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INTRODUCCIO

Ara fa exactament trenta anys (el 1968)
es proclamava la fi de la primera era daura-
da de la biologia molecular (Stent, 1968).
Aquest periode havia comencat aproxi-
madament a la fi dels anys trenta, amb els
primers estudis sobre la biologia del bacte-
riofag lambda (Luria i Delbriick, 1943), i
les analisis de les caracteristiques fisiques
de proteines i DNA (Franklin i Gosling,
1953; Kendrew, 1950). El descobriment de
I'estructura del DNA el 1953 (Watson i
Crick, 1953) va representar la culminacié
d’aquesta fase de la biologia molecular, que
va acabar amb la determinacié del codi ge-
neétic universal i la definicié aproximada
dels mecanismes de replicaci6, transcripcié
i traduccié genetics, a finals dels anys sei-
xanta (Sagdopal, 1968).

Al cap de dos anys altres autors anuncia-
ven el comencament de la segona edat d’or
de la biologia molecular (Lewin, 1970).
Aquest segon renaixement va coincidir amb

la publicaci6 de les terttlies dedicades al fu-
tur de la biologia moderna, organitzades
per la Societat Catalana de Biologia, el 1970
(Margalef et al., 1971). Llegida avui, la trans-
cripci6 de les terttlies reflecteix aquest estat
de transici6 en queé es trobava la comunitat
d’investigadors. Per una banda, en les con-
verses es detecta la conviccié general que els
principis fonamentals de la vida havien es-
tat descoberts. Per 'altre costat, la manca
d’informacio estructural i funcional detalla-
da sobre aquests mateixos principis déna a
les converses un aire preliminar. Sembla
clar que un capitol acabava de tancar-se, i
que la tasca de refinar els descobriments as-
solits fins al moment encara no havia co-
mengat.

Els trenta anys que han seguit han gene-
rat una explosié de coneixements biologics
sense precedents, atiada pel desenvolupa-
ment de les tecniques d’enginyeria genetica.
Entre les disciplines que han experimentat
un creixement més accelerat cal incloure-hi
aquella dedicada a I'estudi de l'estructura i
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de les interaccions fisiques entre biomolécu-
les, que aqui anomenarem biologia estruc-
tural.

Una revisi6é completa dels avengos de la
biologia estructural en els altims trenta anys
és una tasca excessiva, tant per al revisor
com per al lector. Aquest article és, per tant,
una perspectiva personal d’alguns dels as-
pectes que (potser) caracteritzen millor els
altims trenta anys de recerca en aquest
camp.

He dedicat una primera part a l'evolucié
tecnologica de la qual s’ha beneficiat I'estu-
di estructural de les biomolecules. En parti-
cular descriuré breument les millores en el
camp de la cristal-lografia i la ressonancia
magnetica nuclear. Faré mencié de I'evolu-
ci6 dels metodes computacionals per a
I'analisi de proteines i acids nucleics, pero
per una discussi6é més detallada és recoma-
nable llegir la revisi6 dedicada a la biocom-
putaci6, en aquest mateix volum.

Lasegona partdelarticle és una limitada
revisié de dues qiiestions que representen
bé I'evolucié de la investigacié estructural
en els ultims trenta anys. Donaré, sobretot,
exemples de molecules relacionades amb els
mecanismes de replicaci6 i expressié genica.
Aquest camp de recerca resulta especial-
ment adequat, perque els avencos en aques-
ta disciplina marquen els limits dels dos
periodes de la biologia molecular mencio-
nats abans. La seva trajectoria encaixa amb
el periode de temps que ens interessa, i po-
dria ser un model per predir (si el lector s’hi
veu amb cor) la futura evolucié d’altres
camps de la biologia.

AVENCOS TECNOLOGICS

La cristal-lografia de raigs X, la ressonan-
cia magnetica nuclear (RMN), i la biocom-
putacié sén les tecniques més utilitzades en
recerca estructural. Altres meétodes, com la

difraccié d’electrons (Dorset, 1996), la ultra-
centrifugaci6 analitica (Hansen et al., 1994), i
diverses tecniques d’espectroscopia (Ferrei-
ra i Coelho-Sampaio, 1996; Kelly i Price,
1997), sén també ttils, pero no generen
informaci6 tan detallada com les tres prime-
res.

L’increment en la quantitat d'informaci6
estructural generada per aquestes tecniques
en els dltims trenta anys queda reflectit pel
creixement del banc de dades d’estructures
tridimensionals de macromolécules biologi-
ques (PDB). Aquest magatzem digital de co-
ordenades tridimensionals de proteines i
acids nucleics va ser fundat el 1971, amb les
estructures de cinc proteines diferents (Me-
yer, 1997). Vint-i-set anys després el PDB
conté 7.373 estructures obtingudes per cris-
tal-lografia de raigs X, 1.388 estructures ob-
tingudes per RMN, i 201 estructures cons-
truides amb metodes computacionals. Ac-
tualment, el volum del PDB augmenta a un
ritme aproximat de 100 estructures al mes
(vegeu http://pdb.pdb.bnl.org)

2500

2000 s

1500

1000

al PBD per any

o
=3
=3

Nombre d’estructures aparegudes

23 =2 === === ===

FiGura 1. Creixement del banc de coordenades tridimensio-
nals de biomolécules (PDB). Nombre d’estructures (coor-
denades) dipositades per any, des de 1973.

Abans d’entrar en detall en les millores
que aquestes téecniques han experimentat en
els dltims trenta anys cal destacar que un
dels principals factors que han contribuit a
aquests avencos ha estat el desenvolupa-
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ment dels metodes d’enginyeria genetica.
La revoluci6 del DNA recombinant ha
permes, no només aillar i seqiienciar infor-
macié genetica, siné també expressar gens
i purificar-ne els productes en quantitats i
amb nivells de puresa molt superiors al que
era possible abans. Aquests avencos han
permes també la generacié de proteines mo-
dificades i marcades (ja sigui amb isotops o
amb aminoacids poc freqiients, com la sele-
nocisteina). Com veurem més endavant,
aquestes molecules mutades o marcades
faciliten en gran manera els seu estudi es-
tructural.

La cristal-lografia de raigs X

La cristal-lografia de raigs X és I'tinica de
les tres tecniques que discutiré que ja havia
proporcionat les primeres estructures de pro-
teines a escala molecular fa trenta anys. La
primera estructura tridimensional obtingu-
da per una proteina va ser la de la mioglo-
bina, resolta per Kendrew i col-laboradors,
el 1958 (Kendrew et al., 1958). La primera es-
tructura tridimensional d’una molecula
d’acid nucleic (I'RNA de transferéncia), va
ser obtinguda el 1973 (Kim et al., 1973). Des
d’aleshores I'eficiéncia i la sensibilitat de la
técnica han augmentat espectacularment.

Els principis teorics de la cristal-lografia
es basen en la relaci6 matematica entre I'es-
tructura d’una molécula i el patré de difrac-
ci6 que la mateixa molecula produeix en ser
exposada a una font de radiacié. L’observa-
ci6 d"un objecte en un microscopi segueix el
mateix principi, en aquest cas la difracci6 de
la llum provocada per I'objecte observat és
captada (despres de ser enfocada a través de
prismes optics) per I'ull huma.

L’analisi per difracci6é d’estructures mo-
leculars requereix radiacions de longitud
d’ona suficientment petita, i d’energia sufi-
cientmentalta, per provocar difraccié a esca-
la molecular. En el cas de la cristal-lografia

convencional la radiacié utilitzada sén els
raigs X, i els elements moleculars que gene-
ren la difraccié son els electrons de les mole-
cules irradiades. Per poder obtenir un patré
de difraccié amb suficient energia per ser de-
tectat, la cristal-lografia de raigs X requereix
que la molecula que s’estudit hagi, previa-
ment, format un cristall uniforme. D’aques-
ta manera les difraccions de tots els atoms
equivalents en totes les molecules del cristall
es consoliden, i formen un senyal que pot ser
observatimesuratamb un detector.

Gracies a les relacions matematiques en-
tre el patré de difracci6 i I'estructura mole-
cular de l'objecte irradiat, és teoricament
possible calcular la distribucié espacial d’e-
lectrons en la molecula cristal-litzada. Un
cop la distribucié dels electrons (o densitat
electronica) de la molecula ha estat calcula-
da, és possible reconstruir I'estructura ato-
mica de la molecula fent-ne encaixar les uni-
tats (aminoacids, o nucleodtids) dins de la
densitat electronica.

El procés de cristal-litzacié de proteines
o d’acids nucleics és el primer escull que cal
superar a I'hora d’estudiar aquestes mole-
cules per difraccié de raigs X. La qualitat
dels cristalls obtinguts és el principal factor
que determina la resolucié de 'estructura fi-
nal (McPherson, 1976). En esséncia, el pro-
cés de cristal-litzacié d’una macromolecula
és, encara avui, un procés empiric molt so-
vint limitat per la quantitat i la puresa del
material que s’ha de cristal litzar. En aquest
sentit, com hem dit abans, les noves técni-
ques de clonatge, expressi6 i purificaci6 de
proteines i acids nucleics han suposat un
gran aveng, perque permeten 1'obtencié de
grans quantitats de material en un estat de
moltissima puresa (McPherson, 1976).

Un altre aspecte de la cristal-lografia que
ha estat millorat en els tltims trenta anys és
el referent a la produccié6 i deteccié dels pa-
trons de difracci6 de les molecules cristal-lit-
zades. Moltes d’aquestes millores sén degu-
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des a avengos procedents de la recerca en fi-
sica de particules, que ha permeés obtenir
fonts de radiacié més potents i uniformes
(Moffat i Ren, 1997). Una altra millora subs-
tancial ve de I'increment en el poder com-
putacional, que ha permes accelerar el gran
nombre de calculs requerits per la construc-
ci6 dels mapes de densitat electronica a par-
tir dels patrons de difracci6. Per altra banda,
la millora i I'abaratiment dels sistemes de
visualitzaci6 grafica en tres dimensions (de-
senvolupats a partir dels anys setanta) han
facilitat en gran manera la construcci6 i la
difusié dels models cristal-lografics. E11972,
per exemple, els tnics aparells disponibles
per dur a terme aquestes operacions (que
avui estan a 'abast de qualsevol ordinador
personal) tenien un preu aproximat de set-
cents mil dolars de I'eépoca (al canvi actual,
uns cent milions de pessetes. Meyer, 1997).
La cristal-lografia ha experimentat també
importants avengos metodologics i teorics.
La principal limitacié del calcul de densitats
electroniques és el fet que, a partir de la di-
fraccié que es recull d"un cristall, és impossi-
ble obtenir un dels parametres essencials per
a les posteriors operacions matematiques.
Aquest parametre ésla fase de cada difraccio,
que no es pot mesurar, perqué cada difrac-
cié prové de tots els atoms estructuralment
equivalents en el cristall (Tivol, 1995). L’es-
tratégia habitual per obtenir les fases d'un
patro6 de difracci6 es basa en la introduccié,
enels cristalls, d’atoms de gran densitat elec-
tronica, que sén detectats per la seva potent
difracci6, i utilitzats per calcular les fases de
les difraccions dels atoms del seu voltant.
Aquest metode, conegut com a reem-
placament isomorf, requereix que els atoms
de gran densitat s'incorporin a un nombre
limitat de posicions especifiques en la mole-
cula, sense afectar ni la conformaci6é d’a-
questa ni I'estructura del cristall. En els dl-
tims quinze anys han aparegut diversos me-
todes alternatius que permeten obtenir les

fases de difracci6 amb més facilitat en utilit-
zar els avencgos en els métodes d’enginyeria
genética. Un elegant exemple ve donat pel
metode desenvolupat per Hendrickson i
col-laboradors, el 1985, per incorporar atoms
pesants en la seqiieéncia de proteines a me-
sura que aquestes son sintetitzades dins la
cel-lula, substituint residus especifics de cis-
teines per 'aminoacid selenocisteina (Hen-
drickson et al., 1985). La selenocisteina fun-
ciona, en esséncia, com un atom pesant amb
gran potencia de difraccié. La mutaci6 espe-
cifica de gens per incorporar aquest tipus
d’aminoacids a posicions determinades per-
met, dons, la incorporacié d’un atom pesant
directament al cristall.

La ressonancia magnetica nuclear

La ressonancia magnéetica nuclear
(RMN) és el segon metode més important a
I'hora d’obtenir estructures moleculars de
macromolecules (Wagner, 1997). A grans
trets, la técnica consisteix a definir la posici6
relativa de cada nucli de la molécula d'in-
tereés, a partir de la identificacié del altres
nuclis de la mateixa molécula amb els quals
interacciona. La RMN va comencar a ser
aplicada per la resoluci6 d’estructures tridi-
mensionals de macromolécules a mitjan de-
cada dels setanta (Wagner, 1997). Les pri-
meres estructures detallades de proteines
resoltes per RMN no van ser publicades fins
a principis dels vuitanta (Williamson et al.,
1985). Avui una cinquena part de totes les
estructures tridimensionals disponibles al
PDB provenen d’experiments de RMN. Les
millores técniques en aquest camp han estat
també molt importants, i han incrementat
tant el grau de resolucié de la RMN com el
pes molecular de les molecules a 'abast de
la tecnica (Clore i Gronenborn, 1998).

Tots els nuclis atdomics posseeixen un
cert moment magnetic que ve determinat
per la seva distribucié de carregues. Sota la
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influencia d’'un camp magnetic extern, el
moment nuclear s’orienta respecte al camp
extern en la direcci6 més energeticament
estable. Aquest estat pot ser alterat amb ra-
diacions electromagnetiques. L’energia re-
querida per alterar I'orientacié inicial dels
moments magnetics dels nuclis és especifica
per a cada tipus de nucli, i depen del seu en-
torn molecular (Roberts, 1993).

L’objectiu dels experiments de RMN en
biologia estructural és identificar cada nucli
individual de la molécula que s’estudia, els
nuclis que l'envolten i la posicié tridimen-
sional relativa de tots. Aquesta identificacié
es basa en les caracteristiques energetiques
del moment magnetic de cada nucli. Els
principals avantatges de la técnica sén tres.
En primer lloc, les estructures obtingudes
corresponen als estats en soluci6, sense els
possibles artefactes de les interaccions entre
molecules cristal-litzades. En segon lloc,
I"analisi de les interaccions fisiques entre els
nuclis proporciona una imatge dinamica,
que permet identificar les caracteristiques
de mobilitat de les molécules. Finalment,
les tecniques de RMN s6n molt sensibles a
interaccions moleculars de baixa afinitat, i
resulten molt atils per a I'estudi de les inte-
raccions intermoleculars, ja siguin entre in-
hibidors moleculars i les seves dianes, o en
processos de reconeixement molecular de
dues biomolecules (Roberts, 1993).

D’una manera equivalent a la cristal-lo-
grafia, el desenvolupament de meétodes
d’expressié de proteines en bacteris ha per-
mes també millorar molt els resultats dels
experiments de RMN. Un primer aveng ha
estat la conseqiiéncia de les millores en
quantitat i qualitat del material disponible.
D’altra banda, la possibilitat d’expressar
proteines o acids nucleics en bacteris cres-
cuts en medis enriquits amb isdtops qui-
mics (especialment 15N i 13C) ha permes
purificar molécules marcades amb aquests
isotops, la qual cosa facilita el procés d'i-

dentificaci6 dels seus nuclis (Kainosho,
1997).

La biocomputacié

Els principis teorics de la biocomputaci6
estructural comencen a establir-se a princi-
pis dels anys setanta, quan les primeres ana-
lisis estadistiques de les estructures cris-
tal-lografiques de proteines es duen a terme
(Bajorath et al., 1993; Rost i Sander, 1994;
Rost et al., 1993). Les técniques de biocom-
putaci6 estructural es basen en la utilitzacié
de dades experimentals per a la predicci6 de
I'estructura de biomolécules a partir de la
seva seqiiencia. Per aquesta rad, el seu de-
senvolupament es troba necessariament lli-
gat al creixement dels bancs de dades de
seqiiéncies i estructures, tant de proteines
com d’acids nucleics. D’altra banda, les téc-
niques de modelatge s"han pogut beneficiar
de la constant millora de les prestacions dels
ordinadors disponibles, i de 'aparicié de
noves técniques de programacio.

La importancia de la biocomputacié rau,
sobretot, en la velocitat amb que permet
I"obtenci6 de models estructurals, ttils per a
la generacié6 d’hipotesis experimentals.
Aquesta velocitat fa que les tecniques com-
putacionals siguin els tinics metodes viables
per a l'analisi dels bancs de dades de
seqiiencies, que estan experimentant creixe-
ments exponencials. Aquest creixement es
deu, sobretot, a la proliferaci6 de projectes
de seqiienciaci6 de genomes (al moment
d’escriure aquest article el nombre de geno-
mes complets seqiienciats és de divuit. Ve-
geu http: //www.tigr.org). El principal banc
de dades de sequéncies genetiques, el Gen-
Bank, conté més de 2.800.000 seqiiencies,
1.200.000 de les quals han estat incorpora-
des des de l'agost de 1997 (Benson et al.,
1998). A aquest ritme de creixement, la mida
de GenBank es duplica cada quinze mesos.

Els meétodes biocomputacionals, i el de-
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senvolupament de la xarxa Internet, han po-
sat a I’abast de la majoria d’investigadors la
capacitat de a) identificar les families estruc-
turals a les quals pertany qualsevol nova
seqiiencia, b) predir la funcié de la molecula
i determinar quins residus poden ser impor-
tants, i c) predir el plegament terciari de no-
ves proteines, sil’estructura d’una altra pro-
teina suficientment homologa ja ha estat re-
solta per cristal-lografia o RMN.

La biologia estructural ha deixat de ser
la disciplina minoritaria, extremadament
complicadai dificil de valorari/o d’utilitzar
que devia ser fa trenta anys. Les generacions
futures de bidlegs moleculars seran educa-
des en I'ts i I'analisi rutinaria de dades es-
tructurals. Els experiments biologics, des de
I'analisi biofisica de macromolecules fins a
estudis de genetica de poblacions, es duran
a terme en el context d’informacié molecu-
lar detallada. Aquesta base molecular per-
metra una integracié del coneixement nova,
i una gran interaccié de disciplines dife-
rents, tal i com demanava Margalef en el
col-loqui de 1970 (Margalef et al., 1971).

TRENTA ANYS DE DESCOBRIMENT

Ara fa tres decades, els descobriments
del codi genetic i dels seus mecanismes de
replicacié i expressié van marcar un canvien
la historia de la biologia. Els principis més
fonamentals de la vida havien estat deline-
ats, i l'esforg dels investigadors es comenga-
va a centrar en els detalls d’aquests proces-
sos. Logicament, trenta anys de recerca han
incrementat el nostre grau de comprensié de
molts aspectes de la biologia molecular i han
proporcionat imatges atomiques de moltes
de les interaccions que regulen la divisi6 i el
creixement de les cel-lules.

Un aspecte d’aquest desenvolupament,
impossible de predir a finals dels seixanta,
ha estat 'explosi6 d’aplicacions mediques i

tecnologiques derivades del progrés de la
biologia molecular. Hi ha hagut, també, sor-
preses i descobriments que han canviat qua-
litativament la nostra percepcié de la vida, i
de la seva evoluci6. D’entre aquest grup
nombros de resultats en discutiré dos amb
un cert detall: la natura essencialment fisica
dels processos de regulaci6 dela vidaiel pa-
per de’'RNA enl'origen de la vida. Tractem
doncs d’interaccions moleculars que sén fi-
sica i només fisica.

Al llarg dels segles la complexitat dels
sistemes vius ha sorprés i fascinat tots
aquells que han volgut estudiar-los. Aques-
ta complexitat és prou intimidatoria com
per convencer més d’'un il-lustre pensador
que la seva base fonamental no podria ser
explicada per simples principis fisics.
Aquestes teories vitalistes han estat una de
les victimes conceptuals de la biologia es-
tructural.

La nocié que la vida, com a fenomen, no
podria ser explicada per lleis fisiques va
arribar a ser defensada fins a mitjan segle. El
1932 Niels Bohr («pare» de la fisica quanti-
ca) argumentava: «la qiiestio, de fet, és saber
si ens manquen encara per descobrir trets
fonamentals de la vida, que haurem de de-
terminar abans de poder explicar-la en ter-
mes fisics» (traduit a partir de Bohr, 1933).
Max Delbruck, deixeble de Bohr i un dels
fundadors de la biologia molecular, reafir-
mava aquesta opini6 en escriure el 1949: «és
possible que trobem caracteristiques de les
cel-lules vives que no sén reductibles a prin-
cipis fisics, i que representen lleis comple-
mentaries a les de la fisica atomica» (traduit
a partir de Delbriick, 1935). Naturalment
aquesta opinié tenia, ja aleshores, impor-
tants critics, entre els quals destacava un al-
tre notable fisic: Erwin Schrodinger. En el
seu llibre Qué és la vida? (Schrodinger, 1945)
Schrodinger escriu: «l’evident incapacitat
de la fisica i de la quimica d’avui per expli-
car els fenomens que tenen lloc en un ésser
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viu no és ra6 per dubtar que aquests proces-
sos puguin ser inclosos dins d’aquestes
ciencies».

El descobriment de I’estructura del DNA
i les implicacions mecanicistes per a la com-
prensi6 de la transmissié de 1'’heréncia van
ser els primers revessos importants que va
rebre el «vitalisme molecular» (Watson i
Crick, 1953). Els models de manteniment de
la fidelitat del codi genetic en la seva repli-
caci6, regulacié i expressi6, que van co-
mengar a apareixer a principis dels seixanta,
eren ja purament mecanicistes, basats en
interaccions fisiques entre components cel-
lulars (Pardee et al., 1959).

Els primer model de regulacié descrit, el
de I'operé Lac d’Escherichia coli, va demos-
trar el paper de les interaccions moleculars
en la regulaci6 genica, i va evidenciar la ne-
cessitat d’obtenir informacié atomica per
arribar a una comprensié total dels sistemes
de control biologics (Pardee et al., 1959). En
particular, era necessari explicar quin era el
mecanisme que permetia a les proteines re-
coneixer seqiiencies especifiques de DNA i
RNA.

Aquesta informaci6 a escala atomica no
va comengar a arribar fins vint anys més
tard. Les primeres estructures tridimensio-
nals de proteines d'unié al DNA van ser
resoltes a principis dels vuitanta (Pabo i
Sauer, 1984). Al mateix temps, tecniques de
modelatge computacional i RMN van ser
utilitzades per construir els primers models
atomics de les interaccions proteina-DNA
(Pabo i Sauer, 1984). El 1988 les cinc prime-
res estructures de complexos entre protei-
nes reguladores i DNA van ser publicades,
una d’elles resolta per RMN (Pabo i Sauer,
1992). El 1989 la primera estructura cris-
tal-lografica de la interacci6 entre una pro-
teina i una molecula de RNA va ser publica-
da (Rould et al., 1989). A la fi de 1998 el banc
de dades PDB conté unes cent vint estructu-
res de complexos entre DNA i proteines, i

unes cinquanta de complexos entre protei-
nesiRNA.

Amb el detall a escala atomica va arribar
la confirmacié que els mecanismes regula-
dors dels processos biologics estan basats en
interaccions atomiques classiques, de tipus
electroestatic i hidrofobic. La seva comple-
xitat només és la conseqiiencia del gran
nombre total d’interaccions i del complicat
equilibri termodinamic entre cada biomole-
cula, el conjunt total de molécules presents
dins la cellula i el solvent (Pabo i Sauer,
1992).

L’estudi experimental d’aquestes forces
(utilitzant técniques biofisiques, bioquimi-
ques i genetiques), i el disseny de metodes
computacionals per a la simulacié molecu-
lar, han generat un grau de comprensio rela-
tivament bo dels principis fonamentals de
I'estructura de biomolecules. La utilitzacié
racional d’aquests principis per manipular
aquestes interaccions és, avui en dia, un
procés rutinari per al disseny de farmacs,
nous biocatalitzadors, etc. (Hoog et al., 1995;
Hunter, 1995; Nagase et al., 1998).

Del mon de RNA al mén de DNA i
proteines: nissaga de poder

El descobriment del sistema geneétic va
generar el famoés dogma de la biologia: «del
DNA se’'n fa RNA, de 'RNA se’n fa protei-
na». El dogma donava al DNA el paper de
sistema documental, o llibre d’instruccions,
iales proteines el rol de catalitzadors, o ma-
quinaria. El paper que I'RNA tenia dins d’a-
quest esquema es limitava a ser sistema de
transferéncia, o intermediari sense cap fun-
cié important de control.

Aquesta visi6, pero, generava una para-
doxa sense soluci6: si el DNA fa les protei-
nes i les proteines fan el DNA, qui va fer el
primer DNA i/o la primera proteina? Intri-
gats per la ubiquitat de I'RNA, Woese,
Crick i Orgel van publicar les primeres es-
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peculacions sobre el seu possible rol funcio-
nal durant l'evolucié de la vida (Crick,
1968; Orgel, 1968; Woese, 1967). Es va co-
mengar a perfilar la hipotesi d"un mén pre-
biotic, on les funcions d’emmagatzematge
del material genetic i de catalisi de reac-
cions metaboliques havien estat dutes a ter-
me per molecules de RNA. Aquests autors,
pero, no van anticipar la possibilitat que al-
gunes d’aquestes molécules de RNA catali-
tic haguessin sobreviscut fins als sistemes
actuals.

Els primers estudis estructurals sobre
I'RNA van demostrar que l'estructura tridi-
mensional d’aquesta molecula és molt dife-
rent a la de la doble helix del DNA (Kim et
al., 1973). L’estructura tridimensional de
I'RNA de transferéncia (tRNA) va revelar
una arquitectura globular, amb un plega-
ment complicat, i amb una distribucié de
grups funcionals més semblant a les protei-
nes que al DNA (Kim et al., 1973).

El primer indici experimental de le-
xistencia d’excepcions al dogma general, i
de la capacitat de 'RNA per dur a terme
altres funcions, va arribar el 1970 (Baltimo-
re, 1970). El descobriment de la retrotrans-
criptasa inversa, 1'enzim responsable de la
sintesi de DNA a partir del genoma de RNA
dels retrovirus, va demostrar la capacitat de
I'RNA per dur a terme funcions de codifica-
dor del genoma, normalment associades al
DNA.

L'RNA, doncs, podia generar estructu-
res tridimensionals globulars, semblants a
les dels enzims, i podia ser utilitzat en lloc
del DNA com a material genetic. La peca
que faltava per acabar el trencaclosques va
arribar el 1982 amb el descobriment pels
grups de Cech i Altman de les ribozimes, o
molécules de RNA que catalitzen reaccions
metaboliques in vivo (Guerrier-Takada et al.,
1983; Kruger et al., 1982). La capacitat de
I'RNA per dur a terme les tres funcions con-
tingudes en el dogma de la biologia va res-

suscitar les hipotesis sobre el paper de
I'RNA enlevolucid inicial de la vida, iel ter-
me mon de RNA (Gilbert, 1986) es va crear
per referir-se a aquesta fase hipotetica de
I'evolucio.

La dificultat de provar 'existéncia d'un
metabolisme que hauria existit fa més de
3.500 milions d’anys és immensa, i és possi-
ble que la hipotesi del mén de RNA no pu-
gui ser mai provada inequivocament. Pero
el volum de les dades circumstancials conti-
nua creixent. A finals dels vuitanta van co-
mengcar a apareixer els primers treballs de-
dicats a la selecci6 in vitro de molecules de
RNA amb noves activitats catalitiques. Des
d’aleshores els laboratoris de Joyce, Szostak
i altres han estat capacos de seleccionar
molécules de RNA que catalitzen diverses
de les funcions essencials per ala replicaci6 i
I'expressi6é d'un genoma de RNA, inclosa la
catalisi de I'enlla¢ peptidic entre dos ami-
noacids (Ellington i Szostak, 1990; Joyce i
Orgel, 1986; Zhang i Cech, 1997).

L’estudi dels components de 'aparell de
traduccié genetica ha aportat dades directes
de la relativa antiguitat de les molecules de
RNA respecte a les proteines en aquest
procés metabolic. El pas central en la trans-
missi6 del codi genetic a informaci6 en for-
ma d’aminoacid és la reaccié d’aminoacila-
ci6 del tRNA per 'enzim aminoacil-tRNA
sintetasa (Schimmel i Soll, 1979). Aquesta
reacci6 és I'tinic punt del procés de sintesi
de proteines on la informaci6 continguda en
el sistema de codons és transformada a
seqiiéncia proteica. La relacié de reconeixe-
ment estructural entre el tRNA i les ami-
noacil-tRNA sintetases lliga I'evolucié de
les dues molecules i permet comparar-ne les
antiguitats respectives utilitzant metodes fi-
logenetics (Brown i Doolittle, 1995; Schim-
mel i Ribas de Pouplana, 1995). D’aquests
estudis es despren que l'aparicié de les
moléecules de tRNA, i la seva especificitat
per aminoacid, precedeix l'aparici6 de les
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aminoacil-tRNA sintetases (Ribas de Pou-
plana et al., 1998). Per tant, en un escenari
biotic anterior, les molécules de tRNA eren
probablement aminoacilades per algun al-
tre catalitzador, possiblement altres mole-
cules de RNA.

Perd l'evidencia més convincent del
paper ancestral de la catalisi per RNA ha
vingut dels estudis estructurals sobre el ri-
bosoma (Green i Noller, 1997; Noller, 19914,
Noller, 1991b). L’ obtencié de l'estructura tri-
dimensional del ribosoma és un dels objec-
tius més ambiciosos de la biologia estructu-
ral. La complexitat del problema ve donada
per la massa molecular del ribosoma
(~3x10° daltons) i pel fet que és el resultat de
la interacci6 de tres molecules de RNA i més
de cinquanta proteines diferents. Els riboso-
mes es componen de dues subunitats, de di-
ferent massa molecular. La subunitat gran
del ribosoma bacteria (anomenada 50S, en
relacié amb el seu coeficient de sedimenta-
ci6) conté dues molecules de RNA (2351 55)
i trenta-una proteines diferents. Aquesta su-
bunitat forma el centre catalitic del riboso-
ma i interactua amb l'extrem aminoacilat
del tRNA.

Diversos estudis estructurals han localit-
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FiGura 2. Esquema de les interaccions entre el ribosoma
bacteria i la molécula de tRNA. La regio de ’RNA 23S que
conté la zona activa del ribosoma esta detallada dins del mo-
del de la subunitat gran. (Modificat a partir de Schimmel i
Alexander, 1998).

zat el centre actiu del ribosoma bacteria en
la proximitat de la molecula de RNA 23S,
(una cadena de RNA de 12.900 bases; vegeu
la figura 2). Experiments duts a terme el
1992 pel grup de Noller havien ja fet intuir
que el centre catalitic del ribosoma podia es-
tar format inicament per les molecules de
RNA de la subunitat gran (Noller ef al.,
1992). Pero la resposta definitiva a aquesta
qiiesti6 arribara només amb la imminent
obtencié de l'estructura tridimensional del
ribosoma a escala atomica (Moore, 1998). A
partir d’aquesta fita la recerca sobre les ba-
ses estructurals de I'origen de la vida conti-
nuara, tant esbrinant les bases de les transi-
cions moleculars que varen donar lloc al
nom de DNA, com provant de reproduir les
reaccions centrals de metabolisme cel-lular
amb hipotetics catalitzadors primitius. Pot-
ser no haurem d’esperar trenta anys abans
de poder veure les primeres protocel-lules
creades in vitro exclusivament sobre la base
de molecules de RNA.

CONCLUSIO

Els principis teorics de la cristal-lografia i
la RMN ja havien estat definits fa trenta
anys. Pero la seva aplicaci6 a la biologia mo-
lecular i, sobretot, la disponibilitat dels seus
resultats per a la majoria dels investigadors
és un fet molt més recent. El creixement dels
bancs de dades i la proliferacié de sistemes
per estudiar-los, han posat a les mans de
tots els biolegs moleculars eines d’analisi
estructural fins fa molt poc inexistents. La
paraula clau és ara «educacié». Les futures
generacions d’investigadors han de ser for-
mades en la utilitzacié d’aquestes eines, i
estimulades a considerar els problemes bio-
logics com a xarxes de qiiestions interdisci-
plinaries, amb bases moleculars que, gracies
als estudis estructurals, comencem a enten-
dre amb detall.
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