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Voldria, avui, discorrer sobre la satis-
faccio que pot produir dedicar la vida a
la investigacié cientifica. Poques vegades
he sentit una emocié més intensa com
quan vaig creure que havia fet descobri-
ments d’alguna transcendéncia. Us parlaré,
doncs, d’alguns d’aquells moments de la
meva vida que recordo amb més plaer. Els
estudis de que us parlaré abasten dues eta-
pes de lactivitat investigadora del meu
laboratori. Una, la fixacié de CO, per part
d’animals i plantes; l'altra, el descobri-
ment i I'estudi d’'un enzim que catalitza la
sintesi de compostos analegs a l'acid ribo-
nucleic (RNA) i la utilitzacié d’aquests
compostos en el desxiframent de la clau
genetica.

Vers la fi dels anys trenta, durant una
meva estada en el laboratori del professor
Peters a la Universitat d’Oxford, vaig
interessar-me per l'estudi dels processos
cellulars que fan I'energia metabolica utilit-
zable pels éssers vius. L'energia de les oxi-
dacions cellulars és canalitzada mitjancant
la sintesi d’ATP (adenosina trifosfat) a par-
tir d’ADP (adenosina difosfat), fet que re-

quereix al voltant de les 10.000 calories.
Les 10.000 calories emmagatzemades a
I'enllag entre els dos ultims fosfats de I’ ATP
son utilitzades en l'organisme en un gran
nombre de processos biologics, com ara la
contraccié muscular, 'absorcié intestinal,
la conduccié de I'impuls nervids, la pro-
duccid de calor, I'activitat mental, i d’altres,
aixi com per a efectuar la sintesi (consumi-
dora d’energia) d’un gran nombre de com-
postos dins la cellula, com ara els hidrats
de carboni, les proteines, els greixos, 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 coneix aquest
procés amb el nom de fosforilacié oxida-
tiva.

El 1931 vaig comengar a treballar, a Ox-
ford, en la fosforilacié oxidativa, tasca que
vaig continuar, més tard, a Nova York. A
Oxford vaig trobar, en collaboracié amb
Illona Banga (del laboratori de Szent-
Gyorgyi i Rudolph Peters), que extractes
dialitzats de cervell de colom requerien la
preséncia de nucleotids d’adenina (AMP,
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ADP, ATP) per a realitzar 'oxidacié d’acid
pirtvic, glucosa o d’altres productes del
metabolisme hidrocarbonat. Aquest fet
suggeria una interdependencia entre 'oxi-
dacié de compostos metabolics i la fosfori-
laci6. Aquests resultats es corresponien
amb resultats anteriors de Kalckar a Dina-
marca i de Belitzer i Tsibakova a la Unio
Sovietica. Es a dir, indicaven que l'energia
requerida per a la sintesi d’ATP es genera-
va no sols com a resultat de la deshidroge-
nacié de determinats intermediaris meta-
bolics (per exemple, fosfogliceraldehid, un
intermediari de la glicolisi), sin6 durant el
transport d’ions d’hidrogen i electrons a
I'oxigen molecular a través dels nucleotids
de piridina (NAD, NADP), flavoproteines i
citocroms, els anomenats catalitzadors de
la cadena respiratoria.

Em va semblar, aleshores, que probable-
ment mai no s’arribaria a comprendre el
mecanisme de la fosforilacié oxidativa si
no se’'n coneixien les reaccions enzimati-
ques amb que estava acoblat. Aquestes re-
accions son la causa, dins la célula, de l'o-
xidacié completa de la glucosa i d’altres
metabolits a CO, i H,O a través de diverses
etapes intermediaries. Aquest procés és co-
negut com a cicle de I'acid citric de Krebs.
En aquella época, perod, sabiem relativa-
ment poca cosa de la natura i manera d’ac-
tuar dels enzims del cicle. Aixo va fer que
em decidis a estudiar-ne alguns. Vaig co-
mengar per la deshidrogenasa de liso-
citrat. Aquest enzim catalitza la descar-
boxilacié oxidativa de lisocitrat a a-
cetoglutarat i CO, en preséncia de NADP i
d’ions Mg o Mn; és a dir, la reaccio se-
glent:

isocitrat + NADP" = a-cetoglutarat + CO, +
NADPH + H”

Lisocitrat es forma a partir del citrat,
com ja ho havia demostrat Martius, pas-

sant per cis-aconitat; reaccio que és catalit-
zada per l'enzim aconitasa. Martius creia
que la reaccié catalitzada per la deshidro-
genasa de l'isocitrat tenia lloc en dues fa-
ses:

a) Oxidacio6 de l'isocitrat a oxalosuccinat;
b) descarboxilacié6 de l'oxalosuccinat a a-
cetoglutarat i CO..

Per a comprovar-ne la certesa, vaig deci-
dir preparar oxalosuccinat i estudiar-ne el
comportament en presencia de la deshi-
drogenasa de l'isocitrat. L'acid oxalosucci-
nic és extremament inestable i es descarbo-
xila amb molta facilitat. El meu primer
intent d’hidrolitzar l'ester etilic de l'acid
oxalosuccinic (comercialment a l’abast)
amb HCI diluit va ésser tot un éxit, si bé no
n’he sabut mai el perque. L'oxalosuccinat
es reduia a isocitrat, en presencia de deshi-
drogenasa isocitrica i NAPDH, i aquest
mateix enzim n’accelerava la descarboxila-
ci6 en presencia d’ions Mn. La idea d’en
Martius semblava, per tant, encertada.
Imagineu-vos el meu desencis quan, en ha-
ver acabat el meu primer oxalosuccinat,
vaig tractar de preparar-ne més sense
aconseguir-ho de cap de les maneres. No
puc recordar quants assaigs vaig fer, utilit-
zant cada vegada HCl menys diluit, sense
cap exit. En la meva desesperacid, vaig uti-
litzat HCI concentrat per a la hidrolisi, i vet
aqui que allo va funcionar, amb gran sor-
presa per part meva. No volent arriscar-me
més, vaig preparar una gran quantitat d’a-
cid oxalosuccinic, el qual és molt estable en
forma de sal de bari. En vaig preparar for-
¢a per a completar tots els experiments que
volia fer i proveir-ne, amb quantitats gene-
roses, a d’altres investigadors, i encara
me’n va sobrar.

Durant molt de temps s’havia cregut que
la fixacio biologica del CO, era patrimoni
exclusiu de les plantes verdes i dels micro-
organismes anomenats autotrofs. EI 1938,
pero, Wood i Werkman van demostrar
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que aquesta fixacio també era realitzada
per microorganismes heterotrofs, concre-
tament per una espécie de bacteris que
fermenten la glucosa a acid propionic (bac-
teris propionics). Aquests bacteris incorpo-
raven CO, marcat amb un isotop pesant de
carboni (Cy30,), en els grups carboxilics d’a-
cids dicarboxilics com ara succinic, fuma-
ricc, malic i oxalacetic. En aquell temps,
eren molt pocs el laboratoris que havien
comencat a utilitzar isotops, pesants o ra-
dioactius, per a les investigacions biologi-
ques. En el laboratori d’Evans a la Univer-
sitat de Chicago es va utilitzar un isotop
radioactiu de vida extremament curta. Es
va poder demostrar que la fixacié de CO,
no sols es donava en bacteris, sind també
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 meca-
nisme de fixacié de CO, a escala molecular
era, pero, desconegut. Se'm va acudir que
una reaccié com la catalitzada per la deshi-
drogenasa isocitrica, que en un sentit alli-
berava CO,, podria causar-ne la fixacio en
cas d’ésser reversible i poder actuar en sen-
tit contrari. Si aix0 era cert, seria possible
demostrar la fixacié del CO,, no inicament
per mitja dels isotops, d'is encara molt li-
mitat aleshores, sin6 amb un senzill meéto-
de espectrofotomeétric. De fet, com havia
demostrat Warburg, pot fer-se un segui-
ment de l'oxidaci¢ i la reduccié dels nucle-
otids de piridina gracies als canvis en l'ab-
sorcié de llum ultraviolada que originen.
Tant el NADPH com el NADH mostren un
maxim d’absorcié a 340 nm, en tant que el
NADP" i el NAD'" en presenten un minim.
Si la deshidrogenasa isocitrica afavoris la
fixacié de CO, en els grups carboxilics de
I'isocitrat (i, secundariament, en el citrat
que s'origina a partir d’aquell isocitrat), en
coneixeriem el mecanisme enzimatic, si
més no, en un cas.
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Vaig trigar forca a dur a la practica
aquest pensament, perque em temia que
allo no havia de rutllar. Aleshores, jo tenia
un gran amic, Efraim Racker, que també
s'estava a la Facultat de Medicina de Nova
York, amb qui anava a dinar cada dia i, so-
vint, també a fer un café. Les nostres con-
verses giraven sempre al voltant de temes
bioquimics. Un dia, vaig decidir-me a co-
municar-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 ex-
periments adients sense perdre un mo-
ment. El primer experiment va donar els
resultats que veureu a la figura 1. La cube-
ta de l'espectrofotometre contenia, a més
d'una dissolucié de bicarbonat saturada

Figura 1. Demostracié espectrofotometrica de la reac-
cié catalitzada per la deshidrogenasa isocitrica (Ochoa,
1948).
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amb CO,, una petita quantitat d'un extrac-
te de cor de porc (font de deshidrogenasa
isocitrica), isocitrat i ions Mn. La mescla es-
tava regulada a pH 7,2 i la temperatura era
d’uns 22 °C. A temps zero vaig afegir, a la
cubeta, NADP" i, com podeu veure pel ra-
pid augment d’absorcié de llum a 349 nm,
en pocs minuts es va reduir a NADPH. En
aquell moment (fletxa 2), hi vaig afegir a-
cetoglutarat en concentracions creixents,
en tres experiments diferents, és a dir: 3,4
(corba a), 6,8 (corba b) i 41,2 (corba c) mi-
cromols. Aleshores, la reaccié va comengar
immediatament a canviar el seu sentit, tal
com ho indica la disminucié de (Aspum), €S
a dir, el NADPH préviament format es reo-
xida a NADP". La reoxidacié fou practica-
ment completa en el cas de la concentracio
més elevada de a-cetoglutarat. Vaig tornar
a comprovar la reversibilitat de la reaccid
bombollejant nitrogen dins la cubeta (en
els moments indicats per les fletxes 3 i 4).
El nitrogen desallotjava CO, i, com a con-
seqliencia, en feia disminuir la concentra-
ci6 dins la dissolucid. Aleshores, la reaccid
canviava de sentit i comengava, de nou, la
reduccié del NADP". De fet, aquesta reac-
ci6 arriba a un punt d’equilibri que depeéen
de la concentracié dels productes que en
formen part. No crec que sigui capag de
transmetre-us la intensa emocié que vaig
experimentar en observar aquests resul-
tats. Recordo que vaig sortir de la petita
cambra on es trobava l'espectrofotometre
cridant: «Veniu, veniu a veure aixO». El
meu entusiasme m’havia fet oblidar que
eren les nou del vespre i que jo era I'inica
persona que encara es trobava en el labo-
ratori.

L'espectrofotometre amb que vaig dur a
terme l'experiment tot just descrit era de la
casa Beckman. L'havia comprat amb un
ajut que vaig aconseguir de la Societat Filo-
sofica Nord-americana, i que havia dema-
nat seguint el suggeriment del meu antic

mestre Otto Meyerhof, que n’era membre.
La Societat Filosofica adquiria l'aparell i
me’l cedia per un any. Transcorregut
aquest termini els 'havia de retornar. L'a-
parell duia una etiqueta on deia: «propietat
de I’American Philosophical Society». En
acabar l'any, trobant-me encara immers en
els meus experiments sobre la fixacié de
CO,, vaig presentar a la Societat la corres-
ponent memoria sobre el progrés realitzat,
acompanyada d’una carta en que els dema-
nava que em permetessin utilitzar 'espec-
trofotometre un any més. Justificava la
meva petici6 amb la importancia que jo
creia que el treball tenia i adduint la neces-
sitat d’aquell aparell per a poder-lo conti-
nuar. La Societat va accedir-hi generosa-
ment. Quan, en acabar el segon any, vaig
fer-los, novament, la mateixa sollicitud,
la Societat va cedir l'espectrofotometre a la
Universitat de Nova York per una quanti-
tat nominal. Aquell va ésser el meu primer
espectrofotometre i 'tnic que hi va haver
en el meu laboratori durant molts d’anys.
Un dels meus collaboradors, el Dr. Alan
Graflin, va batejar-lo com el «Beckman filo-
sofic».

Jo creia que allo 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 ésser un intermediari de la reac-
cié. Tanmateix, I’Alan Graflin, a qui vaig
encomanar l'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. Aix0 era a la tardor del 1946. Alla
vaig tenir el meu primer estudiant de doc-
torat, ’Alan Mehler. També van estar-se
amb mi en aquella época en Santiago Gri-
solia i I’Arthur Korberg. Inicialment, vaig
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encarregar a Mehler que veiés si era possi-
ble combinar una deshidrogenasa amb una
descarboxilasa i obtenir-ne una descarboxi-
lacié oxidativa analoga a la de l’isocitrat.
Concretament, Mehler va mesclar dos en-
zims coneguts: la deshidrogenasa malica i
la descarboxilasa de l'oxalacetat. Aquests
dos enzims catalitzen les reaccions se-
glents:

malat + NAD" = oxalacetat + NADH + H" (deshi-
drogenasa malica)

oxalacetat = piruvat + CO, (carboxilasa de I'oxa-
lacetat)

Resultat net: malat + NAD" = piruvat + CO, +
NADH + H'

L'equilibri de la reacci6 catalitzada per la
deshidrogenasa afavoreix forga la formacié
de malat, mentre que el de la que és catalit-
zada per la carboxilasa afavoreix de tal ma-
nera la descarboxilacio (vers la dreta), que
la reaccié pot ésser considerada practica-
ment irreversible. Mehler va tractar, pri-
mer, de veure si, afegint malat i NAD" a
una mescla de deshidrogenasa i carboxila-
sa, n‘obtenia una descarboxilacié oxidativa,
amb formacié de piruvat, CO, i NADH;
pero no va ésser aixi. Va repetir els experi-
ments moltes vegades, canviant-ne les con-
dicions i provant també el sentit contrari,
que resultaria en la formacié de NAD" en
presencia dels dos enzims, piruvat, CO, i
NADH. Els experiments van ésser sempre
negatius. Tanmateix, un bon dia, ’Alan va
observar que, en afegir NADP" per6 no
NAD" a un extracte de fetge de colom, es
produia, en presencia d’ions Mn, una rapi-
da oxidacié del malat. Aquest va ésser 1'o-
rigen del descobriment d'un nou enzim,
que vam anomenar enzim malic. Aquest en-
zim catalitza una reacci6 analoga a la cata-
litzada per la deshidrogenasa isocitrica, és
a dir:
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L-malat + NADP" = piruvat + CO, + NADP +
H" en presencia d’ions Mn.

La reaccio és reversible i, en el sentit de
dreta a esquerra, causa la fixacié de O, en
un dels carboxils del malat. De la mateixa
manera que la reacci6 de la deshidrogena-
sa isocitrica, aquesta també pot seguir-se
per espectrofotometria. Aquest enzim va
ésser purificat i estudiat detalladament per
Mehler, Kornberg, Grisolia i d’altres inves-
tigadors del nostre laboratori. A la figura 2
la cubeta de l'espectrofotdometre contenia
una solucié regulada a pH 7,4, ions Mn i
les addicions que ara detallaré. Per a la cor-
ba 1, NADP", enzim malic parcialment pu-
rificat i, a temps zero, L-malat. Com es pot
veure per 'augment d’absorcié de la llum a
340 nm, el NADP" es va reduir rapida-
ment, cosa que indica un progrés de la re-
accié d’esquerra a dreta. Per a les corbes 2
i 3, es va afegir a la cubeta enzim malic i
NADPH (fixeu-vos en lelevada absorcid
inicial a 340 nm) i, a temps zero, piruvat.

FiGura 2. Demostracié espectrofotometrica de la reac-
ci6 catalitzada per I’enzim malic (Ochoa et al., 1948).
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En el cas de la corba 2, s’hi va afegir bicar-
bonat saturat amb CO, en el moment indi-
cat per la lletra A. En el de la corba 3, s’hi
va afegir piruvat i bicarbonat simultania-
ment a temps zero. Es evident que l'addi-
ci6 de bicarbonat-CO, a una dissoluci6 que
contingui enzim malic,c NADPH i piruvat
fa que la reacci6 progressi de dreta a es-
querra, és a dir, en el sentit de la fixacié de
CO.. Els nostres experiments amb la deshi-
drogenasa isocitrica i 'enzim malic van de-
mostrar que, en teixits animals, hi ha en-
zims capagos de catalitzar la fixacié de CO,
en els grups carboxilics d’acids policarbo-
xilics com l'isocitrat i el malat i que aquesta
fixacié pot estudiar-se amb un senzill me-
tode espectrofotometric. Arribem, per tant,
a la conclusié que, encara que es tracti d'u-
na reaccié que té lloc en dues etapes, ca-
dascun d’aquests dos enzims, la deshidro-
genasa isocitrica i l'enzim malic, poden
ésser considerats com un enzim Unic amb
dos centres actius: un per a la hidrogenacio6
i deshidrogenaci¢ i l'altre per a la carboxi-
lacio i descarboxilacio.

Transcorregut un cert temps, Wolf Vish-
niac i jo vam obtenir, en el tub d’assaig,
una reaccié que podia considerar-se com a
model de la reaccié fonamental de la foto-
sintesi. Vam fer una mescla d’enzim malic i
preparats de cloroplasts d’espinacs que, en
ésser suplementats amb ions Mn, NADP,
piruvat, bicarbonat saturat amb CO,, i illu-
minats, sintetitzaven L-malat després
d’uns quants minuts. La reaccié es deu al
fet que els cloroplasts, mitjancant I'energia
luminica, provoquen la reduccié de
NADP" a NADPH + H', i el NADPH pro-
mou la sintesi de L-malat a partir de piru-
vat i CO,, en preséncia de l'enzim malic.
Aquests experiments van demostrar, per
primera vegada, la capacitat dels cloro-
plasts de produir la reduccidé fotoquimica
dels nucleotids de piridina, una reaccié ba-
sica de la fotosintesi. La figura 3 illustra

aquests experiments. El sistema complet
contenia una preparacié de cloroplasts,
NADP”, enzim malic, piruvat i bicarbonat
saturat amb CO,. La corba 1 ens mostra la
sintesi gradual de L-malat (determinat per
un metode enzimatic) en el sistema iHumi-
nat. No es produia cap sintesi quan hi
mancaven l'enzim malic (corba 2), la llum
(corba 3) 0 el NADP* (corba 4).

LA POLINUCLEOTID-
FOSFORILASA I LA CLAU
GENETICA

El 1954, uns deu anys després del meu
ultim treball sobre fosforilacid oxidativa,
em va semblar, de manera un tant ingenua,
que ja anava essent hora de tornar a aquell
tema. Vaig pensar, de manera molt simplis-
ta, que havia de buscar enzims capagos de
convertir ADP en ATP i que la millor ma-

Ficura 3. Reducci6 fotoquimica de NADP* en prepa-
rats d’espinac, acoblat amb la reducci6 carboxilant (fixa-
ci6 de CO,) de piruvat a L-malat en preséncia d’enzim
malic (Vishniac i Ochoa, 1951).
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nera d’estudiar aquesta reaccid era deter-
minar la incorporaci6 de fosfat radioactiu a
I’ATP. Vaig creure també que tindria més
possibilitats de trobar aquests enzims en
extractes del bacteri Azotobacter vinelandii,
que tenia la capacitat d’oxidar molt activa-
ment glucosa, piruvat i d’altres compostos
intermediaris del cicle de I'acid citric. Feia
poc havien arribat al laboratori dos estudi-
ants postdoctorals: Ernie Rose, procedent
de la Universitat de Chicago, i Marianne
Grunberg-Manago, de I'lnstitut de Biologia
Fisicoquimica (Fundacié Rotschild) de Pa-
ris. Un altre dels problemes que en aquella
época m’interessaven era el mecanisme de
la fosforilacié de l'acetat a acetilfosfat per
part d'un enzim bacteria. Vaig explicar els
dos projectes als meus dos nous collabora-
dors i els vaig demanar que em diguessin
en quin d’ells preferien treballar. No s’ho
van pensar gaire: Bernie va escollir l'acetil-
fosfat i Marianne la fosforilacié oxidativa.
Els extractes d’Azotobacter semblaven
promoure molt activament la incorporaci6
de fosfat marcat amb *P en I'ATP i vam
purificar parcialment la proteina o protei-
nes que catalitzaven aquesta incorporacié.
En aquell temps, la majoria dels productes
utilitzats en la investigacié bioquimica ja
podien ésser obtinguts comercialment.
Vam comengar utilitzant un preparat
amorf d’ATD, el més pur que hi havia ales-
hores en el mercat. Quan feia un mes o dos
que haviem comencat l'experiment, es va
posar a la venda un preparat cristalli i,
com que vam pensar que devia ésser més
pur, vam decidir d'utilitzar-lo. Amb aquest
ATP cristalli, pero, no es produia cap reac-
cid. De moment, aix0 ens va alegrar, ja que
vam pensar que I’ATP menys pur devia
contenir un coenzim, fins aleshores desco-
negut, necessari per a la reaccid. Perd no
era aixi. En analitzar el nostre ATP amorf, a
la recerca del nou coenzim, vam trobar que
I’ATP només estava contaminat per una
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petita quantitat d’ADP (producte de la
seva hidrolisi) i que, quan la incubacié es
feia amb ADP en comptes d’ATP, 'ADP in-
corporava fosfat radioactiu. De moment,
aix0 va desanimar-nos. Indubtablement,
aquest fenomen no podia tenir relacié amb
la fosforilacié oxidativa, pero, al cap i a la
fi, ningh no havia demostrat l'existencia
d’una incorporacié enzimatica de radiofos-
fat en 'ADP en les condicions que nosal-
tres vam utilitzar. Sens dubte, teniem una
nova reaccio entre les mans. Aviat ens vam
adonar que la incorporacié de radiofosfat
es produia, no sols quan el preparat d’” Azo-
tobacter s'incubava amb ADP, sindé també
quan s’incubava amb d’altres nucleosid di-
fosfats com ara I’'UDP, el CDP i 'IDP. La
taula 1 ilustra la incorporaci6 de radiofos-
fat en els nucleosid difosfats que tot just us
he indicat amb preparats de 'enzim d’Azo-
tobacter de diferent grau de puresa. L'en-
zim B era unes deu vegades més actiu per
milligram de proteina que l'enzim A. La
incorporacié de *P ortofosfat es va deter-
minar després d’incubar l'enzim durant
quinze minuts a 30 °C amb un nucleosid
difosfat en presencia d’ions Mg. Es va
prendre com a unitat denzim aquella
quantitat que catalitza la incorporacié d'un
micromol de fosfat en quinze minuts, i la
seva activitat especifica es va expressar en
unitats per mg de proteina. A 1"altima co-
lumna veureu que la relacié d’activitats es-
pecifiques d’ambdds preparats és, practi-
cament, la mateixa amb els diversos
nucleosids-difosfats. Aix0 suggereix que
un mateix enzim catalitza la reacci6 de tots
ells. També vam trobar que l'enzim catalit-
za l’alliberament d’ortofofat, si s’incubava
amb nucleosid difosfats a concentracions
relativament elevades. Aquest alliberament
s’illustra en la figura 4. Les dissolucions,
regulades a pH 8,1, contenien enzim parci-
alment purificat, ions Mg i, o bé ADF, GDP,
UDP, CDP o IDP, o bé mescles d’ADP i



86 S. OCHOA

UDP, o ’ADP, GDP, UDP i CPD. En l'ul-
tim cas, la mescla contenia totes les bases
(adenina, guanina, uracil i citosina) que es
troben a I'RNA. Les dissolucions (a les
quals es va afegir una gota de tolué com a
bacteriostatic) van ésser incubades unes
quantes hores i es va seguir el curs de la re-
accid per a l'alliberament d’ortofosfat, fins
arribar a l'equilibri. Feta excepcio del GDP,
que reacciona pobrament, la reaccid va ar-
ribar a l'equilibri en alliberar-se d'un 60 a
un 80 % de la quantitat maxima de fosfat
alliberable. Aleshores ens va semblar que
haviem trobat una reaccié enzimatica d’es-
cas o gens d’interes; és a dir, una hidrolisi
de 'ADP i d’altres nucleosid difosfats a
AMP i altres nucleosids monofosfats. En el
cas de I’ADP,

ADP + H,O = AMP + ortofosfat

Ficura 4. Alliberacio d’ortofosfat durant la sintesi de
polinucleotids, a partir de nucleosid-difosfats, catalitzada
per la polinucleotid-fosforilasa (Grunberg-Manago et al.,
1956).

El fet curids era que la reaccio fos rever-
sible, com ho mostrava el fet que hi hagués
incorporacié d’ortofosfat en els nucleosid
difosfats, i no semblava probable que una
reaccié hidrolitica fos reversible. Al llarg
d’unes quantes setmanes vam tractar de
demostrar la formaci6 d’AMP a partir
d’ADP en presencia de I'enzim d’Azotobac-
ter. Finalment, ens vam adonar que ’ADP
es convertia en un polimer d’elevat pes
molecular amb alliberament d’ortofosfat.
Aquest polimer era un acid poliadenilic
constituit per un gran nombre de residus
d’AMP, i el vam anomenar poli (A). Incu-
bavem ADP amb enzim parcialment purifi-
cat, en presencia d’ions Mg, i aturavem la
reaccié per desproteinitzacié amb acid tri-
cloroacetic. Pensant que I’ADP s’hidrolitza-
va amb AMP (un compost acid soluble) en
separar-se la fraccid soluble del precipitat
proteic per centrifugacio, cercavem AMP a
la fraccio soluble, perd mai no n'hi troba-
vem. Vam veure, en canvi, que es formava
un polimer insoluble en acid tricloroacetic
i que es trobava, per tant, en el precipitat.
En dissoldre el precipitat en aigua, el poli-
mer precipitava per addicié d’etanol. Po-
deu imaginar-vos quina va ésser la meva
emocié quan vaig adonar-me d’allo que en
realitat ocorria: la primera sintesi, fora
de la ceéllula, d’una reaccié enzimatica. La
taula 2 illustra la preparacié de diversos
polinucleotids. Va incubar-se enzim d’Azo-
tobacter amb diversos nucleosid difosfats, o
amb mescles d'uns quants i es va determi-
nar el progrés de la reaccié per l'allibera-
ment d’ortofosfat. En tots els casos es va
continuar la incubacié fins al moment en
que la reacci6 arribava a 'equilibri, fet que
es va esdevenir entre les quaranta i qua-
ranta-sis hores. Els polinucleotids van és-
ser aillats per precipitacié amb etanol, se-
guida de dialisi exhaustiva contra aigua
destillada i liofilitzacio. Com que la pre-
sencia de GDP alenteix la reaccio, per a

Treb. Soc. Cat. Biol., 63: 79-92



Taura 1.

L’EMOCIO DE DESCOBRIR 87

Catalisi de la polinucleotid-fosforilasa de I'intercanvi d’ortofosfat marcat amb **P

amb el fosfat terminal de diversos nucleosid-difosfats (Ochoa, 1967)

Nucleosid Activitat especifica Relaci6 b:a
difosfat Enzim a Enzim b

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

TauLA 2. Sintesi de diversos polinucleotids amb polinucledtid-fosforilasa d’Azotobacter vinelandii
(Grunberg-Manago et al., 1956)

Nucleosid difosfats (mg) | Quantitat Tipus de poli- Quantitat maxima de Quantitat de poli-
d’enzim nucleotid sintetitzat | substrat polimeritzat (%) | nucleotid obtingut (mng)
(unitats)

ADP (1.000) 80 | Poli (A) 60 356

UDP (200) 20| Poli (U) 59 75

ADP (180) + UDP (180) 32| Poli (A.U) 46 88

IDP (200) 19| Poli (I) 80 82

CDP 16 | Poli (C) 70 40

ADP (299), GDP (100),

UDP (200), CDP (200) 725 | Poli (A.G.U.C) 64 154

preparar polimers amb GDM vam dismi-
nuir la concentracié de GDD relativa a la
dels altres nucleosid difosfats i vam aug-
mentar forca la quantitat d’enzim. Més en-
davant vam observar que alguns oligonu-
cleotids poden actuar com a iniciadors de
la reacci6 amb GDP i augmenten conside-
rablement la sintesi de polinucleotids que
contenen residus de GMP. El nou enzim
catalitza la reaccio segiient:

n XDP = (XMP)n + nP;

en que X representa una base nucleotidica
(adenina, hipoxantina, guanina, uracil, ci-
tosina) i P; l'ortofosfat. Com podeu veure,
la reaccio és reversible i, en el sentit de dre-
ta a esquerra, causa la ruptura dels polinu-
cleotids per un procés de fosforilisi. La re-
versibilitat de la reaccié explica per que
s’incorpora ortofosfat en la posicio del fos-
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fat terminal del nucleosid difosfat. La reac-
cié és formalment analoga a la catalitzada
per I'enzim descobert per Cari i Gerty Cori,
és a dir,

n glucosa-1-fosfat = (glucosa),
(glicogen, mido) + nP;

per la qual cosa vaig suggerir el nom de
polinucleotid-fosforilasa per a aquest nou
enzim.

La primera comunicacio sobre la polinu-
cleotid-fosforilasa va apareixer l'estiu de
1955 com una «carta als editors» del Journ-
al of the American Chemical Society, malgrat
la critica adversa d'un del referees.

R. C. Warner va descobrir, en el nostre
laboratori, que, mesclant una dissolucié de
poli(A) amb una altra de poli(U) (A: adeni-
na i U: uracil sén bases complementaries
que es lliguen mutuament mitjangant en-
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llagos d’hidrogen), és produeix un visible
augment de viscositat causat per la forma-
ci0 d'un complex bicatenari helicoidal
[poli(A).poli(U)], d’estructura molt més ri-
gida que els seus components. Alexander
Rich (MIT) va aplicar l'analisi de difraccié
de raigs X a l'estructura d’aquests polimers
i va observar que, de manera semblant al
DNA, el poli(A).poli(U) també té una es-
tructura de doble helix. Poc temps més
tard, Paul Doty (Harvard) va servir-se ex-
tensament dels polinucleotids sintetics en
el seu treball fonamental sobre l'enllaca-
ment de cadenes complementaries d’acids
nucleics, base de les modernes tecniques
d’hibridacié.

Amb la collaboracié 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, correspo-
nents als residus nucleotidics que es troben
en 'RNA natural, la polinucleotid-fosfori-
lasa catalitza la sintesi de polinucleotids
molt semblants a 'RNA. Lestructura d’a-
quests polimers és identica a la de I'RNA;
pero, en tant que els nucleotids de 'RNA
natural es troben encadenats en un ordre
caracteristic de cada RNA, en els sintetit-
zats per la polinucleotid-fosforilasa estan
encadenats a l'atzar. Amb M. Stahelin i O.
Brummond vam observar que la polinucle-
otid-fosforilasa es troba ampliament distri-
buida en els bacteris. En canvi, només la
vam trobar excepcionalment, i en quanti-
tats infimes, en teixits animals. No sembla-
va, per tant, que aquest enzim participés
en la sintesi biologica de 'RNA; més aviat
devia funcionar en la seva degradaci6. A
hores d’ara encara no se sap si aix0 és aixi.
Algun temps més tard, en diversos labora-
toris, entre els quals el nostre, es va trobar
un enzim, la RNA-polimerasa. Aquest en-
zim, servint-se d’una de les cadenes del
DNA com a motlle o guid, en copia la se-
qliencia de bases i déna lloc a I'anomenat

RNA missatger. Aquest, al seu torn, actua
de motlle en la sintesi de proteines, de ma-
nera tal que la seqiiencia d’aminoacids de
que es componen esta determinada per la
seqiiencia de les bases del DNA. Aixi és
com s’expressa en els éssers vius la infor-
macio genetica continguda al DNA. El pas
del DNA a I'RNA missatger és conegut
com a transcripcid, i el de 'RNA missatger
a proteina com a traduccié del missatge ge-
netic.

La importancia de la polinucleotid-fosfo-
rilasa es basa en el fet que permet de sinte-
titzar una gran varietat de ribopolinucleo-
tids que han servit de model per a l'estudi
de certes propietats fonamentals dels acids
nucleics i, sobretot, en 1'is que se’n va fer
en el nostre laboratori i en el de Marshall
Nirenberg (NIH) per a desxifrar la clau ge-
netica. Es podria dir que la polinucleotid-
fosforilasa va tenir, en aquest cas, un paper
semblant al de la famosa pedra de Rosetta
en el dels jeroglifics egipcis per a Cham-
pollion.

El 1960 se suposava, per consideracions
teoriques, i, sobretot, pels enginyosos ex-
periments genetics de Francis Crick i els
seus collaboradors, que cada tres bases
consecutives de I'RNA missatger especifi-
caven un aminoacid; és a dir, que la clau
genetica era un codi de triplets. D’altra
banda, Nirenberg i d’altres havien preparat
extractes bacterians (E. coli) capagos de sin-
tetitzar proteines a partir d'una mescla d’a-
minoacids, en presencia de GPT, ATP (com
a font d’energia) i preparats de RNA natu-
ral que, possiblement, contenien mRNA.
Aleshores vam pensar que, si polinucleo-
tids preparats amb polinucleotid-fosforila-
sa actuaven com a missatgers en aquest
sistema, devien dirigir la sintesi de protei-
nes, i la composicié d’aminoacids depenia
de la composicié de bases d’aquests, i que
potser podien ésser utilitzats per a desxi-
frar la clau genetica. Els meus colabora-
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dors Peter Lengyel i Joseph Speyer estaven
convenguts que aquells experiments obriri-
en un cami per a la soluci6 del problema i
van iniciar-ne el treball a comencaments de
1961. Malauradament, Nirenberg se’ns va
avancar amb la sensacional observacié que
els extractes d’'E. coli formaven polifenilala-
nina en afegir-los poli(U) en comptes de
RNA missatger. Aixi es va descobrir el pri-
mer triplet de la clau genetica, UUU. Aviat
vam confirmar l'observacié de Nirenberg.
Al mateix temps vam veure, pero, que, en
tant que el poli(U) tan sols promovia la in-
corporacié de fenilalanina en un poli-
peptid (polifenilalanina) insoluble en acid
tricloroacetic,  polinucleotids com el
poli(L1.C) en promovien 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 nostre primer experiment,
Lengyel, Speyer i jo vam observar amb an-
sia el comptador de radioactivitat i vam
veure que els polinucleotids que contenien
dues bases diferents promovien la incor-
poracié de diversos aminoacids, el nostre
entusiasme no tenia limits. Aquests resul-
tats, que nosaltres vam ésser els primers a
obtenir, demostraven clarament que el
poli(U.C), a més de triplets UUU, que codi-
ficaven la fenilalanina, en tenien d’altres,
com UCC, UCU, CUC, etc., que codifica-
ven la leucina, isoleucina, serina i prolina; i
que el poli(U.A) tenia, a més d’'UUU, tri-
plets, com UGU, UUG, etc., que codifica-
ven la leucina, valina i cisteina. Sempre re-
cordaré aquell moment com un dels més
emocionants de la meva vida.

El setembre de 1961 hi va haver una reu-
nio6 de la Seccié de Microbiologia de I’Aca-
démia de Medicina de Nova York en la
qual Nirenberg va presentar els seus pio-
ners resultats amb el poli(U). Ell també ha-
via provat, com és logic, 'efecte de copoli-
nucleotids que contenien més d’un tipus
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de base, els quals li havien estat proporcio-
nats pels nostres antics collaboradors Hep-
pel i Singer. De manera sorprenent, pero,
van resultar inactius. En aquella mateixa
reunio jo vaig anunciar els nostres resultats
positius, que van ésser rebuts amb un en-
tusiasme extraordinari. La primera publi-
cacié d'una llarga serie titulada «Polinucle-
otids sintetics i el codi d’aminoacids» va
apareixer el desembre de 1961 en els Pro-
ceedings of the National Academy of Sciences
USA. Vam concloure aquest treball expres-
sant la nostra conviccié que, de manera pa-
rallela a Nirenberg i els seus collaboradors,
haviem obert una via experimental per al
desxiframent i estudi de la clau genetica.
La nostra conviccié que anavem per bon
cami va ésser completa quan vam observar
que hi havia un canvi en els aminoacids
codificats pel poli(U.A) després de tractar-
lo amb acid nitrds. Aquest acid desamina
I'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 guanilic). Per tant, el poli(U.A) es
converteix en poli(UI), un analeg del
poli(U.G). El seu codi, doncs, hauria de
canviar, d’acord amb aquesta conversio.
Aixi va ésser, efectivament, com ho podeu
veure a la taula 4. Després del tractament
amb acid nitros, la capacitat del poli(U.A)
de promoure la incorporacié de la isoleuci-
na i tirosina va disminuir considerable-
ment. Va apareixer, en canvi, la capacitat
de promoure la incorporacié de valina i
cisteina. Com calia esperar, el poli(U.I)
causava la incorporacio dels mateixos ami-
noacids que el poli(U.G). Aquest resultats
s’ajustaven a l'observacié de Wittman (Ins-
titut Max Plank, Tiibingen) que a la coberta
proteica del virus del mosaic del tabac mu-
tagenitzat amb acid nitrés hi havia, entre
altres, una substitucié d’isoleucina per va-
lina. Haviem provocat, per tant, una muta-
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TauLa 3.

Sintesi de polipéptids que contenen diversos aminoacids en un sistema acellular d 'Escherichia coli
programat amb polinucleotids sintetitzats amb polinucleotid-fosforilasa (Lengyel et al., 1961; Speyer et al., 1962)

Aminoacid Incorporacié d’aminoacids marcats amb "C

marcat amb “C | Sense polinucleotid Amb poli(U) Amb poli(U.C)  Amb poli(U.A)  Amb poli(U.G)
Fenilalanina 20 13.000 7.000 3.000 1.700
Serina 20 20 1.000 10 20
Tirosina 20 20 750 30
Leucina 20 300 1.500 460 370
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. Cada incubacio contenia un dels aminoacids marcats amb
C que s’indiquen a la primera columna, més els altres aminoacids sense marca radioactiva, a més del tamp6, Mg*,
KCI, ATP, GTP, un extracte d’E. coli que contenia els RNA de transferéncia amb les corresponents aminoacil-tRNA-sin-
tetases, i ribosomes d’E. coli. Després d’incubar una hora a 37 °C es va determinar la incorporacié de radioactivitat en
productes (polipéptids) insolubles en acid tricloroacétic calent. La proporcié de bases en els copolinucleotids utilitzats

erade 5 U, 1C, Ao G, respectivament.

TAauLA 4. Accio mutagenica de [’acid nitros sobre el poli (U.A) ( Basilio et al., 1962)

Aminoacid marcat amb **C Incorporacié d’aminodcids marcats amb "C
Poli(U.A) intacte Amb poli(U.A) tractat amb HNO,

Fenilalanina 11.800 3.600
Leucina 1.700 300
Isoleucina 1.500 70
Tirosina 3.100 120
Valina 0 330
Cisteina 0 160

Valors expressats en picomols per mg de proteina ribosomica. Les condicions experimentals foren com a la taula 3 ex-
cepte que els valors corresponen a la incorporacié neta d’aminoacids obtinguda per substraccio de les petites quantitats

incorporades en abséncia de polinucleotid missatger.

cié del poli(U.A) que es corresponia amb
una de les que I’acid nitrds 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-
cacié de freqiients comunicacions en els
PNAS amb resultats molt concordants. La
nostra descoberta que el poli(A) dirigia
la sintesi de polilisina (AAA codifica, per
tant, la lisina) i la del grup de Nirenberg

que el poli(C) dirigia la sintesi de poli(C)
prolina (CCC codifica, per tant, la prolina)
van facilitar molt aquest estudi. En una
mica més d’un any, haviem trobat la com-
posicid, pero no la seqiiencia, de bases de
la major part dels 64 triplets de la clau ge-
netica, i es va obrir el cami per al desxifra-
ment total per part dels grups de Nirem-
berg i Khorana. Com les proteines tan sols
contenen 20 especies d’aminoacids, és evi-
dent que la clau genetica és redundant; és
a dir, molts aminoacids estan codificats per
dos o més triplets.
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En conclusid, voldria haver estat capag
de transmetre-us part de 'emocié que tot
cientific sent quan troba alguna cosa de
nou, alguna cosa que ell és el primer a veu-
re. Per a mi no hi ha emocié comparable a
la que produeix l'activitat creadora, tant en
ciéncia com en lart, literatura o d’altres
ocupacions de la intelligéncia humana. El
meu missatge, que adrego sobretot als jo-
ves, €s que, si senten inclinacid per la Cien-
cia, la segueixin, perque no deixara de pro-
porcionar-los satisfaccions inigualables. Es
ben cert que abunden els moments de
desanim i frustracid; pero aquests s'obliden
aviat, en tant que les satisfaccions no s’obli-
den mai.
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