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Jui,i G. PERETO

I)epartainent de Bioquitnica i Biologia Molecular. Universitat de Valencia. Burjassot.

Text de la ponencia presentada a la Primera Jornada de Biologia <<Cap a on va ]a biologia contemporania»,
celebrada a Prada dins el marc de la Universitat Catalana d'Estiu, I'agost de 1991.

<<I-es explicacions en la biologia contemporania
continuaran essent quimiques.»

J. Lederberg, proleg a Kornberg (1989)

RESUM

El descobriment dels enzims i de la seva estructura quimica va jugar un paper molt important en els inicis
histbrics de la bioquimica com a ciencia moderna. A partir de ]'experiment seminal de Buchner, va costar mes
de trenta anys establir la natura proteica dels enzims. En el nostre segle, la majoria de vies metaboliques i
enzimatiques s'han dilucidat. Durant les decades dels anys setanta i dels vuitanta els bioqufmics s'han
interessat rues pe] DNA que per les proteines. En els darrers anys certes observacions han canviat radicalment
I'ec lipsada enzimologia: s'hadescobert la catalisi per RNA (ribozims) i peranticossos (abzims), i s'ha adquirit
tin coneixement cada vegada mes gran del plegament de proteines in vivo, a causa dels «acompanyants»
(chaperones) moleculars. Els avencos en enginyeria metabol iea i de proteines, Ia biologia del desenvolupament,
la neurobiologia i el projecte del genoma hums anuncien una epoca de prosperitat per a l'enzimologia en el
Ilindar del segle xxi.

MOTs CLAD: enzim , ribozim, abzim, acompanyant molecular, catalisi.
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SUMMARY

The discovery of the enzymes and their chemical nature played a critical role in the historical beginning
of biochemistry as a modern science. It took more than 30 years to establish the proteinaceous nature of
enzymes after the seminal experiment of Buchner. During the present century, most metabolic pathways and
enzymatic mechanisms have been elucidated. In the 70s and the 80s, biochemists switched their interest from
proteins to DNA. Nevertheless several discoveries illuminated the eclipsed enzymology: catalysis by RNA
(ribozymes) and by antibodies (abzymes), as well as the progress in the understanding of protein folding in
vivo (molecular chaperones). Current advances in protein and metabolic engineering, developmental biology,
neurobiology, and the genome project imply a prosperous time for enzymology on the threshold of the 21st
century.

KEY WORDS: enzyme, ribozyme, abzyine, molecular chaperone, catalysis.

Segle xix: el descobriment dels enzims

Les primeres observacions d'activitats pro-
motores de reaccions quimiques per part de
substancies derivades de materia viva foren fetes

per Payen i Persoz (1833) amb la diastasa,

activitat d'origen vegetal que permet la conversi6

de mid6 en sucre, i Schwann (1834-1836) amb Ia

pepsina, derivada del sue gastric. Amb la

descripci6 d'aquestes activitats, Berzelius
introdui el concepte de catalisi (1837), tot
comparant-les amb processos similars de natura
inorganica. El 1860 Berthelot va descriure la
primera activitat intracellular: la invertasa del
rent que converteix la sacarosa en glucosa i
fructosa. Finalment, el 1878 Khiine proposa el
terme enzim perferreferenciaatotes lesactivitats

catalitiques associades amb la materia vivent.

Va ser, pet-6, la fermentacio alcoholica

l'autentica clan per obrir el pas a I'estudi cientific
dels enzirns. El reconeixement d'aquest proces

corn un fenomen quimic fou establert molt aviat,

tant com ho va permetre la ciencia quimica.

Amb Lavoisier i Gay-Lussac s'arriba a una

equaci6 quimica del proces de transformaci6 del
sucre en alcohol perfectament ajustada. Malgrat

aixo, la causa de la fermentacio era tan fosca

corn en els temps de I' invent de I'escriptura, ally

pel 4000 aC, a Mesopotamia, on ja coneixien les
propietats euforitzants del sikaru, una beguda

fabricada per fermentaci6 de grans, possiblement

el precedent mes antic de la nostra cervesa.

El 1779 ('Academia Francesa de Ciencia

ofer un kilogram d'or a qui fos capa4 d'explicar

la natura de la fermentaci6 alcoholica. Hi tenien,
per cert, un fort interes economic i industrial per
dominar aquest proces i treure avantatge sobre

els alemanys, als quals havien guanyat al camp

de batalla. Aquest premi I'hauria pogut

aconseguir qualsevol dels grans quimics del

segle passat, corn ara Berzelius, Von Liebig o
Wdhlersi haguessen gauditd'una visi6biol6gica

mes clara i en el cas que haguessin reconegut el
paper central del llevat. D'altra Banda, Pasteur,

que s'havia guanyat el prestigi corn a quimic, tot
i apreciant el paper del llevat, va exagerar el

sentit biologic fins a arribar a renunciar als

principis quimics i caure al parany vitalista. De
fet, el 1838 Cagniard de Latour (i despres el

mateix Pasteur) va comprovar que el crei xement
cellular, la vida, es trobava associat al fenomen

de la fermentacio. Mentrestant, Liebig aportava

una explicaci6 mecanicista, newtoniana, de

I'acci6 catalitica observada en la fermentacio,

un proces mes aviat associat amb la putrefacci6

que amb la vida, segons ell.

D'aquesta manera, el segle xtx va ser testi-

moni de la controversia entre Pasteur i Lichig,

potserde les polemiques cientifiques mes acides

que horn coneix. En tractard'explicarel fenornen
de la fermentacio alcoholica, el primer defensava

una posici6 vitalista i el segon, una de mate-

rialista. La soluci6 del problema fou donada,

d'una manera inesperada i per casualitat, per
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]'experiment de Buchner (1897), considerat per

molts com I'inici de la bioquimica moderna.

Tractant de trobar un metode per preservar els

extractes de llevat obtinguts en prenisar les

cel•]ules, va provar una tecnica tradicional:

afegir-hi una bona quantitat de sucre, com es fa

per preparar melmelades i confitures. La sorpre-

sa va ser que aquclla mescla comencava a bullir

violentament. Es a dir,1'extracte lliure de cel•lules

era capa4 de fermentar el lucre afegit. No calia,

clones, que I'estructura cellular fos intacta (com

demanava Pasteur) per tal d'observar el fenomen.

L'activitat derivada de les cel•lules fou

anomenada z.imasa.

La fernrentacio in vitro, al tub d'assaig, en

absencia de cel•lules, es el paradigma de

1'enfocament experimental genuYnament

bioqufmic. La bioquimica s'uneix aixf als grans

currents biologics jaencetats o a puntd'apareixer

en escena: la teoria cellular (Schleiden i

Schwann. 1838-1839; l'omnis cellula e cellula

de Virchow, 1855), la teoria dels germens com

a causants de malalties infeccioses (Koch, 1876,

i despres, Pasteur), la teoria de 1'evoluci6

(Darwin-Wallace, 1859) i la teoria qudntica de

Ia transmissio hereditaria (Mendel, 1865,

redescobert en 1900 per De Vries, Correns i

Tschermak). Amb el segle xx comenca, doncs,

Ia hiologia moderna.

primera meitat del segle xx: cercant la natura

quimica dels enzims , Bur anatomia i fisiologia

Gradualment, la forca vital fou substitufda

pels enzims. Ara, pero, calia establir la natura

quimica d'aquests agents i encara haurien de

passar gai retie quaranta anys des de ]experiment

de Buchner abans que tothom acceptes que els

enzims eren de naturalesa proteica. Les primeres

observations sobre l'accio dels enzims feren

suposar que aquests eren una «propietat» de la

materia vivent. Ja al segle xx els enzims tin-

gueren, primer, la categoria de substancia qui-

mica definida, i, despres, de proteina especifica.

Aixo va ser demostrat a bastament pets estudis

de Summer, Kunitz i Northrop entre 1926 i

1935. La purificacio, la caracteritzacio i, sobretot

la cristal•litzacio dels enzims foren etapes

fonamentals per donar pas al seu coneixement

molecular. En aquest sentit, el desenvolupament

de tecniques com la ultracentrifugacio (Svedberg,

anys vint), l'analisi automatica d'aminoacids

(Stein, Moore, Anfinsen) i I'electroforesi

(Tiselius, anys cinquanta) foren decisives per tal

de bastir proves experimentals solides en la

demostracio de la natura proteica dels enzims i

l'aleshores gens obvia correspondencia entre

una prote'ina funcional i una sequencia

d'aminoacids concreta. Amb tot, eminents

cientifics coin Willstatter sosteniren fins a la

mort que la protema devia esser mes aviat un

vehicle, un suport, per al veritable catalitzador,

possiblement ions inorganics sovint considerats

com a contaminants.

Paral•lelamentalsesforcosen laidentificacio

quimica dels enzims, hi ha qui s'interessa pels

aspectes cinetics. S'avanca en els models que

puguen explicar quantitativament el compor-

tament enzimatic, sobretot a partir de la proposta

de Brown (1902) de la formacio del complex

enzim-substrat, del desenvolupament de

1'equacio de Michaelis-Menten (1913) i de

l'aplicacio de la hipotesi de 1'estat estacionari

(Briggs-Haldane 1925). Un altre aspecte

fonamental es la visio dels enzims com a

productes dels Bens. La primera proposta neix

dels estudis de mutacions genetiques que causen

<<errors congenits del metabolisme» , realitzats

per Garrod (1908), que va advertir que certes

malalties hereditaries humanes rares (tals com

l'albinisme i l'alcaptonuria) eren produIdes per

I'absencia d'enzims especifics. Mes Lard, Beadle

i Tatum (1940) formularien la hipotesi «un gen-

un enzim>>, a partir dels seus estudis de genetica

fungica.

El descobriment de 1'anatomia dell enzims

fou una tasca engegada a partir de 1950. Els

estudis cristal•lografics (Pauling, 195 1; Perutz i

Kendrew, 1960) i la possibilitat de sequenciacio

(Sanger, 1952) subministren les bases per tal

que els enzims prenguen una forma i un disseny
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espacials a escala atomica. Cal advertir que les
primeres estructures descobertes foren de
prote'ines fibroses i, despres, de protemes no
catalitiques, coin la mioglobina i l'hemoglobina,
tot i que aquesta es considerada « l'enzim

honorari>>. El primer enzim que es va poder
<<veure>> va ser el lisozim (Phillips, 1966). Pei
que fa a la funcio, la fisiologia dels enzims, es
viu una era daurada de mitjan anys trenta fins a
mitjan anys setanta. Es descriuen els principals
mecanismes de reaccio i es tracen les rutes

metaboliques mes importants.

Els feligos seixanta , o la decada de les idees
genials, i l'inici de 1'eclipsi durant els setanta

La decada dell seixanta fou forga fructffera
des del punt de vista conceptual. La hipotesi
quimiosmotica (1961) sobre l'acoblament
energetic durant la respiracio i la fotosfntesi,
acaba per sempre amb la cel•lula com a sac

d'enzinzs. La frontera tracada per Warburg (<<on
1'estructura comenca, la bioqufmica acaba>>) es
traspassada per Mitchell amb I'ajut d'un simple
pHmetre. S'introdueix el concepte de metabo-
lisme vectorial enfront del metabolisme escalar,
per tal de distingir aquells processos catalftics en
que el transport de substancies i la compar-
timentacio esdevenen essencials i indestriables.
La generacio i el manteniment de gradients
ionics ocupen aixf un Iloc central en els fenomens
de transport a traves de membrana i de
transduccio de fonts d'energia primaries (llum,
oxidacio-reduccio) en formes de treball titil per
a la cel•lula (moviment, biosfntesi, comunicacio,

morfogenesi, calor, Hum, etc.).
La hipotesi al•losterica (1963) inicia una

nova dimensio de 1'enzimologia. Mes enlla de
1' extraordinaria especificitat i del poder catalftic,
els enzims son tambe capacos de sentir i integrar
informacio de l' ambient. La regulacio enzimatica
esdeve un ingredient essencial en la comprensio
molecular de la cel•lula.

Finalment, es completa la pedra Rosetta del
codi genetic, 1'equivalencia del llenguatge li-

neal dels nucleotids al d'aminoacids i fructifica
un dels pensaments mes profunds de la biologia
moderna, I'anomenat dogma central de la bio-
logia molecular (Crick, 1970). Contrariament a
alto que Bolen reflectir els Ilibres de text, el
dogma no postula res al voltant de les direccions
de flux informatiu entre els acids nucleics. La
proposta de Crick, alhora breu i grandiosa, fou:
una vegada la informacio genetica ha pres la
forma qufmica de protema, ja no pot sortir d' aqui.
Un tret de gracia al lamarckisme des de la
biologia molecular, que fins ara, malgrat alguns
intents, no ha estat contradit.

Els seixanta tambe ofereixen una observacio
experimental que ningti no sospitava la revolucio
que originaria: Arber (1962) descobreix els
enzims de restriccio, que serien caracteritzats
despres per Nathans i Smith. La creacio de la
primera molecula de DNA recombinant (1972)
marca 1'inici de 1'eclipsi dels enzims corn a
objecte central d'estudi. Per it molts biolegs i, el
que es pitjor, per a molts estudiants de biologia,
els enzims passaran a ser els components d'un
kit d'analisi clfnica o de manipulacio de DNA i,
fins i tot, el seu nom acabat en -asa sera substituft
per un ntimero o un color.

Ribozims , abzims i espelmes moleculars:

punts d'inflexio durant els anys vuitanta

L'eclipsi dels enzims durant, corn I'anoniena
Kornberg, l'era dell cacadors de gens (1975- ),
no ha estat total. L'any 1981 fou especialment
il•luminat pel descobriment de l'RNA catalftic
per Cech. Estudiant la maduracio del precursor

de I'rRNA de Tetrahymena, Cech fou capac de
demostrar que 1'escissi6 i la posterior uni6 de
fragments de RNA era un proces autocatalftic,
es a dir, succeia en absencia de prote'ines. Despres
es va poder comprovar que l'intro elirninat, per
ell mateix, era capac de catalitzar diversos
mecanismes de trencament i formacio de l'enllac
fosfodiester. El 1983 Altman demostrava que ]a
subunitat catalftica de la RNasa P, un enzim
implicat en la maduracio dels precursors de
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IRNA, era de naturalesa ribonucleica. D'enca
els primers exernples descrits, la Ilista de
reaccions catalitzades per RNA, tant naturals
corn artificials, ha anat creixent. Aquestes
observations, tot i significar una revolucio con-
ceptual (tots els enzims ja no son proteines),
havien entrat dins del terreny de les possibilitats
raonables» per a biolegs com Crick i Orgel. En

efecte, per pura especulacio, a partir del paper
fet per I'RNA a les cel•lules actuals, horn podia
imaginar tin mon prirnitiu on tant la transferencia
d'inforniaci6 cone la catalisi foren
protagonitzades per acids nucleics. Era una
manera de resoldre el veil problema de l'ou i la
gallina per tal d'explicar qui fou abans si les
proteines o els acids nucleics, durant 1'evoluci6
mes primitiva de la vida. Amb el descobriment
de I'RNA catalitic, un acid nucleic es capac de
portar informacio genetica i, teoricament,
d'executar-la. El concepte equfvoc de
Schrodinger (els gees son els planols i els
executors) troba aquf una rnaterialitzaeio real i
possible. De fet, el cercle s'ha tancat comple-
tament amb la descripcib de Noller, el 1992,
segons la qual 1'activitat peptidil transferasa del
ribosoma procariotic (I'enzim que catalitza la
unio d'un aminoacid amb el seguent durant la
sintesi proteica) resideix a I'rRNA 23S i no a les
proteines. Que significa, tot aixo, per al nostre
concepte d'enzim? Tan sols I'extensio de la
natura qufmica dels biocatalitzadors a un nou
tipus d'especie qufmica: els enzims poden ser
proteines o RNA. Fins i tot, potser no hauria fet
falta inventar un nom nou (ribozim), ja que quan
es va proposar el terme enzim (Kuhne, 1878)
encara s'estava ben lluny de coneixer la seua
natura. A mes, la idea continguda en la
denominacio enzim (etimologicament, <dins del
llevat») continua essent valida per a I'RNA
catalitic. Por haver-hi altres biomolecules capa-
ces d'exercir la funcio catalitica? Ens hauria de
sorprendre la demostracio que un polisacarid
accelere una reaccio metabolica?

Tot aixo encara haura de venir. El que Si que
s'ha pogut fer es convertir en catalftiques
proteines que originalment no ho son. Tal es el

cas dels anticossos catalftics o abzims. Els anys
seixanta, Jencks, desenvolupant la teoria de
1'estat de transicio aplicada al proces de la catalisi
enzimatica, havia postulat que si horn fos capac
de sintetitzar un anticos complementari de la
geometria de 1'estat de transicio d'una reaccio
qufmica(biologicaono!)aquestaproteinahauria
de catalitzar el proces. Els grups de Tramontano
i de Schultz van poder demostrar-ho ]'any 1986,
independentment, emprant anticossos monoclo-
nals contra molecules organiques analogues dels
estats de transicio de les reaccions d'hidrolisi
d'esters. Avui es possible dissenyar i sintetitzar
catalitzadors prou poderosos, amb I'avantatge
de 1'estereoselectivitat que ofereix la catalisi
enzimatica.

La decada dels vuitanta encara ens ha donat
un concepte bioquimic mes que afecta els enzims.
La idea classica, derivada dels experiments
d'Anfinsen amb la ribonucleasa (1961) i de
l'autoassociacio de ribosomes i virus in vitro,
indicava que I'estructura primaria de la proteina
(la sequencia lineal d'aminoacids) es necessaria
i suficient per tal de determinar 1'estructura
tridimensional d'un enzim. Tanmateix, el
plegament de les proteines in vivo es forca mes
complicat. L'adquisicio de 1'estructura tridi-
mensional correcta, i tambe I'autoassociacio de
subunitats per donar oligomers, requereix,
gairebe sempre, l'auxili d'altres proteines. Son
les anomenades espelmes moleculars (molecular
chaperones) que eviten les interactions in-
correctes entre superffcies potencialment
complementaries durant la sintesi del polipeptid
o durant el transport i muntatge de complexos
multimoleculars. Un tipus d'aquestes espelmes
moleculars (chaperonins) actuen com a autentics
enzims del plegament polipeptfdic. Tot i que el
mecanisme biofisic noes conegut encara, sembla
que, a] mateix temps que impedeixen plegaments
incorrectes, acceleren la ruta de plegament
correcte. Amb el descobriment de les espelmes
moleculars cal modificar el concepte classic:
1'estructura primaria es necessaria pero no sufi-
cient per a I'adquisicio de I'estructura tridi-
mensional de la proteina.
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El desenvolupament de les tecniques de

manipulacio de DNA ha permes tambe avengos

molt significatius en I'enzimologia. L'enginyeria

proteica fa is de la mutagenesi dirigida, el canvi

d'uns pots nucleotids per tal d'introduir la

modificacio d'un o dos aminoacids escollits it

I'estructuraproteica. Es possible imitar la natura

i fer « evolucionar» un enzim en un temps record.

Allo que la seleccio natural ha dissenyat cegament

durant els darrers 3.500 milions d'anys at plane-

ta Terra, es pot modificar amb un proposit en un

laboratori de biologic molecular en unes hores.

Esbrinar els secrets mes intims de la relacio

estructura-funcio d' una prote'ina o dissenyar una

insulina o un anticos <millor» entren dins dels

resultats aconseguits ja. Un dels objectius

prioritaris de molts projectes biotecnologics es

Iaproducciodebensbiologics valuososiescassos

(hormones, antibiotics, vitamines, enzims,

interfere, factor de coagulacio, etc.) a gran esca-

la dins d'un fermentador. La nostra pobra

comprensio de la regulacio metabOlica fa que

molter vegades no siga possible ('exit en forma

d'un proces economicament rendible perque la

sobreexpressio d'un enzim o enzims biosintetics

no sempre es suficient. S'estan donant els primers

passos cap a una enginyeria metabolica, un

millorament de les activitatseel•lulars manipulant

enzims, transportadors i funcions reguladores

mitjangant tecniques de DNA recombinant. Aixo

requerira un gran esforc teoric i experimental en

l'estudi del metabolisme intermediari i la seua

regulacio, unaespecialitatbioquimicaque alguns

haurien donat per acabada i moribunda fa uns

anys.

Cap on va la quimica de proteines

i l'enzimologia contemporanies?

No es dificil preveure que les decades

properes portaran nous punts d'inflexio at

pensament biologic. Sequenciar el genoma dels

diferents organismes model (Escherichia coli,

Saccharomvices cerevisiae, Caenorhabditis

elegans, Drosophila melanogaster, Mus

musculus, Arabidopsis thaliana, Homo sapiens)

significara tenir a I'abast una immensa quantitat

d'informacio (d'altra Banda, un desafiament

tambe per a l'informatica). Sabrem la segiiencia

dels gens, pero que en sabrem, de llur funcio?

Caldra fer un esforc paral •lel en la caracteritzacio

dels productes dels Bens, caldra incrementar

I' interes dels estudiants per les proteines. Fins al

juny de 1992, segons dades aportades per

Hodgson (1992) hi ha un 76 % del genoma d'E.

coli sequenciat i un 27 %del de Ilevat, enfront de

I' 1,8 c/o de Drosophila o un 0.6 % de I'huma. I

segons Chothia (1992), del DNA ja sequenciat

amb prou feines es poden identificar un 35 ^'(- de

sequencies similars a proteines ja conegudes.

Aixi que, de moment, la bioinformatica, l'estudi

a traves de les bases de dades de com una

sequencia de DNA pot representar una funcio

eel•lularconcreta, es trobafor4a Iimitada (gains,

1992).
D'altra Banda, un dels grans problemes dels

<cacadors de gens>> es que quan es vol expresser

el corresponent cDNA en un sistema heteroleg

(E. coli, S. cerevisiae) per obtenir el producte

proteic en grans quantitats i caracteritzar-Io, el

sistema falla massa sovint. Sabem tan poc dell

requeriments per a I'estabilitat i cl correcte

plegament d'una proteina dins la cel•lula!

Dues arees de la biologia que comportaran,

sens dubte, esfor4os intellectuals yualitatiu.s

sense precedents reran Ia biologia del

desenvolupament (incloent-hi la comprensio

global del cancer) i la neurobiologia, les bases

quimiques de les funcions (i disfuncions)

cerebrals. Deis gairebe cent mil gens que codifi-

quen proteines a 1'especie humana, la meitat

s'expressen at cervell.

Aixi doncs, it Irene d'alba del se-le xxi

coneixerem I'inici d'un renaixement enzimo-

logic.
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