquest pensament , perque em temia que

alto no havia de rutilar. Aleshores, jo tenia

un gran amic, Efraim RACKER, que tambe
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Fig. 1. Demostracio espectrofotometrica de la reacciu
catalitzada per la deshidrogenasa isocitrica (OCHOA,
1948).

s'estava a la Facultat de Medicina de Nova

York, amb qui anava a dinar cada dia i,

sovint, tambe a fer un cafe. Les nostres

converses giraven sempre al voltant de te-

mes bioquimics. Un dia, vaig decidir-me a

comunicar-li la meva idea, afegint-hi que

no em decidia a dur-la a la practica perque

potser era massa ingenua. Sense dubtar-ho

un moment, va dir-me que no la hi troba-

va, d'ingenua, i va animar-me a fer els

experiments adients sense perdre un mo-

ment. El primer experiment va donar els

resultats que veureu a la Figura 1. La cube-

ta de 1'espectrofot6metre contenia, a mes

d'una dissolucio de bicarbonat saturada

amb CO,, una petita quantitat d'un extrac-

te de cor de pore (font de deshidrogenasa

isocitrica), isocitrat i ions Mn. La mescla

estava regulada a pH 7,2 i la temperatura

era d'uns 22'. A temps zero vaig afegir, a

la cubeta, NADP' i, com podeu veure
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pet rapid augment d'absorcio de hum
a 349 nm, en pocs minuts es va reduir a
NADPH. En aquell moment (fletxa 2), hi
vaig afegir a-cetoglutarat en concentra-
tions creixents, en tres experiments dife-
rents, 6s a dir: 3,4 (corba A), 6,8 (corba B) i
41,2 (corba C) micromols. Aleshores, la
reacci6 va comencar immediatament a
canviar el seu sentit, tal corn ho indica la
disminuci6 de (A340nm), es a dir, el
NADPH previament format es reoxida a
NADP`. La reoxidaci6 fou practicament
completa en el cas de la concentraci6 mes
elevada d'a-cetoglutarat. Vaig tornar a
comprovar la reversibilitat de la reacci6
bombollejant nitrogen dins la cubeta (en
els moments indicats per les fletxes 3 i 4).
El nitrogen desallotjava CO, i, corn a con-
segiiencia, en feia disminuir la concentra-
ci6 dins la dissolucio. Aleshores, la reacci6
canviava de sentit i comencava, de nou, la
reducci6 del NADP+. De fet, aquesta reac-
cio arriba a un punt d'equilibri que depen
de la concentraci6 dels productes que es
formen part. No crec que sigui capac de
transmetre-us la intensa emoci6 que vaig
experimentar en observar aquests resul-
tats. Recordo que vaig sortir de la petita
cambra on es trobava 1'espectrofot6metre
cridant: "Veniu, veniu a veure aixo". El
meu entusiasme m'havia fet oblidar que
eren les nou del vespre i que jo era 1'6nica
persona que encara es trobava en el labora-
tori.

L'espectrofotometre amb que vaig dur a
terme 1'experiment tot just descrit era de la
casa BECKMAN. Lhavia comprat amb un
ajut que vaig aconseguir de la Societat Fi-
losofica Nordamericana, i que havia de-
manat seguint el suggeriment del meu an-
tic mestre Otto MEYERHOF, que n'era
membre. La Societat Filosofica adquiria
l'aparell i me'l cedia per un any. Transco-
rregut aquest termini els l'havia de retor-
nar. L'aparell duia una etiqueta on deia:
"propietat de 1'American Philosophical So-
ciety". En acabar I'any, trobant-me encara

immers en els meus experiments sobre la
fixaci6 de CO2, vaig presentar a la Societat
la corresponent memoria sobre el progres
realitzat , acompanyada d'una carta en que
els demanava que em permetessin utilitzar
1'espectrofot6metre un any mes. Justifica-
va la meva petici6 amb la importancia que
jo creia que el treball tenia i adduint la
necessitat d'aquell aparell per a poder-lo
continuar . La Societat va accedir - hi gene-
rosament . Quan, en acabar el segon any,
vaig fer-los , novament, la mateixa sol.lici-
tud, la Societat va cedir I'espectrofotome-
tre a la Universitat de Nova York per una
quantitat nominal . Aquell va ser el meu
primer espectrofotometre i 1'6nic que hi va
haver en el meu laboratori durant molts
d'anys. Un dels meus col • laboradors, el Dr.
Alan GRAFLIN, va batejar- lo com el "Beck-
man filosbfic".

Jo creia que alto que ens deien deshidro-
genasa isocitrica era en realitat una mescla
de dos enzims : la deshidrogenasa isocitrica
propiament dita i la carboxilasa (o descar-
boxilasa ) de l'oxalosuccinat que, sens dub-
te, devia ser un intermediari de la reacci6.
Tanmateix, I'Alan GRAFLIN, a qui vaig en-
comanar I'estudi d'aquest problema, no ho
va poder comprovar . En aquella epoca, jo
tot just m ' havia traslladat del Departa-
ment de Bioquimica , on el meu carrec ha-
via estat el de Professor Assistent, al de
Farmacologia , on era Cap del Departa-
ment . Aixo era a la tardor del 1946. Alta
vaig tenir el meu primer estudiant de doc-
torat , t'Alan MEHLER. Tambe van estar-se
amb mi en aquella epoca en Santiago GRI-
SOLIA i I'Arthur KORNBERG. lnicialment,
vaig encarregar a MEHLER que veies si era
possible combinar una deshidrogenasa
amb una descarboxilasa i obtenir-ne una
descarboxilacio oxidativa analoga a la de
l'isocitrat . Concretament, MEHLER va
mesclar dos enzims coneguts: la deshidro-
genasa malica i la descarboxilasa de l'oxa-
loacetat. Aquests dos enzims catalitzen les
seguents reaccions:
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Malat + NAD' = Oxaloacetat + NADH
+ H' (deshidrogenasa
malica)

Oxaloacetat = Piruvat + CO2 (carboxilasa
de I'oxaloacetat)

Resultat net:
Malat + NAD' = Piruvat + CO2 + NADH

+ H'

L'equilibri de la reaccib catalitzada per

la deshidrogenasa afavoreix forca la for-

macio de malat, mentre que el de la que es

catalitzada per la carboxilasa afavoreix de

tal manera la descarboxilacio (vers la dre-

ta), que la reaccib pot esser considerada

practicament irreversible. MEHLER va

tractar, primer, de veure si, afegint malat

i NAD' a una mescla de deshidrogenasa i

carboxilasa, n'obtenia una descarboxilacio

oxidativa, amb formacio de piruvat, CO2 i

NADH; pert no va ser aixi. Va repetir els

experiments moltes vegades, canviant-ne

les condicions i provant tambe el sentit

contrari, que resultaria en la formacio de

NAD', en presencia dels dos enzims, piru-

vat, CO2 i NADH. Els experiments van ser

sempre negatius. Tanmateix, un bon dia,

1'Alan va observar que, en afegir NADP+,

pero no NAD', a un extracte de fetge de

colour, es produia, en presencia de ions

Mn, una rapida oxidacio del malat. Aquest

va ser I'origen del descobriment d'un nou

enzim que vam anomenar enzim malic.

Aquest enzim catalitza una reaccio analo-

ga a la catalitzada per la deshidrogenasa

isocitrica, es a dir:

L-malat + NADP' = Piruvat + CO2 +

NADP + H'

en presencia de ions Mn. La reaccio es

reversible i, en el sentit de dreta a esque-

rra, causa la fixacio de CO, en un dels

carboxils del malat. De la mateixa manera

que la reaccio de la deshidrogenasa isoci-

trica, aquesta tambe pot seguir-se per es-

pectrofotometria. Aquest enzim va ser pu-

riflcat 1 estudiat detalladament per MEH-

LER, KORNBERG, GRISOLIA i d'altres in-

vestigadors del nostre laboratori. A la

Figura 2, la cubeta de 1'espectrofot6metre

contenia una soluc16 regulada a pH 7,4,

ions Mn i les addicions que ara detallare.

Per a la corba 1, NADP+, enzim malic par-

cialment purificat i, a temps zero, L-malat.

Corn es pot veure per l'augment d'absorc16

de la hum a 340 nm, el NADP+ es va re-

duir rapidament, cosa que indica un pro-

gres de la reaccib d'esquerra a dreta. Per

les corbes 2 i 3, es va afegir a ]a cubeta

enzim malic i NADPH (fixeu-vos en 1'ele-

vada absorc16 inicial a 340 nm) i, a temps

zero, piruvat. En el cas de la corba 2, s'hi

va afegir bicarbonat saturat amb CO2 en el

moment indicat per la lletra A. En el de la

corba 3, s'hi va afegir piruvat i bicarbonat

simultaniament a temps zero. Es evident

que l'addicib de bicarbonat-CO, a una dis-

solucio que contingui enzim malic,

NADPH i piruvat fa que la reaccio pro-

gressi de dreta a esquerra, es a dir, en el

sentit de la fixacio de CO2. Els nostres

experiments amb la deshidrogenasa isoci-

trica i 1'enzim malic van demostrar que, en

teixits animals, hi ha enzims capacos de

catalitzar la fixacib de CO2 en els grups

carboxilics d'acids policarboxilics com l'i-

socitrat i el malat i que aquesta fixacio pot

estudiar-se amb un senzill metode espec-

trofotometric. Arribem, per tant, a la con-

clusib que, encara que es tracti d'una reac-

cio que to hoc en dues etapes, cadascun

d'aquests dos enzims, la deshidrogenasa

isocitrica i 1'enzim malic, poden esser con-

siderats com un enzim unic amb dos cen-

tres actius: un per a la hidrogenacio-

deshidrogenacib i 1'altre per a la carboxila-

cio-descarboxilacio.
Transcorregut un cert temps, Wolf VISH-

NIAC i jo vam obtenir, en el tub d'assaig,

una reaccib que podia considerar-se corn a

model de la reaccio fonamental de la foto-

sintesi. Vam fer una mescla d'enzim malic

i preparats de cloroplasts d'espinacs que,

en esser suplementats amb ions Mn,
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Fig. 2. Demostraci6 espectrofotometrica de la reacci6 catalitzada per I'enzim malic (OCHOA et u(., 1948).
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Fig. 3. Reducci6 fotoquimica de NADP', en preparats d'espinac, acoblat amb la reducci6 carboxilant
(fixaci6 de CO) de pivurat a L-malat en presencia d'enzim malic (WISHNIAC i OCHOA, 1951).
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NADP, piruvat, bicarbonat saturat amb

CO,, i il•luminats, sintetitzaven L-malat

despres d'uns quants minuts. La reaccio es

deu al fet que els cloroplasts, mitjancant

1'energia luminica, provoquen la reduccio

de NADP' a NADPH + H', i el NADPH

promou la sintesi de L-malat a partir de

piruvat i CO2, en presencia de 1'enzim ma-

lic. Aquests experiments van demostrar,

per primera vegada, la capacitat dels cloro-

plasts de produir la reduccio fotoquimica

dell nucleotids de piridina, una reaccio

basica de la fotosintesi. La Figura 3 il-lus-

tra aquests experiments. El sistema com-

plet contenia una preparacio de cloro-

plasts, NADP', enzim malic, piruvat i

bicarbonat saturat amb CO2. La corba 1

ens mostra la sintesi gradual de L-malat

(determinat per un metode enzimatic) en

el sistema il•luminat. No es produia cap

sintesi quan hi mancaven 1'enzim malic

(corba 2), la Ilum (corba 3) o el NADP'

(corba 4).

La polinucleotid -fosforilasa i la clau

genetica

El 1954, un deu anys despres del meu

ultim treball sobre fosforilacio oxidativa,

em va semblar, de manera un tant inge-

nua, que ja anava essent hora de tornar a

aquell tema. Vaig pensar, de manera molt

simplista, que havia de buscar enzims ca-

pacos de convertir ADP en ATP i que la

millor manera d'estudiar aquesta reaccio

era determinar la incorporacio de fosfat

radioactiu a IATP. Vaig creure tambe que

tindria mes possibilitats de trobar aquests

enzims en extractes del bacteri Azotobacter

inelandii, quc tenia la capacitat d'oxidar

molt activament glucosa, piruvat i d'altres

compostos intermediaris del cicle de l'acid

citric. Feia poc havian arribat al laboratori

dos estudiants postdoctorals: Ernie ROSE,

procedent de la Universitat de Chicago, i

Marianne GRUNBERG-MANAGO de l'Insti-

tut de Biologia Fisico-Quimica (Fundacio

Rotschild) de Paris. Un altre dels proble-

mes que en aquella epoca m'interessaven

era el mecanisme de la fosforilacio de 1'a-

cetat a acetilfosfat per un enzim bacteria.

Vaig explicar els dos projectes als meus

dos nous col•laboradors i els vaig demanar

que em diguessin en quin d'ells prefirien

treballar. No s'ho van pensar gaire; Bernie

va escollir l'acetilfosfat i Marianne la fos-

forilacio oxidativa.

Els extractes d'Azotobacter semblaven

promoure molt activament la incorporacio

de fosfat marcat amb 32P en 1ATP i vam

purificar parcialment la proteina o protei-

nes que catalitzaven aquesta incorporacio.

En aquell temps, la majoria dels productes

utilitzats en la investigacio bioquimica ja

podien esser obtinguts comercialment.

Vam comencar utilitzant un preparat

amorf d'ATP, el mes pur que hi havia

aleshores en el mercat. Quan feia un mes o

dos que haviem comencat 1'experiment, es

va posar a la venda un preparat cristal•li i,

com que vam pensar que devia ser mes

pur, vam decidir d'utilitzar-lo. Amb

aquest ATP cristal•li, pero, no es produia

cap reaccio. De moment, aixo ens va ale-

grar, ja que vam pensar que IATP menys

pur devia contenir un coenzim, fins ales-

hores desconegut, necessari per a la reac-

cio. Pero no era aixi. En analitzar el nostre

ATP amorf, a la recerca del nou coenzim,

vam trobar que I'ATP nomes estava conta-

minat per una petita quantitat d'ADP

(producte de la seva hidrolisi) i que, quan

la incubacio es feia amb ADP en comptes

d'ATP, I'ADP incorporava fosfat radioac-

tiu. De moment, aixo va desanimar-nos.

Indubtablement, aquest fenomen no podia

tenir relacio amb la fosforilacio oxidativa,

pero, al cap i a la fi, ningu no havia demos-

trat 1'existencia d'una incorporacio enzi-

matica de radiofosfat en dADP en les con-

dicions que nosaltres vam utilitzar. Sens

dubte, teniem una nova reaccio entre les

mans. Aviat ens vam adonar que la incor-
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poracio de radiofosfat es produIa, no sols
quan el preparat d'Azotobacter s'incubava
amb ADP, sing tambe quan s'incubava
amb d'altres nucleosid-difosfats tals corn
1'UDP, el CDP i 1'IDP. La Taula I il•lustra

la incorporacio de radiofosfat en els nu-
cleosid-difosfats que tot just us he indicat
amb preparats de 1'enzim d'Azotobacter de
diferent grau de puresa. L'enzim B era
unes deu vegades mes actiu per miligram
de proteina que 1'enzim A. La incorporacio
de 32P ortofosfat es va determinar despres
d'incubar I'enzim durant quinze minuts a
30' amb un nucleosid-difosfat en presencia
de ions Mg. Es va prendre corn a unitat
d'enzim aquella quantitat que catalitza la
incorporacio d'un micromol de fosfat en
quinze minuts, i la seva activitat especifica
es va expressar en unitats per mg de pro-
telna. A l'tiltima columna veureu que la
relacio d'activitats especifiques d'ambdos
preparats es, practicament, la mateixa amb
els diversos nucleosids-difosfats. Aixo sug-
gereix que un mateix enzim catalitza la
reaccio de tots ells. Tambe vam trobar que
1'enzim catalitza I'alliberament d'ortofo-
fat, si s'incubava amb nucleosid-difosfats a
concentrations relativament elevades.
Aquest alliberament s'il•lustra en la Figu-
ra 4. Les dissolutions, regulades a pH 8,1,
contenien enzim parcialment purificat,
ions Mg i, o be ADP, GDP, UDP, CDP o
IDP, o be mescles d'ADP i UDP, o
d'ADP, GDP, UDP i CPD. En I'tiltim cas,
la mescla contenia totes les bases (adenina,
guanina, uracil i citosina) que es troben at
RNA. Les dissolutions (a les quals es va
afegir una gota de tolue corn a bacteriosta-
tic) van ser incubades unes quantes hores i
es va seguir el curs de la reaccio per I'alli-
berament d'ortofosfat, fins arribar a I'equi-
libri. Feta excepcio del GDP, que reaccio-
na pobrament, la reaccio va arribar a
1'equilibri en alliberar-se de un 60 a un 80
per cent de la quantitat maxima de fosfat
alliberable. Aleshores ens va semblar que
haviem trobat una reaccio enzimatica d'es-
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Fig. 4. Alliberacio d'ortofosfat durant la sintesi de
polinucleotids, a partir de nucleosid-difosfats, cata-
litzada per la polinucleotid fosforilasa (GR1NBERG-
MANA60 c! al., 19 5 6).

cas o gens d'interes; es a dir, una hidrolisi
de I'ADP i d'altres nucleosid-difosfats a
AMP i altres nucleosids-monofosfats. En
el cas de IADP.

ADP + H,O = AMP + ortofosfat

El fet curios era que la reaccio fos reversi-
ble, corn ho mostrava el fet de que hi ha-
gues incorporacio d'ortofosfat en els nu-
cleosid-difosfats, i no semblava probable
que una reaccio hidrolitica fos reversible.
Al llarg d'unes quantes setmanes vam trac-
tar de demostrar la formacio d'AMP a par-
tir d'ADP en presencia de 1'enzim d'Azoto-
bacter. Finalment, ens vam adonar que
1ADP es convertia en un polimer d'elevat
pes molecular amb alliberament d'ortofos-
fat. Aquest polimer era un acid poliadeni-
lie constituit per un gran nombre de resi-
due d'AMP i el vam anomenar poll (A).
Incuvabem ADP amb enzim parcialment
purificat, en presencia de ions Mg, i atura-
vem la reaccio per desproteinitzacio amb
acid tricloroacetic. Pensant que I'ADP
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TAULA I

Catalisi per la polinucleotid - fosforilasa de
l'intercanvi d'ortofosfat marcat amb ;2 P amb el
fosfat terminal de diversos nucleosid -difosfats

(OcHOA, 1967)

Nucleosid IctiritaI especilira Relucio
dilbsfat ['11:,m a En:itn h 1'.a

ADP 50 528 10,6
GDP 45 450 10,0
UDP 77 690 9,0
CDP 48 425 8,8
IDP 60 515 8.6

s'hidrolitzava amb AMP (un compost acid

soluble) en separar-se la fraccib soluble del

precipitat proteic per centrifugacib, cerca-

vem AMP a la fracci6 soluble, perb mat no

I'hi trobavem. Vam veure, en canvi, que es

formava un polimer insoluble en acid tri-

cloroacetic i que es trobava, per tant, en el

precipitat. En dissoldre el precipitat en ai-

gua, el polimer precipitava per addicio d'e-

tanol. Podeu imaginar-vos quina va ser la

meva emocio quan vaig adonar-me d'allo

que en realitat ocurria: la primera sintesi,

fora de la cel•lula, d'una reaccio enzimati-

ca. La Taula 2 il•lustra la preparacib de

diversos polinucleotids. Va incubar-se en-

zim d'A:otobacter amb diversos nuclebsid-

difosfats, o amb mescles d'uns quants

Wells i es va determinar el progres de la

reacci6 per i'alliberament d'ortofosfat. En

tots els casos es va continuar la incubaci6
fins al moment en que la reacci6 arribava a

1'equilibri, fet que es va esdevenir entre les

quaranta i quaranta-sis hores . Els polinu-

cleotids van ser aillats per precipitacib

amb etanol , seguida de dialisi exhaustiva

contra aigua destil • lada i liofilitzaci6. Com

que la presencia de GDP alenteix la reac-

ci6, per a preparar polimers amb GDM,

vam disminuir la concentraci6 de GDD

relativa a la dels altres nucleosid -difosfats i
vam augmentar forca la quantitat d'enzim.

Mes endavant vam observar que alguns

oligonuclebtids poden actuar com a inicia-

dors de la reaccio amb GDP i augmenten

considerablement la sintesi de polinucleo-

tids que contenen residus de GMP. El nou

enzim catalitza la seguent reaccio:

n XDP = ( XMP),, + nP,

en que X representa una base nucleotidica
(adenina, hipoxantina , guanina, uracil, ci-
tosina ) i P, dortofosfat. Com podeu veure,
la reaccio es reversible i, en el sentit de
dreta a esquerra , causa la ruptura dels poli-
nucleotids per un proces de fosforilisi. La
reversibilitat de la reaccio explica perque
s'incorpora ortofosfat en la posicib del fos-
fat terminal del nucleosid -difosfat. La
reacci6 es formalment analoga a la cata-
litzada per l'enzim descobert per Carl i
Gerty CORI, es a dir,

TAULA 2

Sintesi de diversos polinucleotids amb polinucleotid -fosforilasa d'Azotobacter vinelandii
(GRUNBF RG-MANAGO et a!., 1956)

Am/'(Aid Quantitat l ipus do palinucleinid Quantitat Quantitat
di/os/uts d'enam sintetit:at maxima de dc polinucle6tid

substrat ohtingut
polimerit_at

(mg) (unitats) (`u) /mg)

ADP (1000) 80 Poli (A) 60 356
UDP (200) 20 Poll (U) 59 75
ADP (l80)+t1DP (180) 32 Poli (A.U) 46 88
IDP (200) 19 Poli (1) 80 82
CDP 16 Poli (C) 70 40
ADP (299), GDP
(100), UDP (200),
CDP (200) 725 Poli (A.G.U.C) 64 154
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n glucosa- l -fosfat = (glucosa)n (glucogen,
mido) + nP;

per la qual cosa vaig suggerir el nom de
polinucleotid-fosforilasa per el nou enzim.
La primera comunicacio sobre la polinu-

cleotid-fosforilasa va apareixer l'estiu de
1955 com una "carta als editors" del Jour-
nal ofthe American Chemical Society, mal-
grat la critica adversa d'un del referees.

R. C. WARNER va descobrir, en el nostre
laboratori, que, mesclant una dissolucio de
poll(A) amb una altra de poll(U) (A: adeni-
na i U: uracil son bases complementaries
que es lliguen mutuament mitjancant en-
llacos d'hidrogen), es produeix un visible
augment de viscositat causat per la forma-
66 d'un complex bicatenari helicoidal [po-
li(A).poli(U)], d'estructura molt mes rigida
que els seus components. Alexander RICH
(MIT) va aplicar 1'analisi de difraccio de
raigs X a I'estructura d'aquests polimers i
va observar que, de manera semblant el
DNA, el poli(A).poli(U) tambe to una es-
tructura de doble helix. Poc temps mes
tard, Paul DOTY (Harvard) va servir-se ex-
tensament dels polinucle6tids sintetics en
el seu treball fonamental sobre 1'enllaca-
ment de cadenes complementaries d'acids
nucleics, base de les modernes tecniques
d'hibridacio.
Amb la col•laborac16 de WARNER (N.Y.

University) i la de L. HEPPEL, R. HILLMOE
i M. SINGER (NIH), vam establir que amb
una mescla de nucleosid-difosfats, corres-
ponents als residus nucleotidics que es tro-
ben al RNA natural, la polinucleotid-
fosforilasa catalitza la sintesi de polinu-
cle6tids molt semblants al RNA. L'estruc-
tura d'aquests polimers es identica a la del
RNA; pero, en tant que els nucleotids del
RNA natural es troben encadenats en un
ordre caracteristic de cada RNA, en els
sintetitzats per la polinucleotid-fosforilasa
estan encadenats a I'atzar. Amb M. STAHE-
LIN i D. BRUMMOND, vam observar que la
polinucleotid-fosforilasa es troba amplia-

ment distribu'ida en els bacteris. En canvi,
nomes la vam trobar excepcionalment, i
en quantitats infimes, en teixits animals.
No semblava, per tant, que aquest enzim
participes a la sintesi biologica del RNA:
mes aviat devia funcionar en la seva degra-

dacio. A hores d'ara encara no se sap si
aixo es aixi. Algun temps mes lard, en
diversos laboratoris, entre els quals el nos-
tre, es va trobar un enzim, la RNA polime-
rasa. Aquest enzim, servint-se d'una de les
cadenes del DNA com a motile o gui6, en
copia la sequencia de bases i dona lloc a
l'anomenat RNA missatger. Aquest, al seu
torn, actua de motile en la sintesi de pro-
te*fnes de manera tai que la sequencia d'a-
minoacids de que es composen ve determi-

nada per la sequencia de les bases del
DNA. Aixi es com s'expresa en els essers

vius la informaci6 genetica continguda al

DNA. El pas del DNA al RNA missatger

es conegut com a transcripcio i el del RNA

missatger a proteina corn a traducci6 del

missatge genetic.

La importancia de la poll nucleotid-fos-
forilasa es basa en el fet que permet de
sintetitzar una gran varietat de ribopolinu-

cle6tids que han servit de model per I'estu-
di de certes propietats fonamentals dels
acids nucleics i, sobretot, en 1'us que se'n
va fer en el nostre laboratori i en el de
Marshall NIRENBERG (NIH) per a desxi-
frar la clau genetica. Es podria dir que la
polinucleotid-fosforilasa va jugar, en

aquest cas, un paper semblant al de la
famosa "Pedra de Rosetta" en el dels.jero-

gllfics egipcis per CHAMPOLION.

El 1960 se suposava, per consideracions
te6riques, i, sobretot, pels enginyosos ex-
periments genetics de Francis CRICK I els
seus col•laboradors, que cada tres bases
consecutives del RNA missatger especifi-
caven un aminoacid; es a dir, que la clau
genetica era un codi de triplets. D'altra
banda, NIRENBERG i d'altres havien prepa-
rat extractes bacterians (E. coli) capacos de
sintetitzar proteines a partir d'una mescla
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TAULA 3

Sintesi de polipeptids que contenen diversos aminoacids en un sistema acel • lular d 'Escherichia coli

programat amb polinucleotids sintetitzats amb polinucleotid -fosforilasa (LENGYEL et al., 1961;

SPE:YER et al., 1962)

.I imnocirid mwral Incorporaciio d'amrnoacids marcats amh 14"(''

amid H( Sense Amb 4mh Amh Imh

polinucleotid Poll (L) Poll (U.O Poli (('..4) Poll (U. G)

Fenilalanina 20 13000 7000 3000 1700

Serina 20 20 1000 10 20

Tirosina 20 20 750 30

Leucina 20 300 1500 460 370

Isoleucina 10 90 320 620 30

Prolina 20 20 600 30 10

Valina 20 20 10 40 300

Cisteina 10 50 10 10 400

*Valors expressats en picomols per mg de proteina ribosomica.

(ada incubacio contenia un dels aminoacids marcats amb 1'C que s'indiquen a la primera columns, mes els altres aminoacids

sense marca radioactiva, a mes del tampo, Mg'', KCI, ATP, GTP, un extracte d'E. coli que contenia els RNAs de transferencia

amb les corresponents aminoacil-tRNA sintetases, i ribosomes d'E. coli. Despres d'incubar una hora a 37° es va determinar la

incorporacio de radioactivitat en productes (polipeptids) insolubles en acid tricloroacetic calent. La proporcio de bases en els

copolinucleotids utilitzats era do 5 U, I C. A o G. respectivament.

d'aminoacids, en presencia de GPT, ATP

(com a font d'energia) i preparats de RNA

natural que, possiblement, contenien

mRNA. Aleshores vam pensar que, si poli-

nucleotids preparats amb polinucleotid-

fosforilasa actuaven com a missatgers en

aquests sistema, devien dirigir la sintesi de

proteines, depenent-ne la composicio d'a-

minoacids de la composicio de bases dels

mateixos i que potser podien ser utilitzats

per a desxifrar la clau genetica. Els meus

col•laboradors Peter LENGYEL i Joseph

SPEYER estaven convencuts que aquells ex-

periments obririen un cami per a la soluci6

del problema i van iniciar-ne el treball a

comencaments de 196 1. Malhauradament,

NIRENBERG se'ns va avancar amb la sensa-

cional observaci6 que els extractes de E.

co/i formaven polifenilalanina en afegir-los

poli(U) en comptes de RNA missatger.

Aixi es va descobrir el primer triplet de la

clau genetica, UUU. Aviat vam confirmar

l'observaci6 de NIRENBERG. Al mateix

temps vam veure, pero, que, en tant que el

poll(U) tan sols promovia la incorporacio

de fenilalanina en un polipeptid (polifeni-

lalanina) insoluble en acid tricloroacetic,

polinucleotids com el poli(U.C) en promo-

vien la de fenilalanina, serina, tirosina,

leucina i isoleucina; i el poli(U.G) la de

fenilalanina, leucina, valina i cisteina, com

podeu veure a la Taula 3. Quan, en el nos-

tre primer experiment, LENGYEL, SPEYER i

jo vam observar amb ansia el comptador

de radioactivitat i vam veure que els poli-

nucleotids que contenien dues bases dife-

rents promovien la incorporacio de diver-

sos aminoacids, el nostre entusiasme no

tenia limits. Aquests resultats, que nosal-

tres vam ser els primers a obtenir, demos-

traven clarament que el poli(U.C), a mes

de triplets UUU, que codificaven la fenila-

lanina, en tenien d'altres, com UCC,

UCU, CUC, etc., que codificaven la leuci-

na, isoleucina, serina i prolina; i que el poli

(U.A) tenia, a mes de UUU, triplets, com

UGU, UUG, etc., que codificaven la leuci-

na, valina i cisteina. Sempre recordare

aquell moment com un dels mes emocio-

nants de la meva vida.

El setembre de 1961 hi va haver una

reuni6 de la Secci6 de Microbiologia de

I'Academia de Medicina de Nova York en

la que NIRENBERG va presentar els seus

pioners resultats amb el poli(U). Ell tambe

havia provat, com es logic, 1'efecte de co-
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T.AULA 4
Accio mutagenica de ('acid nitros sobre el poll (U .A) (BASILto et al., 1962 )

Aminoacid Incorporacin d'aminoacids marcats amb "(''
mart-at amb A' Pol, (U.A) intacte arnh Poli (('..A) trartat

amh IINO,

Fenilalanina 11800 3600
Leucina 1700 300
Isoleucina 1500 70
Tirosina 3100 120
Valina 0 330
Cistefna 0 160

*Valors expressats en picomols per mg de proleina ribosomica.
Les conditions experimentals foren corn a la Taula 3 excepte que els valors corresponen a la incorporacio neta d'aminoacids
obtinguda per substraccio de les petites quantitats incorporades en absentia de polinucleotid missalger.

polinucleotids que contenien mes d'un ti-
pus de base, els quals li havien estat pro-
porcionats pels nostres antics col.labora-
dors HEPPEL i SINGER. De manera sorpre-
nent , pero, van resultar inactius. En aque-
Ila mateixa reunio Jo vaig anunciar els
nostres resultats positius, que van ser re-
buts amb un entusiasme extraordinari. La
primera publicacio d'una llarga serie titu-
lada "Polinucleotids sintetics i el codi d'a-
minoacids" va apareixer el desembre de
1961 en els Proceedings of the National
Academy of Sciences USA. Vam concloure

aquest treball expressant la nostra convic-
cio que, de manera paral • lela a NIRENBERG
i els seus col • laboradors, haviem obert una
via experimental per at desxiframent i es-
tudi de la clau genetica. La nostra convic-
cic que anavem per bon cami va ser com-
pleta quan vam observar que hi havia un
canvi en els aminoacids codificats pel poll
(U.A) despres de tractar - lo amb acid ni-
tros. Aquest acid desamina la adenina i la
converteix en hipoxantina , de tal manera
que els seus residus d'AMP (acid adenilic)
es converteixen en residus d'IMP (acid
inosinic ), un analeg del GMP (acid guani-
lic). Per tant , el poli(U.A) es converteix en
poli(U.I), un analeg del poli (U.G). El seu
codi, doncs , hauria de canviar , d'acord
amb aquesta conversio . Aixi va ser , efecti-
vament , com ho podeu veure a la Taula 4.
Despres del tractament amb acid nitros, la

capacitat del poli(U.A) de promoure la in-
corporacio de la isoleucina i tirosina va
disminuir considerablement . Va apareixer,
en canvi , la capacitat de promoure la in-
corporacio de valina i cisteina. Com era
d'esperar, el poli ( U.I) causava la incorpo-
raci6 dels mateixos aminoacids que el poll

(U.G). Aquest resultats s'ajustaven a l'ob-

servacio de WITTMANN ( Institut Max
Plank , Tubingen ) que a la coberta proteica
del virus del mosaic del tabac mutage-
nitzat amb acid nitros hi havia , entre d'al-

tres , una substitucio d'isoleucina per vali-

na. Haviem provocat , per tant , una muta-

cib del poli ( U.A) que corresponia a una de

les que l'acid nitros provoca en els virus.

En poc temps, el grup de NIRENBERG va
preparar polinucleotid - fosforilasa, amb

que van obtenir copolinucleotids actius i
va iniciar-se, aleshores , una cursa entre els

dos laboratoris que va resultar en la publi-

cacio de frequents comunicacions en els

PNAS amb resultats molt concordants. La
nostra descoberta que el poll(A) dirigia la
sintesi de polilisina (AAA codifica, per

tant, la lisina ) i la del grup de NIRENBERG

de que el poli (C) dirigia la sintesi de poll

prolina (CCC codifica , per tant la prolina)

van facilitar sobremanera aquest estudi.

En una mica mes d'un any, haviem trobat

la composicio , pero no la segiiencia, de
bases de la major part dels 64 triplets de la

clau genetica , obrint el cami per el seu
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desxiframent total pels grups de NIREM-

BERG i KHORANA. Corn les proteines tan

sols contenen 20 especies d'aminoacids, es

evident que la clau genetica es redundant;

es a dir, molts aminoacids estan codificats

per dos o mes triplets.

En conclusio, voldria haver estat capac

de transmetre-us part de l'emocio que tot

cientific sent quan troba alguna cosa de

nou, alguna cosa que ell es el primer a

veure. Per a ml no hi ha emoci6 compara-

ble a la que produeix l'activitat creadora,

tant en ciencia com en l'art, literatura o

d'altres ocupacions de la intel•ligencia hu-

mana. El meu missatge, que adreco so re-

tot als joves, es que, si senten inclinacib

per la Ciencia, la segueixin, perque no dei-

xara de proporcionar-los satisfaccions ini-

gualables. Es ben cert que abunden els mo-

ments de desanim i frustracio; pero

aquests s'obliden aviat, en tant que les sa-

tisfaccions no s'obliden mai.
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