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"Begin at the beginning and go on
till you come to the end: then stop”

Lewis Carroll

“"Information is not knowledge,
knowledge is not wisdom,
wisdom is not truth”

Frank Zappa
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Agraiments

A les lectures que em van permetre la preparacié i posterior realitzacié
d’aquest treball, trobava sempre la idea que la biologia molecular havia estat una
empresa duta a terme per grups de cientifics que, al mateix temps, establien contactes
amb altres grups de cientifics, formant veritables xarxes de comunicacié. Durant els
anys de dedicacié, a temps parcial, a la meva recerca, m’he adonat que la seva
realitzacié s’ha produit justament gracies a l'establiment d’una xarxa de contactes
personals que m’han ajudat a dur-la a terme.

En primer lloc, Maria Jesus Santesmases, directora d’aquesta tesi i co-directora
del treball de recerca que ha estat 'embrié d’aquest treball. El interés i ajuda en tot
moment, tant en forma dels seus treballs com del contacte personal establert i les
seves sempre imprescindibles orientacions i indicacions han fet possible dur a terme
aquest projecte.

Xavier Roqué, co-director del treball de recerca i tutor d’aquesta tesi, qui em va
proposar el tema i la possibilitat de comptar amb la col-laboracié de Maria Jesus
Santesmases.

Passant als protagonistes més directes d’aquesta recerca, agrair a Joan Antoni
Subirana la seva atencio i ajuda tantes vegades com li vaig demanar, tant pel que fa a
entrevistes, 'accés a materials que han estat de gran utilitat durant la realitzacio
d’aquest treball, com ara fotografies, documents i treballs cientifics, i per accedir a
llegir els esborranys tant del treball de recerca com d’aquesta tesi doctoral, i
permetre’'m I’Us de la seva correspondéncia amb Jaume Palau. En aquest sentit voldria
agrair a Montserrat Cid i a Sonia Palau (vidua i filla de Jaume Palau) haver posat a la
meva disposicié aquests materials.

Joaquim Lloveras, qui també sempre ha mostrat un gran interés per aquest
projecte i amb el qual he pogut parlar infinitat de vegades i que m’ha facilitat poder fer
fotografies del laboratori de RX, disposar dels planols d’alguns dels instruments, aixi
com llegir i corregir els capitols més tecnics d’aquest treball, a més de proporcionar

imatges dels anys que abasta aquesta recerca.



Lourdes Campos, responsable del laboratori de RX, per la seva paciencia i
amabilitat durant les estones passades fent les fotografies, aixi com per haver-me
facilitat ’accés a les llibretes de registre d’activitats i materials del laboratori.

Cayetano Sierra i Francisco Navarro, del taller de mecanica de I’Escola
d’Enginyers, que em van explicar la historia del seu taller i la relacié que van establir
amb el grup de Subirana. Els seus comentaris em van permetre entendre molt millor
tot el procés de construccié i modificacié d’instruments cientifics.

Altres persones han prestat el seu ajut i col-laboracié en el desenvolupament
del meu projecte. En primer lloc, Soraya de Chadarevian, amb la qual vaig tenir I’ocasio
de parlar extensament durant el seu pas per Barcelona la primavera de 2003, i que
posteriorment m’ha proporcionat dades i contactes crucials per a la realitzacié
d’aquest treball. Els seus treballs sobre la historiografia de la biologia molecular al
Regne Unit han estat imprescindibles per al desenvolupament d’aquesta memoria.

Pel que fa a I'obtencié d’informacié de I’época immediatament anterior a la que
s’estudia en aquesta memoria, voldria esmentar Mireia Artis, qui va estudiar
I'establiment de la genética com a assignatura a Catalunya i em va permetre consultar
el seu treball de recerca al voltant d’aquesta qliestio.

Antoni Roca-Rosell, per donar-me 'oportunitat de presentar publicament part
d’aquest treball, tant en forma de publicacié als Quaderns d’Historia de I’Enginyeria,
com publicament a la mateixa seu on un dels grups protagonistes d’aquesta memoria
ha estat desenvolupant el seu treball des dels anys 1960s.

La consulta d’arxius i biblioteques sempre es imprescindible i en aquest sentit
vull donar les gracies a Antoni Borfo, Elisabet Jiménez, Joan Padilla i Ana Pérez.

Altres persones que m’han ajudat amb el seu temps i les seves informacions
han estat David Berol, Claudi Cuchillo, Antoni Fontdevila, Alicia Guasch, Ricard
Guerrero, Merce Piqueras, Eva Prats, Natalia Quintana, Vivianne Quirke, Antoni Romeu,
i Vladimir de Semir.

Al llarg del desenvolupament d’aquest projecte, els contactes personals, ja a
través de les entrevistes o per correu, han estat imprescindibles. Quan un s’acostuma a

aquests tipus de contactes personals amb la seguretat de tenir-los a disposicié quan
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es presenten noves preguntes o nous dubtes, la mort d’alguns d’ells representa una
perdua seriosa que fa valorar encara més aquest tipus de font. Al llarg d’aquests anys,
tres persones que m’han ajudat en alguns moments, ja no son aqui i en voldria fer
esment: Joan Oré, Josep Egozcue i Uli Arndt. Voldria també recordar a Jaume Palau, a
qui malauradament no he pogut conéixer, perd que és ben present en moltes de les
pagines d’aquesta memoria.

Finalment, els meu agraiment és per a la meva companya Niria Pérez. Sense el

seu suport i ajuda, la realitzacié d’aquest treball no hauria estat possible.
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Capitol 1

Introduccié

Aquesta memoria tracta de la historia dels primers anys del grup de recerca en
biologia molecular encapcalat per Joan Antoni Subirana i Jaume Palau. L’enfocament
escollit per desenvolupar-la sera estudiar les relacions entre els laboratoris, les
institucions i les politiques. Prenent en consideracid tots aquests aspectes i entenent la
biologia molecular en aquest sentit ampli, el treball s’articulara al voltant del paper
que van jugar les tecniques i els instruments i de la capacitat d’intervenir en ells en
funcio de les necessitats a I’hora d’establir grups de recerca en biologia molecular a
Espanya en un moment en el qual es van comencar a posar en marxa una certes
politiques cientifiques i, per tant, es va disposar de financament.

El treball que es presenta aqui consistira en I'estudi de les condicions que es
van donar durant els anys postdoctorals de Jaume Palau i Joan Antoni Subirana,
protagonistes d’aquesta recerca, fent un emfasi especial en els aspectes de la seva
formacié academica, tant a Espanya com en centres de recerca de I’estranger, aixi com
en els primers anys d’establiment dels seus grups de recerca, entre 1958 i 1977. Es
mostrara com, al temps que es va produir 'aprenentatge, es va donar una transicié
dels seus interessos, des de la quimica organica cap a la biologia molecular, com a
conseqliencia de les influencies rebudes durant I’etapa postdoctoral. Al mateix temps
que s’aprenien noves tecnigues, es coneixien nous instruments i es perfilava un
projecte de recerca.

En la linia de treballs recents en la historiografia de la biologia molecular, es
tractaran en profunditat aquestes qliestions per tal de mostrar les capacitats del grup
en aquests aspectes. Articular el treball al voltant del paper jugat per les técniques i els
instruments i de la capacitat d’intervenir en ells en funcié de les necessitats, permetra
mostrar allo que sovint queda amagat a les publicacions cientifiques dins I'apartat de
material i métodes: els detalls experimentals referits a les técniques aplicades i els

instruments utilitzats.
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L’any 1965, Joan Antoni Subirana i Jaume Palau, doctors en ciencies quimiques,
van tornar a Barcelona procedents respectivament d’Israel i del Regne Unit, i es van
instal - lar, en qualitat de col-laboradors del CSIC, al Departament de Genetica Animal i
Humana de la Facultat de Ciencies de la Universitat de Barcelona, en aquell moment
sota la direcci6 d’Antoni Prevosti, on van posar en marxa un dgrup de recerca en
biopolimers. Subirana va ésser admeés en qualitat de col-laborador cientific del
Patronat Ramoén y Cajal i Palau com ajudant del CSIC. Dos anys més tard, Subirana va
guanyar placa de Catedratic a I’Escola Técnica Superior d’Enginyers Industrials de
Barcelona (ETSEIB) on, en coordinaciéo amb el CSIC, va posar en marxa el Departament
de Quimica Macromolecular, on va treballar tant en estructura de polimers sinteétics
com biologics. L’any 1969, Jaume Palau es veure immers en el procés de
materialitzacié d’una nova instituci6 dedicada a la recerca biologica, I'Institut de
Biologia Fonamental, al si de la nova Universitat Autdonoma de Barcelona.

Per tal de coneéixer en profunditat aquest procés s’estudiara el
desenvolupament del camp de recerca en el qual van treballar, aixi com el paper jugat
per les institucions implicades, ja que la forma que va anar prenent el grup, aixi com la
recerca desenvolupada, va ser el resultat de miltiples interaccions, tant intel - lectuals
com metodologiques, personals i institucionals. S’estudiara com es va fer la recercai la
influéncia que els liders i el seu grup van obtenir més enlla de les parets del laboratori,
ja que no n’hi ha prou amb fer investigacié original en el sentit d’aportar coneixement
nou al ja existent: cal difondre’l als llocs i a les publicacions adequades, ja que el
reconeixement obtingut pels cientifics procedeix tant dels resultats de la recerca i de
la seva difusi6 com del recolzament dels mestres i companys i de les politiques
destinades a permetre-ho.

També es mostrara com el grup va esdevenir I'embrié d’una escola que ha
continuat fins I’actualitat, tal com es podra constatar seguint els destins professionals
dels seus deixebles i de la preséncia dels seus treballs en publicacions de referencia.
En aquest sentit, el desenvolupament de la investigacio cientifica resulta dificilment
separable del seu temps: té edat, nom i cognoms i el que avui sén institucions de

recerca consolidades a Catalunya, han estat construides en bona part gracies a la
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contribucié i a la influéncia dels protagonistes d’aquesta tesi, en el context del

desenvolupament internacional de la biologia molecular estructural.

1.1. Motius que justifiquen aquesta tesi

La historiografia de la bioquimica i la biologia molecular espanyoles ha estat
ben desenvolupada per Maria Jesls Santesmases i Emilio Mufioz, principalment, pero
manca un estudi pel que fa als grups que es van iniciar a Catalunya durant la década
dels 1960s i aquest és el principal motiu que ha impulsat aquesta memoria.! Es
mostrara com ha estat possible la reconstruccié dels primers anys, en el marc de la
historiografia de la bioquimica i la biologia molecular, tant en el context espanyol com
internacional, tot destacant les dinamiques establertes entre el centre i la periféria. Cal
destacar en aquest punt que, tal i com es mostrara, parlar de periferia ho és gairebé
només en un sentit geografic. El grup de recerca impulsat per Palau i Subirana,
conegut posteriorment com I’Escola Estructuralista de Catalunya, no pot ser considerat
cientificament periferic perqué de bon principi es va situar en el corrent principal del
seu camp, la qual cosa és un altre dels motius d’investigar les trajectories dels seus
impulsors.

En el cas de la biologia molecular, I'amplia distribucié de les institucions
cientifiques i de les practiques experimentals van donar cos a coneixements tecnics
locals i a negociacions. Procedir a fer un estudi local no vol dir en cap cas provincia, ja
que un estudi detallat de seves carreres, practiques i connexions institucionals ofereix
la possibilitat de copsar les separacions i les connexions dels esdeveniments locals,
nacionals i internacionals i d’investigar el curs d’aquests. Per dur-ho a terme es
combinara I'analisi detallat del treball al laboratori amb el de les estrategies de
representacio, institucionals i politiques que es van utilitzar per establir el camp a

escala local, sense deixar de banda I’escala estatal i internacional, ja que la biologia

1 Entre d’altres referéncies, vegeu SANTESMASES i MUNOZ (1994), SANTESMASES i MUNOZ
(1997a), SANTESMASES i MUNOZ (1997b). Pel que fa al context internacional, vegeu
especialment DE CHADAREVIAN (2002). Per a treballs previs a aquesta tesi, vegeu CALVO
(2004a, 2004b, 2005b, 2006a, 2006b).
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molecular va ser construida tant al laboratori i a través de la circulacié d’eines, models
i estudiants postdoctorals, com en negociacions institucionals o comités politics, i en
les discussions entre els participants sobre els origens i els pares fundadors. La
separacié entre les negociacions institucionals i les carreres personals és artificial,
pero facilita la narraci6 i I'analisi i mostra la manera complexa en que les
col-laboracions al laboratori i les negociacions entre i dins de les disciplines estan

connectades i juguen un paper dins d’un context local (de Chadarevian, 2002).

1.2. Contextualitzaci6é de la recerca

Aquesta recerca se situa dins del marc general de la historiografia recent en
biologia molecular.2 Aquesta historiografia permet constatar que no hi ha una gran i
Unica narrativa: hi ha una multiplicitat de perspectives i de metodologies que, de
manera col-lectiva, donen llum a diferents aspectes d’aquesta. Fer historiografia de la
biologia molecular no és només parlar de les seves diferencies amb la bioquimica, la
biofisica i la microbiologia. La biologia molecular s’ha d’entendre en un sentit ampli
que inclou el disseny d’instruments i tecniques de laboratori, amb la conseqient
intervencié de fisics, enginyers, biolegs, biofisics, microbiolegs i bioquimics (Kay,
1996). Per altra banda, els recursos, les institucions i les politiques poden resultar
insuficients per explicar la innovacié i el creixement d’una disciplina i potser cal
prendre precaucions a I’hora d’assignar un paper causal a la politica cientifica
(Creager, 1996; Gaudilliere, 1996).

En altres casos, les negociacions politiques, les decisions en politica cientifica i
les que es donen als laboratoris, es van produir al mateix temps. Llavors, el
desenvolupament de la biologia molecular s’hauria de veure com un procés holistic
entre el laboratori, la institucid i la interrelacié entre disciplines més que com una
decisié politica de dalt a baix o com una lluita per obtenir autoritat (de Chadarevian,

1996, 2002). Si no s’accepta la dicotomia causa-efecte i es consideren tots els altres

2 KAY (1996), DE CHADAREVIAN (1996, 2002), CREAGER (1996, 2002) GAUDILLIERE (1996,
2002).
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factors, es pot suggerir que hi ha contingencies locals que fan possibles determinats
successos, com el sorgiment del grup de recerca que sera objecte d’aquest estudi,
donat que no hi ha patrons per a la historia d’aquesta area.

El retrat que cal fer de la biologia molecular és glocal, global-local, on ambdds
aspectes esdevenen inseparables.3 Nous estudis locals enriqueixen el quadre global i
només aquestes narracions locals plenament contextualitzades podran proporcionar
un enteniment dels processos implicats en la producci6 del coneixement en un
moment concret.4 Es mostrara que aquest caracter global-local del desenvolupament
de la biologia molecular és aplicable al cas objecte d’aquesta recerca i per aquesta rad
es necessari fer un breu resum al voltant d’alguns trets generals del procés de la seva

institucionalitzacié a Europa.

1.2.1. La biologia molecular europea, després de la Segona Guerra

Mundial

Si bé els origens intel-lectuals de la biologia molecular es poden situar als
voltants dels anys 1930s, aquesta va esdevenir una realitat social als voltants dels
1960s. A Europa, per la mateixa epoca, es van crear els primers instituts de biologia
molecular a quatre paisos, Alemanya, Regne Unit, Franca i Suissa, en el context de la
reconstruccié economica de postguerra. Els plans americans per a la reconstruccié
d’Europa van incloure importants mesures de suport de la ciéncia i la tecnologia,
enteses com pilars per la seguretat i el benestar economic. Sovint s’ha assumit que el
rapid creixement de la biologia molecular després de la guerra només es va donar als
tres paisos que dominaven la coalicié guanyadora, els Estats Units, el Regne Unit i
Franca, donada la seva relativa fortalesa economica.> Pero també s’ha suggerit que la
fortalesa econdmica per si sola no explicaria per qué els estudis moleculars dels

processos vitals van ser privilegiats per davant d’altres (Strasser, 2002).

* Aquesta idea de glocal, global-local, ha estat presa de DE CHADAREVIAN i STRASSER (2002).

4 JORDANOVA (1993). “Gender and the historiography of Science”. British Journal for the History
of Science, 26, 469-83. Citat a DE CHADAREVIAN (2002).

5 ALLEN (1978). Life Science in the Twentieth Century. Cambridge, Cambridge University Press,
citat per DE CHADAREVIAN (2002).
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La biologia molecular hauria pres forma cap a meitat dels anys 1950s i hauria
reclamat com a propia la recerca que s’havia fet entre els 1940s i 1950s que se situava
en el camp, més ampli i divers, de la biofisica. Els bidlegs moleculars i, abans d’ells, els
fisics nuclears i els biofisics, van fer is de manera efectiva de les oportunitats creades
després del conflicte per avancar en la seva ciéncia i els seus esforcos van preparar
I'escenari pels futurs desenvolupaments que van donar a la biologia molecular la
posicié privilegiada que ocupa avui dia. La institucionalitzacié de la biologia molecular
a finals dels anys 1950s i principis dels 1960s no es pot entendre simplement com
subsidiaria dels programes intel-lectuals i de les practiques establertes durant el
periode d’entreguerres.

El poder de la instrumentacio, més que no pas les qliestions especificament
biologiques, van proporcionar sovint la legitimacié per als primers projectes de recerca
en biofisica. Tant els fisics com els biolegs o, més en general, els cientifics fisics i de
les ciencies de la vida, van participar en I’expansio de la biofisica a la postguerra, i van
aprofitar les oportunitats creades pels llegats de la mobilitzacié6 de la segona guerra
mundial i especialment de la promocio, anterior a aquesta, dels enfocaments fisics i
quimics aplicats a la biologia, entre d’altres per part de la Fundacié Rockefeller. Les
exigencies de I’expansid de la guerra, de la fisica i de les ciéncies de la vida van actuar
com un poderéds selector i promotor d’aquestes primeres iniciatives, i les tecnologies
de les quals es va disposar van canviar radicalment les practiques de recerca (de
Chadarevian, 2002).

Paral - lelament, a Europa es va materialitzar una nova forma de cooperacid
cientifica, quan els governs de diferents paisos es van posar d’acord en financar una
organitzacié dedicada a la recerca, basada en la col-laboracié entre aquests. Aquesta
forma de cooperacid, que va anar més enlla de la simple alianca de postguerra entre
ciencia i Estat va portar a una nova estructura i potent font de recursos i de negociacio
de nous espais academics per a camps de recerca cientifica i tecnologica que requerien
una forta inversio economica. Cal considerar aquests fets tant des d’una vessant
cientifica com sociopolitica. Des del punt de vista cientific es poden interpretar com

una resposta a la transformacié de treball experimental que ja havia comencat a
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donar-se als EUA abans de la Segona Guerra Mundial i a la necessitat de finangcament
per la construcciéo de nova instrumentacié. Des del punt de vista sociopolitic cal fer
esment que, a principis dels 1940s, un conjunt de politics carismatics havien tornat a
promoure la idea de la construccié d’una Europa unida, de crear noves institucions per
prevenir un nou conflicte armat. La recerca cientifica s’havia d’inscriure en aquest
context i els governs europeus no podien restar indiferents als desenvolupaments que
s’havien donat en aquest sentit a I'altra riba de I’Atlantic. El cami i el tipus de canvi
havia estat establert pels EUA i les consequiéncies eren clares: seguir aquest cami o
deixar que els EUA dominessin I'avantguarda de la ciéncia. Pero les oportunitats per
als paisos europeus individuals eren limitades per mancanca tant de recursos humans
com materials. Per aquest motiu es va fundar una organitzacié d’abast europeu: EMBO,
I’Organitzacié Europea de Biologia Molecular (Krige, 1997).

A Espanya, amb un retard d’uns deu anys, cap a finals de la década dels 1960s,
i després de complexes negociacions politiques, es van crear dos centres de recerca: el
Centro de Biologia Molecular (CBM) a Madrid i I'lInstitut de Biologia Fonamental (IBF) a
Barcelona, context dins del qual també cal situar el Departament de Quimica
Macromolecular, en el que s’hi van trobar implicats els protagonistes d’aquesta

recerca: Joan Antoni Subirana i Jaume Palau.

1.3. Resum de la tesi

Aquest treball tracta, en primer lloc i principalment, d’un grup de recerca
particular, el que s’ha conegut com I’Escola Estructuralista de Catalunya, iniciat a
mitjan de la decada dels 1960s. Aquesta denominacio, encunyada retrospectivament
per Palau i Subirana, permet entendre la génesi i desenvolupament dels seus grups,
donat que van constituir una excepcio a Espanya en el seu enfocament de la recerca en
biologia molecular.6 L’escenari internacional exposat, el caracter glocal de I'estudi que

es vol desenvolupar, en el sentit d’inserir-lo dins el quadre global de la historia de la

% En aquest sentit, vegeu especialment SANTESMASES i MUNOZ (1997a)
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biologia molecular, ha portat a dividir-lo en els blocs tematics que es descriuen a
continuacio.

En el segon capitol, immediatament després d’aquesta introduccié, s’estudiara
el periode de la seva formacié academica, entre els anys 1963 i 1967. Préviament es
fara una revisié d’alguns aspectes de la historia de la biologia molecular on es
destacaran els aspectes estructurals i els coneixements que es tenien al voltant
d’aquestes questions a principis de la década dels 1960s, quan els protagonistes
d’aquest treball van comencar a planejar el seu futur cientific durant les seves estades
postdoctorals en laboratoris capdavanters en aquest camp. Es ressaltara la importancia
de les trobades cientifiques que es van produir durant aquells anys i de les noves
publicacions que van contribuir a la legitimacié internacional de la biologia molecular
estructural. També es dedicara un espai especial als aspectes que permetran establir
una posterior connexié amb el periode de formacié postdoctoral dels protagonistes
d’aquesta memoria: els estudis estructurals de la nucleohistona o, en un sentit més
ampli, de I'estructura del cromosoma.

El periode de la seva formacié académica, abans esmentat, compren les seves
estades de formacio postdoctoral i el canvi produit en els seus interessos de recerca.
Es mostrara com aquest canvi va ser una conseqiéncia directa d’aquestes estades i,
per aquest motiu, es dedicara espai a donar detalls dels camps de recerca en els que
es van integrar durant aquest periode, als EUA i al Regne Unit.

El tercer capitol estudiara els inicis del seu projecte de recerca. El fil conductor
de la narracié sera la correspondéncia que van mantenir durant les seves estades
postdoctorals, que ha permés seguir detalladament el seu itinerari des de la quimica
fisica de macromolécules a la biologia molecular estructural. Les primeres passes
d’aquest nou grup s’estudiaran en el context no tant sols de les condicions que es
donaven a la universitat espanyola, sind també en relaci6 amb els seus professors i
mestres i situant el seu projecte de recerca en un context internacional. Per aquesta
rad, es dedicara espai a descriure el camp de recerca al qual es van voler dedicar i,

encara més important, amb qui calia anar a treballar per aconseguir-ho.
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El quart capitol estudiara els inicis d’institucionalitzacié de la seva recerca en el
context de la legitimacié de la biologia molecular a Espanya, el reconeixement
internacional dels protagonistes i les seves relacions amb personatges clau de les
associacions internacionals de cientifics que treballaven en el camp de la biofisica i de
biologia molecular. Es tractara la ubicacié fisica definitiva del grup i el que en certa
manera va dur al desdoblament del nucli inicial: Subirana i el seu grup a I'Escola
d’Enginyers i Palau immers en la posada en marxa de I’Institut de Biologia Fonamental
al si de la nova Universitat Autonoma de Barcelona. Al treball de recerca que ha estat la
base d’aguesta memoria, es va estudiar el procés de posada en marxa d’aguesta
institucid. Si bé no s’aprofundira en els aspectes institucionals relacionats, s’estudiara
la contribucié cientifica de Palau al llarg de periode que estudia aquesta memoria.

El capitol cinqué tractara de la recerca de Subirana i Palau en el camp de
I’estudi de la nucleohistona, estructura formada pel DNA i les seves proteines
associades. Es fara un esment especial de les técniques apreses i emprades, donat que
aguestes van esdevenir inseparables del procés de produccié de coneixement cientific.
Per aquest motiu, s’estudiara detalladament I'estat de la questiéo dels estudis sobre
histones des de principis de la década dels 1960s, quan els protagonistes d’aquesta
recerca s’hi van comencar a interessar. Considerant la consolidacié del grup,
s’estudiaran els inicis de la seva recerca a Barcelona, quan van comencar a dirigir les
tesis dels seus primers deixebles, i a publicar els seus treballs en revistes de
referéncia. S’estudiara detalladament la seva produccioé cientifica, tant dels seus grups
o en col-laboraci6 amb equips estrangers, fruit dels contactes que havien establert
durant les seves estades postdoctorals.

Al sise capitol, es tractaran els canvis que es van produir en les técniques
emprades i, en conseqliencia, en els instruments de laboratori. Es destacara la
capacitat que va tenir el grup de Subirana de modificar la instrumentacié estandard,
aixi com de dissenyar i desenvolupar prototipus d’instruments al disposar dels serveis
del Taller de Mecanica de I’Escola d’Enginyers.

El capitol seté consistira en un breu resum de I'estat de la qiestié al voltant de

la recerca en els estudis estructurals de la nucleohistona durant la segona meitat de la
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decada dels 1970s. També es tractaran alguns aspectes relacionats amb les relacions

que es van establir dins del grup. El capitol vuite sera dedicat a les conclusions.

1.4. Metodologia i fonts

Com al treball de recerca previ a aquesta tesi, es segueix delimitant el periode
objecte d’estudi des de 1958 fins els inicis de la transicid, 1977, per tal de cobrir els
mateixos anys. Per aquest motiu, s’aprofundira en I'’estudi de la correspondencia
abans esmentada , aixi com en aspectes concrets de la recerca duta a terme per Palau i
Subirana a partir de I’estudi de les seves publicacions en revistes especialitzades. Es
tractara de posar en context la seva recerca tant en relacié amb la situacié espanyola
com respecte als grups estrangers per tal d’explicitar les seves contribucions al camp
de la biologia molecular. A la primera part d’aquest projecte no es va estudiar el cas de
I'Institut de Biologia Fonamental, per la qual cosa aquest cop s’analitzara la produccié
cientifica de Palau des d’aquesta nova institucié al llarg del periode abans esmentat,
donat que les relacions personals i cientifiques entre tots dos sempre es van mantenir.

Per tal de situar i posar en context la recerca duta a terme pels protagonistes
durant els seus anys de formacié postdoctoral i de posada en marxa dels seus grups,
s’ha estudiat el desenvolupament de la biologia molecular, en especial els instruments
que s’hi troben relacionats i els coneixements que van proporcionar al voltant de les

macromolecules bioldogiques (proteines i DNA).

1.4.1. La historia de la ciéncia del segle XX i les seves fonts

Abans de passar a descriure quines han estat les fonts utilitzades per
desenvolupar aquesta tesi, és convenient fer esment d’alguns dels problemes que
poden presentar-se en aquest sentit quan s’estudia un cas en el qual els principals
protagonistes hi sén presents. Segons Thomas Séderqvist (1997), hi ha uns problemes
de caire general com ara un desequilibri entre la disponibilitat de fonts primaries, en

forma d’escassesa de fonts d’arxiu i el corresponent excés de fonts fora d’aquests
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arxius. Pel que fa a la primera, la major part dels documents produits, tal com cartes,
llibretes de laboratori, lectures d’instrumentacié i manuscrits, entre d’altres, es troben
encara sota la custodia dels cientifics i, practicament tots els documents dels estats
intermedis del procés de recerca, sén als despatxos i departaments. En aquest sentit
es planteja el problema de poder accedir a aquestes fonts. Pel que fa a la segona, la
sempre creixent produccié de publicacions cientifiques i la conseqlient sobrecarrega
de fonts escrites planteja un problema greu: quines publicacions sén significatives i
quines no deixen de ser soroll de fons? Una manera de resoldre-ho pot ser dependre
de I'avaluacié dels cientifics-informadors, en entrevistes o en articles de revisio, sobre
quins documents i publicacions reflecteixen fets importants i tendéncies historiques
(Sodergvist, 1997).

En el cas objecte d’aquesta recerca i tenint en compte que la formacié de Palau
i Subirana es va basar principalment en I’aprenentatge de técniques de laboratori i d’Us
de instruments, la lectura de la seva producci6 cientifica ha estat essencial ja que ha
permeés accedir a informacié al voltant de materials d’estudi, técniques emprades,
instrumentacio, etc., aixi com les cites bibliografiques que han permeés conéixer I’estat

de desenvolupament del camp de recerca en el que van treballar.

1.4.2. Les fonts

Per a I'elaboracié d’aquest estudi s’han fet servir fonts primaries d’arxiu,

editades i també d’inédites, aixi com les secundaries que s’esmenten a continuacio.

1.4.2.1. Les fonts secundaries: els treballs de referéncia

Per tal de posar en context el marc en el qual va sorgir, entre d’altres, el grup

de recerca de Subirana i Palau, s’han fet servir els treballs de Maria JesUs Santesmases i
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Emilio Mufioz sobre els grups espanyols, que han estat essencials per tal d’assolir
aquest objectiu.”

La biologia molecular ha estat considerada com un cas de relacions
interdisciplinaries i transnacionals, a I’hora que es tenien en compte els contextos
locals (Abir-Am, 1992b). En primer lloc, s’ha revisat la historiografia de la biologia
molecular internacional, que s’analitza més endavant mitjancant els treballs pioners de
Horace F. Judson (1996) i Robert Olby (1990, 1994) que, en opinié dels historiadors,
s6n les narracions estandard del camp gracies a la participacié dels cientifics-
informadors (de Chadarevian, 2002). Si bé aquestes han estat especialment utils per
situar els estudis de cas referits a diferents paisos, també s’ha estudiat una amplia
bibliografia secundaria que ha proporcionat informacions detallades per situar en
context la recerca que s’exposa en aquesta memoria.8 S’han d’esmentar especialment
els treballs de Soraya de Chadarevian sobre la biologia molecular al Regne Unit, la
lectura dels quals ha influit en bona mesura en el desenvolupament de la meva recerca

i amb qui tinc un deute intel - lectual.®

1.4.2.2. Les fonts primaries

a) D’arxius publics

a.1) Arxius Generals Universitaris

A I’Arxiu General i Historic de la Universitat de Barcelona, es van consultar els

expedients académics de Palau i Subirana. A I'Arxiu General de la Universitat

Autonoma de Barcelona, es van obtenir i consultar els documents al voltant de la

creacio de I'Institut de Biologia Fonamental, del que Palau en va ser el primer director i

" Entre d’altres publicacions, vegeu SANTESMASES i MUNOZ (1994, 1997a i 1997b)

8 Apart dels articles publicats en revistes especialitzades, també s’han estudiat, entre d’altres els
llibres esmentats a continuacio: RHEINBERGER (1997), HOLMES (2001), DE CHADAREVIAN (2002),
CREAGER (2002), GAUDILLIERE (2002), MORANGE (2003).

? Vegeu DE CHADAREVIAN (2002).
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es van estudiar les memories dels anys que compren aquesta recerca. Aquesta
documentacié es troba arxivada a les capses seglents:
P-1077; P-1113; P-1145; P-1251; P-1637; P-2751; P-2808; P-3024; P-3167;

P-3168; VP 007; 1G-0016; 1G-0026; 1IG-0064.

a.2) Fonts d’arxius privats (no catalogades)

S’ha tingut accés a diversos materials conservats a I’arxiu de Joan Antoni
Subirana a I'actual Departament d’Enginyeria Quimica (abans Departament de Quimica
Macromolecular) de I’Escola d’Enginyers de Barcelona, amablement posats a la meva
disposicié. Igualment, s’ha pogut accedir a I'arxiu de Lluis Cornudella, antic
col-laborador dels protagonistes d’aquesta recerca, al CID-CSIC de Barcelona. En
ambdos casos, els materials estudiats ha permes obtenir valuoses informacions al

voltant dels inicis del grup i de la seva legitimacié tant al pais com internacionalment.

a.3) Cartes

¢ S’ha disposat de part de la correspondéncia creuada entre Palau i Subirana
durant I’época dels seus estudis postdoctorals fora d’Espanya, que consta de
cinquanta-cinc cartes escrites entre el 18 de desembre de 1961 i el 31 d’agost
de 1968. Malgrat que només s’han conservat les escrites per Subirana, el seu
estudi ha permes fer un seguiment detallat de la trajectoria dels dos
investigadors durant la seva formacié postdoctoral en diversos aspectes: els
propiament cientifics, referits a la seva formacié, al seu projecte de posar en
marxa el seu grup de recerca en tornar i les relacions establertes tant amb els
cientifics dels centres estrangers com amb els de Barcelona, de la facultat de
ciencies i del CSIC entre d’altres. Aquest material ha estat amablement
proporcionat per la familia Palau, i s’ha citat com JAS a JP al llarg d’aquest

treball.
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¢ També s’ha disposat de la correspondéencia conservada als arxius de Lluis
Cornudella abans esmentats. S’ha fet Us de la relacionada amb les reunions
cientifiques celebrades a Barcelona al llarg de la primera meitat de la década

dels 1970s.

b) Editades

Les fonts primaries editades han consistit principalment en:

» Els articles cientifics publicats pels grups de recerca de Palau i Subirana entre
1960 i 1977, cinquanta-cinc en total, que sén citats a la bibliografia.

e La situacido en el context de la seva recerca ha estat possible basicament
gracies als volums de revisié al voltant de les histones i I'estructura del
cromosoma, publicats els anys 1964 i 1971 que consten a la bibliografia com
a Bonner i Ts’o (1964) i Phillips (1971).

* S’han consultat les memories del Consell Superior d’Investigacions Cientifiques
dels anys 1965, 1968, 1970 i 1971, per tal de situar els protagonistes dins
I’estructura d’aquesta institucio.

 També s’ha pogut disposar i s’ha estudiat el discurs inaugural del curs 1967-
68 a I’escola d’enginyers que va fer Subirana quan va esdevenir catedratic i
que consta a la bibliografia com Subirana (1967).

* Els materials de divulgacié del Departament de Quimica Macromolecular, citat
com UPB (1977) a la bibliografia.

* El llibre La estructura del ADN publicat per Subirana I'any 1985, com aixi
consta a la bibliografia, que ha permes obtenir una perspectiva de la recerca
duta a terme pel seu grup al llarg dels anys que avarca aquesta memoria.

* Les narracions al voltant de la seva trajectoria, que inclou un treball conjunt on
ambdods autors expliquen els inicis i desenvolupament de la seva formacio,

citat com Palau i Subirana (1994) a la bibliografia.
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* Una perspectiva des del punt de vista dels seus deixebles al llarg dels anys ha
estat possible en haver consultat i estudiat el volum editat en ocasié del 65¢
aniversari de Joan Antoni Subirana, coordinat per Lluis Cornudella i citat com
Cornudella (2001) a la bibliografia.

e El discurs de Subirana, d’acceptaci6 com a membre de la Reial Académia de

Ciencies i Arts de Barcelona, citat com Subirana (2005) a la bibliografia.

c) No editades

c.1) Les entrevistes

La seglient font primaria no editada han estat les entrevistes. A totes les
narracions historiques, com ha estat el cas d’aquesta recerca, la reconstruccié de certs
esdeveniments és important i els cientifics hi poden contribuir ja que han estat
participants o testimonis dels seus temps, i de esdeveniments politics i socials
probablement no compartits amb I'historiador o bé viscuts amb diferent perspectiva.

Tot assumint els problemes que pugui presentar fer entrevistes a cientifics, tal
com el conflicte entre els records i les fonts documentals d’arxiu o bé entre els records
explicats i els documents escrits, aquestes fan que la historia oral esdevingui essencial
per entendre el desenvolupament de la ciencia recent i és font habitual per a la historia
contemporania (Gaudilliere, 1997; Holmes, 2001; de Chadarevian, 1997, 2002).

Les entrevistes amb els actors historics poden proporcionar informacié no
disponible als documents escrits, donar suport a la interpretaciéo del significat de
documents, i donar accés a quaderns de laboratori o a correspondéncia privada, tal
com ha estat el cas d’aquesta recerca. Les entrevistes sén una clau important per
reproduir i recrear, gracies al record de I’entrevistat, histories i anécdotes que circulen
dins la comunitat cientifica. A més, com en totes les narracions historiques, la
reconstruccié de certs successos cientifics és important, i el record de I’entrevistat pot

contribuir a fer-ho. En aquest treball, s’ha parlat amb els cientifics, amb els técnics i
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amb els mestres de taller. Aixo ha permeés coneixer detalls del periode que estudia
aquesta recerca, aixi com l'accés a materials ja esmentats anteriorment.

Els contactes amb alguns dels entrevistats han estat continus al llarg de tot
aquest projecte, com en el cas de Joan Antoni Subirana i Joaquim Lloveras, si bé a
continuaci6 només s’esmenten les entrevistes enregistrades i posteriorment
transcrites. En aquest sentit Subirana va ser entrevistat els dies 11 i 21 de novembre
de 2002, el 12 de desembre de 2002, el 19 de febrer de 2003, I'1 de juny de 2005 i el
13 de juliol de 2005. Joaquim LLoveras va ser entrevistat els dies 13 de febrer de
2003, el 27 de marg de 2003 i el 22 de maig de 2003. Els contactes de caire més
informal sén els que han permes I'accés a materials d’arxiu i d’altres fonts que
s’esmentaran més endavant, a més de discutir, comentar i corregir detalls dels
esborranys d’aquesta memoria.

Amb data 25 de juny de 2003, van ser entrevistats Cayetano Sierra, catedratic
de mecanica de I’Escola d’Enginyers, i Francisco Navarro, mestre de taller de la mateixa
catedra, que van intervenir en la modificacié i fabricacié d’instrumental cientific a
peticié del departament de Subirana. A aquesta entrevista també hi va assistir Joaquim
Lloveras, com pot ser comprovat en la transcripcio.

Com s’ha esmentat anteriorment, en aquesta continuacié del projecte s’ha
dedicat espai al cas de la recerca de Palau des del IBF. Per aquest motiu, apart de
consultar les fonts d’arxiu corresponents, es va entrevistar a persones que van
participar en la posada en marxa d’aquesta institucio. Amb data 30 de juny de 2003 va
ser entrevistat Claudi Cuchillo, secretari de I'IBF als inicis. Per tal de copsar 'ambient
de treball i el funcionament d’algunes de les seves unitats de recerca, van ser
entrevistats Ricard Guerrero, amb data 21 de febrer de 2003, i Josep Egozcue, els dies
12 de desembre de 2002 i 6 de febrer de 2003. Finalment, amb data 18 de setembre
de 2003, va ser entrevistat Joan Oro.

Es interessant valorar I’experiencia i els resultats obtinguts amb les entrevistes.
El problema principal va ser com planificar-les i dur-les a terme. Des dels inicis del
projecte es va plantejar la necessitat d’entrevistar els protagonistes principals i el

primer pas va ser establir contacte amb ells per correu electronic o per telefon. En
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aquesta primera ocasio els va ser explicat el projecte i se’ls va demanar si hi hauria cap
inconvenient per la seva part en tenir una primera trobada i en I’enregistrament de la
conversa. Va quedar ben establert des de bon principi que se’ls faria arribar una
transcripcié de la conversa i que seria necessaria la seva autoritzacié per a posteriors
usos d’aquest material. En aquest punt cal destacar la importancia de assolir la
confianca de I’entrevistat o de I'entrevistada, per tal d’obtenir la seva col - laboracio. Al
mateix temps, també és important que [I'entrevistat noti que s’entenen les
complexitats de les qliestions cientifiques i dels detalls técnics.

La lectura de les fonts secundaries va permetre planificar les seglients
entrevistes amb objectius més definits i concrets, seguint I’experiéncia prévia d’autors
que havien desenvolupat projectes similars. M’ha servit de model el llibre de Soraya de
Chadarevian, Designs for Life, sobre la historia de biologia molecular al Regne Unit
després de la segona guerra mundial, citat abastament en aquesta introduccio i al llarg
d’aquest treball. Una publicacié prévia de la mateixa autora al voltant del seu projecte,
que va ser inclos al volum editat per Thomas Soéderqvist, The Historiography of
Contemporary Science and Technology, va proporcionar les bases per a posteriors
entrevistes aixi com la manera d’estudiar les cartes i els quaderns de laboratori.10

Les entrevistes amb Subirana es van centrar, principalment, en detalls al voltant
del seu grup de recerca i la seva situacié internacional, el tipus de cultura cientifica
que es va desenvolupar i la seva vida i carrera cientifica. Les entrevistes amb els
enginyers i el mestre de taller es van centrar en detalls técnics al voltant del procés de
desenvolupament d’instrumentaci6 i en el treball concret del Ilaboratori.
Malauradament, Jaume Palau, amic i col-lega de Subirana, va morir I'any 2000, dos

anys abans de I'inici d’aquest projecte.

10 SODERQVIST (1997); DE CHADAREVIAN (1997; 2002).
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d) Quaderns de laboratori i inventari d’instruments

Dins d’aquest grup de fonts, s’ha disposat dels quaderns de registre de les
activitats del laboratori de RX del Departament de Quimica Macromolecular. L'Us
d’aquest material ha permes situar en el temps alguns fets concrets al voltant dels
inicis de les técniques de difraccio al laboratori, aixi com el seu funcionament durant
els primers anys. Els detalls que consten en aquestes llibretes, inclouen la data de
I'experiment, I'operador, la camera i el generador de RX utilitzats, el tipus de mostra
estudiada, la durada de I’exposicid al RX, aixi com les incidéncies que es van produir
en tots i cadascun d’aquests experiments.

També s’han consultat els quaderns d’inventari dels instruments del laboratori,

on consten les seves caracteristiques, el preu, data de compra i la propietat.

e) Planols

En relaciéo amb I'instrumental de laboratori, s’ha disposat dels planols elaborats
en paper mil-limetrat que van permetre tant la construccié de certs instruments,
dissenys propis, com les modificacions introduides en d’altres de tipus estandard, tal
com s’explicara detalladament. Aquests materials han estat amablement proporcionats

per I’enginyer Joaquim Lloveras i es conserven al seu arxiu particular.

f) Fotografies

Dins d’aquest apartat, cal distingir dues categories d’imatges. En primer lloc,
mercés a la col-laboraciéo de Subirana, Lourdes Campos i Lloveras, es van fer dues
sessions de fotografia al laboratori de RX, durant la tardor de 2003, on es van obtenir
les imatges dels diversos instruments i instal-lacions que es presenten en aquest
treball, que van ser obtingudes per I'autor i per Lloveras. Durant la tardor de 2008, i

un cop més gracies a la amabilitat de Joan Antoni Subirana i de Lourdes Campos, es
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van obtenir imatges dels resultats dels experiments de RX duts a terme mitjancant els
instruments que seran estudiats en aquesta memoria.

Amb aquestes imatges actuals he pretés mostrar aspectes relacionats amb els
instruments de laboratori i documentar el procés de reproduccio i/o copia d’aquests,
aixi com establir el necessari paral-lelisme entre els planols elaborats i els materials
produits en haver tingut I'ocasié de poder assistir al desmuntatge d’alguns d’aquests
instruments.

Dins de la segona categoria d’imatges originals que s’han conservat, i que han
estat posades a disposicié de I'autor per cortesia de Subirana i Lloveras, es troben les
fotografies que han permes il - lustrar altres aspectes de la vida del grup de recerca que
ha estat objecte d’aquest estudi, aixi com de les etapes de formacié dels protagonistes
d’aquest treball. Aquestes fotografies son fonts iconografiques que reflecteixen
especialment I'ambient huma en el qual es va consolidar el grup de recerca del
Departament de Quimica Macromolecular.!!

Considerant les dues categories d’imatges, s’ha pogut disposar dels materials
seguents:

* Imatges de Joan Antoni Subirana i de Jaume Palau, corresponents a
I’época en que eren estudiants a la Universitat de Barcelona i de I'etapa
postdoctoral.

* Imatges del personal del Departament de Quimica Macromolecular
durant la decada dels 1970s, en ocasio de celebracions festives.

* Imatges de tasques de recerca al mateix departament.

* Imatges relacionades amb trobades cientifiques que van tenir per seu el
Departament de Quimica Macromolecular.

* Imatges de diversos instruments i instal - lacions del laboratori.

* Imatges obtingudes mitjancant els instruments del laboratori de RX.

* Imatges de I'obra de Jordi Maragall i Mira “DQM, estiu’77”, efectuades
per I'autor durant les tardors de 2007 i 2008 i, en el seu moment, pel

fotograf Roca i Junyent.

'""Al voltant de les fotografies en la historia de la Biologia Molecular, vegeu de Chadarevian
(2003)
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1.4.3. Una reflexié al voltant de les fonts emprades

Haver disposat d’una col-leccié de fonts molt diverses ha permés documentar
el periode que cobreix aquesta recerca tot desenvolupant I’enfocament holistic
proposat al principi d’aquesta introduccid, en el sentit d’estudiar les relacions entre els
laboratoris, les institucions i les politiques que van fer-ho possible. Cap de les fonts
utilitzades ha estat determinant per ella mateixa en el desenvolupament d’aquesta
recerca. Totes es complementen per tal de contribuir al quadre general de la historia
de la biologia molecular partint d’'un context local. En aquest sentit, les fonts
documentals d’arxiu no publicades, les publicacions cientifiques dels protagonistes
d’aquesta recerca i els treballs de revisid de I'estat de la qliestio del camp en el que
treballaran, han permeés reconstruir la seva trajectoria durant el periode estudiat, amb
la possibilitat de detallar aspectes concrets referits, com s’ha dit, a técniques de
laboratori i a instruments. L’enteniment dels aspectes més directament relacionats
amb la instrumentaci6 ha estat possible gracies a haver disposat dels planols
d’aquests instruments i de les imatges obtingudes. Detalls obtinguts al llarg de les
entrevistes i les fotografies posen rostre als noms que apareixen tant a aquestes
entrevistes com als treballs cientifics i mostren les relacions personals als
departaments de recerca, que també contribueixen al quadre que pretén mostrar

aquesta tesi.

1.5. La bibliografia

Donada la gran diversitat de fonts emprades, el criteri de citaci6 ha quedat
establert de la seglient manera:
1.- Les obres que s’han consultat i que s’ha fet servir per a I’elaboracié de la narracié,
son citades dins del text. Aquestes obres son tant d’historiografia de la biologia
molecular com llibres cientifics de I’época que compren aquesta recerca.
2.- En nota al peu s’ha citat la correspondéncia, els treballs cientifics de Palau i

Subirana, aixi com altres treballs que hi estan relacionats i que no han estat inclosos
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en la bibliografia general. També s’han citat obres de la historiografia, quan s’ha
cregut convenient en el sentit que la seva consulta pogués servir de guia i de

complement per tal de situar alguns esdeveniments.
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Capitol 2
Origens d’un projecte d’equip: els anys de formacié de Joan

Antoni Subirana i Jaume Palau (1958-1965)

Cal fer unes consideracions previes abans de dedicar espai als protagonistes
d’aquesta recerca, per tal de situar el context en el qual es va desenvolupar la seva
formacié postdoctoral en laboratoris capdavanters en els estudis estructurals dels
components del cromosoma: les proteines i el DNA. El programa de recerca d’aquests
laboratoris s’inseria en els desenvolupaments que s’havien anat produint al llarg del
segle XX al voltant d’aquestes qliestions, aixi com en el desenvolupament de la nova
instrumentacié i les tecniques que ho van fer possible, ja que van contribuir
decisivament al canvi conceptual al voltant de quin dels components del cromosoma
constituia el suport material de la herencia genética. Per aquest motiu, aquest capitol
es dividira en dues parts. La primera, dedicada al context cientific en el que es va
donar la formacié de Subirana i Palau i la segona, a la seves estades postdoctorals en

centres de recerca estrangers.

2.1. Les bases quimiques de I’heréncia: estat de la questié

Posar una data per tractar d’explicar el context cientific abans esmentat és
dificil a I'hora que subjectiu. S’ha escollit I’estiu de I’any 1956 per la tematica de les
trobades cientifiques que van tenir lloc als Estats Units, en les quals la comunicacié
entre els cientifics va ser molt intensa i es va posar de manifest quin era I'estat de la
qlestié al voltant del problema que en aquells moments ocupava en sentit ampli als
biolegs moleculars: I'estructura del cromosoma.'2 Per tal de situar la formacié

postdoctoral de Subirana i Palau, és interessant dedicar espai a la reunié que va tenir

2 La conferéncia anual que tenia a lloc a Cold Spring Harbor va tractar dels mecanismes
geneétics. El simposi que va tenir lloc a Baltimore, de les bases quimiques de la heréncia. Un
tercer lloc de trobada i de debat entre els cientifics van ser les Gordon Conferences, de les que
es parlara més endavant, i que van tenir lloc a Ann Harbor, a la Universitat de Michigan, al
voltant de les proteines. Per a més detalls, vegeu JUDSON (1996).
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lloc a la Universitat Johns Hopkins de Baltimore de 1956, amb el nom de On the
Chemical Basis of Heredity.

Els temes de discussié van ser les unitats cel-lulars de la herencia, el paper
dels acids nucleics i les estructures associades a la divisié cel-lular i a la sintesi de
proteines, els acids nucleics com agents transformants, els virus com portadors de
caracteristiques hereditaries, la composiciéo quimica i estructura dels acids nucleics, la
sintesi de nucleotids i d’acids nucleics i els mecanismes de duplicacio.

Des de feia ja temps, els bidlegs havien estat interessats en els mecanismes de
duplicacié del material genetic i els genetistes en particular havien desenvolupat el
concepte de que, probablement, I'Ginica petita unitat que s’autoreplicava a la cel-lula,
era el gen. Les descobertes posteriors dels quimics, particularment les relacionades
amb els acids nucleics i I’estructura del cromosoma, la funcié dels gens, la sintesi de
proteines i I’accié enzimatica, havien proveit un ampli marc fisico-quimic que permetia
especular en quant a mecanismes de duplicacié (McElroy, 1957).

Si bé el model proposat per a lI'estructura de la doble hélix del DNA es va
difondre rapidament entre els genetistes, ho va fer més a poc a poc entre els
bioquimics, que tendien a considerar-la com una proposta teorica sense evidéncies
experimentals. El model de Watson i Crick, en suggerir un mecanisme de replicacid, va
estimular I'interés dels primers mentre que els bioquimics seguien articulant els seus
interessos de recerca, els seus sistemes experimentals i el seu pensament biologic al
voltant dels enzims. El model de Watson i Crick era de poc interés pels bioquimics
mentre no es pogués establir una connexié clara amb la sintesi de proteines. Hi havia,
doncs, un clima d’incertesa i cautela enfront del model presentat I'any 1953. Més
encara, a data de 1956, no hi havia manera de relacionar les estructures
tridimensionals del DNA i de les proteines amb la funcié d’aquestes substancies. Hi
havia, doncs, un llarg cami a recérrer per tal de relacionar la molecula del DNA i la
unitat funcional del material genétic en un cromosoma o en un virus (Glass, 1957).13

A data de 1956, alguns genetistes encara es resistien a abandonar la visid

proteica de I’heréncia genetica, tot i que el focus d’atencié havia comencat a canviar de

'3 Al voltant d’aquesta qiiestid vegeu també OLBY (2002, 2003).
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les proteines cap al DNA després de la publicacio, I'any 1944, de I’article sobre la
transformacié bacteriana per Oswald Avery, Colin MacLeod i Maclyn McCarty, del
Rockefeller Institute. Si bé aquesta quiestié ja s’havia plantejat des dels 1870s, va ser
aquest treball el que va establir, mitjancant tecniques enzimatiques, que el principi
transformant era un acid nucleic. Tenint en compte la supremacia de la visié proteica
de I’heréncia durant mig segle, i si bé Avery i els seus col-laboradors van considerar
les implicacions genetiques del seu treball, no tothom hauria quedat convencut (Kay,
1993 i 2000).

Un dels primers a adonar-se del significat dels resultats d’Avery, va ser Erwin
Chargaff, de la Universitat de Columbia, que va redirigir la seva recerca cap els acids
nucleics a finals de la década dels 1940s i va presentar els seus estudis preliminars a
Cold Spring Harbor I'any 1947. Durant els tres anys seglients, les analisis de la
composicié de les bases nitrogenades dels nucleodtids obtinguts de mostres de DNA
van mostrar que les proporcions molars d’aquestes variaven dins de limits estrets, de
manera que les concentracions d’adenina i timina per una banda i les de citosina i
guanina per I'altra eren sensiblement semblants. Aquestes troballes van ser publicades
I’lany 1950 i son conegudes com les regles de Chargaff.14

Pero altres descobertes van fer que el focus continués dirigint-se cap el DNA.
L’any 1951, Alfred Hershey i Martha Chase van dur a terme un dels experiments
esdevinguts classics en la biologia molecular, que va proporcionar arguments
consistents de la independencia funcional de la proteina i del DNA que formaven els
bacteriofags. Mitjancant tecniques d’isotops radioactius, van demostrar que
practicament tota la proteina virica quedava fora del bacteri, mentre que el DNA hi
entrava. Aixo provava que el DNA era el principi transformador (Lehninger, 1972; Olby,
1994: Hunter, 2000).

Els resultats decisius de Hershey i Chase van fer que I'any 1951 James Watson i

Francis Crick, a Cambridge, iniciessin un atac concentrat del problema de I’estructura

14 AVERY, MACLEOD & McCARTY (1944). “Studies on the Chemical Transformation of
Pneumococcal Types”, J. Exp. Med., 79, 137-158. CHARGAFF (1950). “Chemical Specificity of
Nucleic Acids and Mechanism of Their Enzymatic Degradation”, Experientia, V1, 201- 40. Per
detalls, vegeu OLBY (1994) i JUDSON (1996).

37



del DNA, que va culminar en el model de la doble helix, I’any 1953. Ara bé, I’elucidacié
de I'estructura del DNA va ser el resultat de tot un treball previ en quimica estructural
per part Rosalind Franklin i Maurice Wilkins des del King’s College de Londres.

Ni els treballs de Watson i Crick, de caire teoric, ni la resta de treballs publicats
a Nature durant I’any 1953 resolien els problemes referents al paper del DNA com a
material genetic i la seva legitimacié com a tal.’> Una altra qliestié a considerar es la
repercussio que els treballs de 1953 van tenir en la comunitat de la biologia molecular
immediatament després de la seva publicacié. Segons de Chadarevian (2003), malgrat
I'interés que el treball de Watson i Crick va despertar en alguns cercles cientifics, al
llarg de la década dels 1950s i ja dins dels 1960s, la doble hélix no va jugar el paper
que juga avui dia. Sens dubte, I’evidéncia cientifica que va anar recolzant I’estructura
va contribuir al premi Nobel que van rebre I'any 1962, pero el desconeixement del
mecanisme de duplicacié contribuia en gran mesura a la fragilitat inicial de I’estructura
proposada (Judson, 1996; Kay, 2000; Holmes, 2001; Morange, 2003; Olby, 2003).

L’any 1957, els experiments mitjancant I’is d’isotops de Mathew Meselson i
Frank Stahl, del California Institute of Technology, Caltech, i la interpretacid dels seus
resultats van esdevenir un recolzament molt valués de les hipotesis de Watson i Crick,
que havien suggerit que la duplicacié6 del DNA era semiconservativa. Ara bé, els
treballs de Meselson i Stahl no explicaven en cap cas els mecanismes que haurien
d’estar implicats en aquest procés (Holmes 2001). Va sorgir la hipotesi de que
I'especificitat genetica, que es trobava al DNA, fos transferida a intermediaris de RNA,
que funcionarien com plantilles que controlarien la unié d’aminoacids especifics a les
proteines. Aquesta hipotesi va ser coneguda posteriorment com el Dogma Central,
proposat per Crick durant I’hivern de 1952-53, i que es va poder precisar més a partir

de I'estructura proposada per al DNA aquell mateix any.'®6 Segons Watson (1962), la

15 Els treballs a Nature de 1953 sén: WATSON & CRICK (1953a i b), WILKINS, STOCKES & WILSON
1953), FRANKLIN & GOSLING (1953a i b). Una descripcié més profunda de I’estructura va ser
publicada per Watson i Crick ’any 1954 als Proceedings of the Royal Society CRICK & WATSON
(1954). “The complementary Structure of Deoxyribonucleic Acid”, Proceedings of the Royal
Society: Series A, 223: 80-96. Vegeu també DE CHADAREVIAN (2003).

16 JUDSON (1996) proposa aquesta data com el primer cop en que es va plantejar el “dogma”.
Segons OLBY (1994), es va fer explicit I'any 1958, en una conferencia a la Society for
Experimental Biology.
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manera directa de provar-la era resoldre I'estructura del RNA per métodes de difraccié
de RX. Ja I'any 1952, Watson havia fet algunes fotos preliminars mitjancant aquesta
tecnica, pero no va ser fins el seu retorn a Caltech I'any 1953, després de la publicacio
de I'estructura del DNA quan, en col-laboracié amb Alexander Rich, va comencar una
série d’estudis seriosos al voltant d’aquesta qiesti6.!”

El treball en DNA de Watson va guiar a aquest i a Rich en I'intent d’establir
I'estructura del RNA mitjancant els métodes de fabricacié de fibres i la interpretacié
dels seus patrons de difraccié, la qual cosa va produir dues publicacions conjuntes a
Nature i als Proceedings of the National Academy of Sciences (PNAS), I’any 1954.18 Els
primers resultats semblaven encoratjadors ja que totes les mostres analitzades,
independentment del seu origen cel-lular, donaven patrons de difracci6 de RX
semblants, la qual cosa els va portar a pensar que existiria una estructura general per
a aquest acid nucleic. Es van presentar, pero, problemes técnics inesperats. En primer
lloc, les fotografies de difraccié6 de RX no presentaven la mateixa resolucié que les de
DNA fetes per Rosalind Franklin. En segon lloc, les dades analitiques indicaven, com a
minim, I’existéncia de dos tipus de RNA, tal com suggerien els estudis fets en virus de
plantes i de materials obtinguts d’altres fonts. A més, la construccié de models tampoc
va resultar satisfactoria.

També havien aconseguit obtenir fibres a partir de preparacions de RNA i els
subseglients patrons de difracci6. Pero malgrat tots els esforcos per aconseguir
mostres no degradades de pes molecular elevat, no es va obtenir cap patré de RX
satisfactori. Les reflexions obtingudes eren sempre difuses i no hi havia evidéncia de
cristal - linitat. Tot i que les semblances amb el patré6 que presentava el DNA eren
marcades, no hi havia arguments solids per creure que les dades obtingudes sorgissin
d’una moléecula semblant (Watson, 1962).

Del treball presentat per Alexander Rich al simposi de Baltimore se’n derivava la

possibilitat que el DNA fabrigués RNA, pero el mecanismes que ho fessin possible

' Alguns aspectes biografics de Rich i de la seva posterior relaci6 amb els protagonistes
d’aquesta recerca, seran tractats en capitols posteriors.

18 RICH & WATSON (1954a); RICH & WATSON (1954b). Per més detalls de caire experimental,
vegeu HOLMES (2001).
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seguien essent desconeguts. De la mateixa manera, el cami i els mecanismes implicats
en el procés de sintesi de proteines tampoc havia estat aclarit, si bé una part del
problema havia estat resolt per Fred Sanger i els seus métodes de seqlienciacié, en el
sentit que una proteina es constituia a partir de la seva seqliencia d’aminoacids (Rich,
1957 i 1960; de Chadarevian, 1997 i 2002).19

Tot es va comencar a resoldre gracies als treballs de Paul C. Zamecnik i el seu
sistema lliure de cél-lules, que va permetre la identificacié dels intermediaris que
intervenien en el procés aixi com la sintesi in vitro d’aquestes moléecules. Durant un
periode de quinze anys, entre 1947 i 1962, el grup liderat per Zamecnik al
Massachusetts General Hospital de Boston va desenvolupar un sistema experimental
de sintesi de proteines in vitro, que els va fer situar-se a l'avantguarda de la
bioquimica en /’era de la biologia molecular. El sistema experimental desenvolupat va
ocupar un lloc central en I’aclariment dels mecanismes de la sintesi de proteines, amb
el descobriment del que els biolegs moleculars havien anomenat RNA de transferencia
(Rheinberger, 1997).

Paral-lelament als desenvolupaments experimentals en aquest camp, els
seguidors d’un enfocament estructural de la biologia molecular tractaven de conéixer
I’estructura d’aquests intermediaris del procés, que identificaven amb el RNA. Aquests
treballs estructurals es van allargar durant bona part dels 1960s. Cap a la segona
meitat de la decada, ja s’havia clarificat I’existencia de quatre tipus de RNA, gracies a
la utilitzacié de dos tipus d’evidéncies, la primera, basada en treballs de difraccié de
RX de fibres de RNA i polinucleodtids, com s’ha vist i, la segona, basada en treballs
mitjancant RNA en solucié. Quins eren els tipus de RNA que havien estat reconeguts?
En primer lloc el RNA missatger (m-RNA), copia de la seqiiéncia de bases del DNA; en
segon lloc, el RNA ribosomic (r-RNA) que, conjuntament amb proteines, constitueix
I’estructura coneguda com ribosoma, lloc fisic de la cel-lula on es produeix la sintesi
de proteines; el RNA de transferéncia (t-RNA), de mida petita, que uneix els

aminoacids especifics. Un quart tipus de RNA era el de doble cadena que s’havia trobat

' per a una visio retrospectiva, vegeu RICH (2006).
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als virus de RNA. El més prometedor per tal d’establir de la seva estructura, donada la

seva mida petita, era el t—-RNA.

2.2. Un problema més complex: I’estructura i organitzacié del

cromosoma. Connexions internacionals

L’any 1959 es va fundar la revista Journal of Molecular Biology.29 El treball que
va ocupar el primer lloc del primer volum anava signat per Paul Doty i Geoffrey Zubay,
amb el titol de The Isolation and Properties of Deoxyribonucleoprotein Particles
Containing Single Nucleic Acid Molecules.2! S’ha de tenir present que, a les cel-lules, el
DNA no es troba lliure, sind unit amb proteines, entre aquestes les histones, que
conformen una estructura més complexa que és el cromosoma. En aquells moments,
I’estructura i propietats del DNA havien estat elucidades en alguns dels seus detalls al
llarg de la decada, gracies entre d’altres, als treballs de Watson i Crick, aixi com la
clarificacio de la naturalesa de les histones. Ara bé, la manera en que aquests dos tipus
de molécules es combinaven entre si formant el complex de la nucleoproteina, és a dir,
el cromosoma, encara no s’havia resolt.

Tres anys abans, al simposi de Baltimore, John Butler, investigador del Regne
Unit i cap d’un dels grups de recerca en histones més important en aquells moments,
havia presentat una contribucié al voltant d’aquesta qlesti6.22 Un problema afegit als
plantejats al voltant de I’estructura dels acids nucleics i de la legitimacié que els

vindria donada pel coneixement dels mecanismes de la sintesi de proteines, era el de

20E| primer editor va ser John Kendrew. Dels aspectes relacionats amb la posada en marxa
d’aquesta publicacié i del paper que va jugar en la legitimacié de la disciplina i de la seva
organitzacié en societats internacionals, se’n parlara en capitols posteriors, perd en aquest punt
cal fer esment de quins van ser els primers membres del seu editorial board: John Kendrew, de
Cambridge; Paul Doty i James Watson, de Harvard; Robert Sinsheimer, de Caltech i Maurice
Wilkins, del King’s College de Londres.

21 ZUBAY & DOTY (1959). “The Isolation and Properties of Deoxyribonucleoprotein Particles
Containing Single Nucleic Acid Molecules”. J. Mol. Biol. 1 (l).

22 John Butler dirigia un grup de recerca en histones al Chester Beaty Research Institute de
Londres, on hi treballaven E.W. Johns i D.M.P. Phillips. La questié6 de la caracteritzacié de les
histones i la seva estructuracié dins del cromosoma, aixi com els trets principals de la trajectoria
de Butler, seran extensament tractat en capitols segients, també en relaci6 amb la formacié
postdoctoral de Jaume Palau.
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conéixer i entendre I'estructura del cromosoma. Per aix0 calia caracteritzar les
diferents fraccions proteiques associades amb el DNA, coneixer la seva estructura i
quin tipus d’unions establien amb aquest acid nucleic, entre d’altres guestions.

Els coneixements que s’anaven adquirint no eren el fruit només del treball d’un
laboratori, sind que I'autoria era clarament internacional. Ja des dels seus inicis als
1930s fins la seva consolidaci6 com a disciplina integradora als 1960s, la biologia
molecular es va constituir ella mateixa en un espai internacional, de legitimacio, definit
com un continu de trobades de diversa envergadura i graus de in/formalitat, de
col-laboracié i de xarxes de correspondencia internacionals. Aquesta col-laboracié
internacional va reforcar la posicié dels cientifics als seus propis paisos, dotant-los
d’accés a nous recursos, de poder real a través d’aliances transnacionals cientificament
rellevants, i de poder aparent, mitjancant I’associacié amb institucions de prestigi
d’altres paisos, com es veura amb més detall en capitols posteriors. El canvi d’una
situacio de dependéncia local a un espai transnacional es fa evident quan es té en
compte la funcié mediadora de les escoles de recerca, que combinen institucions
locals i tradicions practiques nacionals amb oportunitats de contactes i col-laboracions
prolongades amb visitants d’altres paisos, que aporten el seu propi i diferent sentit de
localitat i contextualitzacié disciplinaries. Aquest espai internacional en el qual es van
inscriure els descobriments de la biologia molecular va tenir una dimensié dual, a
I’hora pragmatica i legitimadora.

Paral-lelament, la institucionalitzacié de la biologia molecular va portar a la
participacié dels cientifics en la politica dels seus paisos i en la diplomacia
internacional. Llavors, qualsevol interpretacio historica del creixement de la biologia
molecular ha d’articular les seves dimensions social, politica i conceptual,
interdependents en un escenari internacional canviant on va sorgir com a disciplina

nova (Abir-Am, 1992b).
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2.3. El context cientific i els inicis de la trajectoria de Joan Antoni

Subirana i Jaume Palau

Va ser en aquest context cientific i institucional on es va iniciar la formaci6 de
Joan Antoni Subirana i Jaume Palau, protagonistes d’aquesta tesi. Es constataran els
canvis que es van produir en els seus interessos cientifics i és suggerira aqui que van
ser una conseqliencia directa de les seves estades postdoctorals en grups de recerca
de l'estranger i de les relacions establertes amb els cientifics que van conéixer.
L’estudi detallat de la seva produccié cientifica durant aquesta etapa, aixi com de la
correspondéencia creuada entre tots dos, es posara en el context de la recerca que
s’estava fent en el camp de la biologia molecular estructural, particularment els estudis
al voltant de I'estructura de la nucleohistona. L’estudi d’aquestes fonts proporcionara
les dades al voltant de com es van anar madurant un futur projecte conjunt de recerca

en biologia molecular a Barcelona, després del seu retorn.

2.4. La formaci6 doctoral i postdoctoral de Joan Antoni Subirana

Joan Antoni Subirana i Torrent (Barcelona, 1936), va estudiar a les Escoles
Virtelia de Barcelona i va obtenir la seva llicenciatura de quimica a la Universitat de la
mateixa ciutat el 1958 on, paral-lelament, va cursar la carrera d’enginyeria industrial.
Les intencions de Subirana eren estudiar quimiques, pero les pressions familiars en el
sentit que I'enginyeria industrial era una carrera de més prestigi el van fer comencar
també aquests estudis. Si bé, com ja s’ha dit, sentia més inclinacié per la quimica, el
seu interés per les matematiques el va permetre anar combinant les dues carreres. Va
ser durant els estudis de quimica que va conéixer Jaume Palau, pero la seva relacié es
va fer més estreta anys després, quan es van plantejar treballar junts, com es veura
(Figures 1 2).23

La intencié de Subirana era fer la tesi doctoral en quimica fisica i, aconsellat pel

professor Josep Pascual i Vila, catedratic de quimica organica, de qui també havia estat

23 Entrevista de I'autor amb Joan Antoni Subirana, 1 de juny de 2005
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alumne, I'any 1958 es va traslladar a Madrid, al Instituto Rocasolano del CSIC, on va
treballar, sota la direccié del Dr. Juan Llopis Mari, en termodinamica de polimers en
capes superficials. Aquests van ser els seus inicis en quimica macromolecular, que
pocs anys després el durien a introduir-se en el camp de la biologia molecular. De fet,
els coneixements que tenia dels fenomens bioldgics es limitaven a aspectes purament
descriptius que havia rebut al llavors anomenat curs comu de ciéncies a la Universitat
de Barcelona (Palau i Subirana, 1994). Dos anys després, el 1960, va obtenir el
doctorat en ciencies quimiques per la Universitat de Madrid sota la direccié de Llopis,
amb la tesi “Estudio termodinamico de monocapas de poli(acrilato) de metilo” que,
com es veura, va produir un treball signat conjuntament per tots dos.24

L’estada de Subirana a Madrid va fer que posteriorment, I’any 1964, obtingués
el seu segon doctorat, aquest cop en enginyeria industrial, si bé en aquella época, la
tesi només consistia en presentar un projecte de final de carrera.2s

En aquest punt cal fer esment d’alguns detalls de la trajectoria de Juan Llopis i
de la seva importancia en la quimica espanyola, que es troba relacionada amb el
Instituto Nacional de Fisica y Quimica de Madrid (INFQ), conegut com el Rockefeller,
que va integrar grups pertanyent al Patronato Juan de la Cierva, entre d’altres.26 La
direccié d’aquest institut va recaure en Antonio Rius Miré qui, al mateix temps, va
prendre al seu carrec la secci6 d’electroquimica. Si bé en aquelles dates
I'electroquimica es trobava englobada en la termodinamica, a les universitats va
quedar unida a la quimica fisica. Cal fer esment que a Barcelona també es va formar un
grup de quimics liderat per José Ibarz, José Virgili i Sebastian Feliu, entre d’altres.

Els nous projectes de [I'Institut Rocasolano van fer augmentar el nombre

d’investigadors, amb la intencié d’enviar alguns d’ells a ampliar els seus estudis a

24LLOPIS & SUBIRANA (1961). “Thermodynamics of poly(methyl acrylate) monolayers”. Journal of
Colloid Science, 16, 618-63. Els altres treballs relacionats amb la seva tesi sén: LLOPIS &
SUBIRANA (1962) “Equation of state for monolayers of chain molecules”. J. Polymer Sci., 60, 113;
també hi ha una comunicaci6 a la Reial Académia de Ciéncies Exactes, Fisiques i Naturals:
SUBIRANA (1962). “Estudio termodinamico de monocapas de poli (acrilato de metilo)”. Rev. R. Ac.
Cien. Ex. Fis. Nat., Madrid, 56, 37.

25 E| treball de Subirana que va servir de tesi a enginyeria va consistir en aprofitar un que havia
fet durant la carrera, al voltant de la fabricacié de benzaldehid. Comunicacié personal de Joan
Antoni Subirana a I'autor, 10 de maig de 2006.

26 Comunicaci6 personal de Joan Antoni Subirana, 5 de marc de 2007.

44



I’estranger. Aquest va ser al cas de Juan Llopis, col-laborador de Rius, que va anar al
departament de quimica fisica de la Universitat de Cambridge, on es va incorporar al
grup de quimica fisica d’interfases electrificades. Les tecniques apreses per Llopis a
Cambridge van ser aplicades a Madrid, concretament als seus treballs en dissolucions
de substancies organiques.27?

La situacié de la quimica a Espanya en els moments en que tant Subirana com
Palau estaven fent els seus estudis de doctorat entronca tant amb el Rocasolano ja
esmentat, com amb la catedra d’Antonio Garcia Banus (Valéncia, 1888 - Caracas,
1955) a la Universitat de Barcelona, que havia funcionat sota la seva direccié des de
1915 fins 1936. Garcia Banus havia treballat en quimica de radicals lliures a I'lInstitut
Federal de Tecnologia de Zurich, a Suissa, després d’haver-se llicenciat en quimica a
Madrid I’any 1910. Va viatjar a Zurich com pensionado, per fer el seu doctorat, i va
tornar a Espanya I’any 1914.28 Aquell mateix any va ser nomenat catedratic de quimica
organica a Oviedo, si bé el 1915 es va traslladar a la Universitat Barcelona, per
convertir-se en professor de quimica organica, des d’on va contribuir a la
modernitzacié de la disciplina, d’acord amb la formacié adquirida a I’estranger.
Després de la guerra civil, va emprendre el cami de I'exili a I’América del Sud (Nieto-
Galan, 2004).

A part de l'interés intrinsec de Garcia Banus, cal ressaltar que va ser el mestre
de Josep Pascual i Vila, aixi com també de Fernando Calvet Prats, futur catedratic de
bioquimica de la facultat de ciéncies i professor de Palau i Subirana a la mateixa
facultat. Tant Pascual i Vila, ja I'any 1921, com Calvet, entre 1937 i 1938, van fer els
seus postdoctorats a centres de recerca estrangers. El primer a Alemanya i Austria, i el
segon a Estocolm i Edimburg, aixi com als EUA. El fet que Subirana i Palau fossin
deixebles de professors que s’havien format en centres de recerca de l'estranger,
permet entendre com ells mateixos, anys després, seguissin el mateix cami, si bé amb

interessos diferents com es veura.

27 Juan LLopis i el Rocasolano, a: http://www.upct.es/electroquimica/costa.pdf (18 de desembre
de 2005).

28 Nom que rebien les beques de la Junta para la Ampliacién de Estudios (JAE). Al voltant de la
JAE, vegeu GLICK (1989) i MAGALLON (1997).
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Per anar a Madrid, Subirana va obtenir una beca pero, fonamentalment, aixo va
ser possible gracies a I'ajut familiar.29 A Madrid va publicar un article a la Revista de
Pldsticos, que era una revista del Departamento de pldsticos y tecnologia del caucho
del Patronato Juan de la Cierva de Investigacién Técnica del CSIC. La revista demanava
articles i Subirana va escriure una revisio al voltant de la viscositat de les dissolucions
de polimers i la seva relaci6 amb el seu pes molecular. Es el seu primer article, i el
sigha com llicenciat en ciencies quimiques i becari del Instituto Rocasolano de quimica
fisica.30

Del treball fet amb Llopis se’n van derivar tres articles. El primer, al Journal of
Colloid Science, era de caire experimental i es tractava de fraccionar polimers per
estudiar la influéncia del pes molecular en les seves propietats com monocapes.
L’estudi es va fer a diferents temperatures i la técnica experimental utilitzada va ser
descrita pels mateixos autors en un treball de I’any 1960 presentat al 3rd International
Congress of Surface Activity, a Colonia.3! L’etapa de Subirana a Madrid el va permetre
dedicar-se i adquirir coneixements tant teorics com experimentals en quimica
macromolecular, especialment, com s’ha vist, en quimica fisica de superficies, camp de
treball de Llopis.

Per tal d’ampliar la seva formacid, un cop acabats els seus estudis de quimica i
enginyeria, Subirana va decidir fer una estada d’un any a la Universitat de Paris, on va
treballar amb Arnold Miinster, en una col-laboraci6 amb Henri Benoit i William R.
Krigbaum, en la termodinamica de dissolucions de polimers.32 Minster, si bé
treballava a Franca, provenia de I'Institut de Quimica Fisica Teorica de Frankfurt.

Krigbaum provenia de la Duke University de Durham, Carolina del Nord, dels EUA i

29 Entrevista de ’autor amb Joan Antoni Subirana, 1 de juny de 2005.

30 SUBIRANA (1960).

31LLOPIS i SUBIRANA (1961). Els altres treballs de Subirana amb Llopis sén: LLOPIS & SUBIRANA
(1962). “Equation of state for monolayers of chain molecules”. J. Polymer Sci., 60, 113; també hi
ha una comunicacié a la Reial Académia de Ciéncies Exactes, Fisiques i Naturals: SUBIRANA
(1962) “Estudio termodindmico de monocapas de poli (acrilato de metilo)”. Rev. R. Ac. Cien. Ex.
Fis. Nat., Madrid, 56, 37. El mateix any es presenta una comunicacié a la Reial Societat Espanyola
de Fisica i Quimica: LLOPIS, ALBERT, SUBIRANA i CONDE (1962). "Estudio de la adsorcion de
cationes alquil-amonio. Il. Monocapas formadas por compuestos insolubles”. An. R. Soc. Esp.
Fis. Quim., 58 B, 379.

32 Entrevista de I'autor amb Joan Antoni Subirana, 1 de juny de 2005
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Henri Benoit, del centre de recerques sobre macromolecules d’Estrasburg, Franca.

L’estada de Subirana a Paris va ser possible gracies a I'obtencié d’una beca,
fruit d’un acord existent entre Franca i Espanya. Si bé es tractava de beques franceses,
unes eren concedides pel I'Institut Francés i unes altres pel ministeri d’Afers
Estrangers espanyol. El fet de voler treballar amb Minster, cientific alemany, va fer que
I’agregat cientific de I’Ambaixada de Franca a Barcelona, Claude Colin, no volés
concedir la beca, que finalment si va ser atorgada pel ministeri d’Afers Estrangers
espanyol.33

En aquest punt, és important dedicar un espai a Claude Colin i al programa de
beques de I'Institut Francés. Colin (1926-1965) havia arribat a Catalunya I’any 1955,
en un moment en que el seu govern estava fent un esforc d’expansié de la cultura i la
tecnica franceses a l'exterior. L’any 1956, Colin va ser el responsable de la Seccid
Cientifica de tots els Instituts Francesos a Espanya i des de 1961 va exercir el carrec
d’Agregat Cientific, attaché scientifique, de I'ambaixada de Franca a Espanya. L’attaché
scientifique era el representant de la ciencia i la tecnologia franceses al pais on
s’exercien les seves funcions, i servia de nexe d’unié entre les universitats, els
laboratoris i els centres tecnoldgics d’ambdéds paisos. Va ser el fundador de
I’Associacio Hispano-Francesa de Cooperacié Tecnica i Cientifica i persona clau per tal
d’entendre la gran quantitat de beques que es van concedir durant el periode en que
va ser al capdavant de la gestié d’aquest programa d’ajuts.

Ja des d’abans de I’'any 1937, Franca comptava amb un programa de bourses
culturels per a estudiants estrangers, que eren destionades pel ministeri d’Afers
Estrangers. Pero la proporcio de cientifics becats era molt baixa donat que s’afavorien
les especialitats tecniques (enginyeria, arquitectura...) i les humanistiques (arts
plastiques, literatura, musica...). A finals de la decada dels 1950s i principis dels 1960s
es van conjugar una serie de factors que van facilitar 'accés dels estudiants de la
Universitat de Barcelona a beques per estudiar a Franca. Un dels que hi va contribuir va
ser la institucié dels nous cursos de Tercer Cicle, a mitjan dels anys 1950s, que van

substituir I’antic sistema de formacié de doctors a les universitats franceses. Aquesta

33Entrevista de I'autor amb Joan Antoni Subirana, 1 de juny de 2005 i 13 de juliol de 2005. Al CV
de Subirana consta com investigador durant el periode 1960-61.
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reforma va permetre oferir més places per doctorands ja que I'actualitzacié dels seus
objectius va privilegiar els estudis tecnics i cientifics. A més, va facilitar I'accés
d’estudiants estrangers a aquest tipus d’estudis, alhora que feia que aquests cursos
fossin més atractius pels estudiants de ciencia i enginyeria espanyols. El paper jugat
per Colin, fent Gs de l'autonomia que tradicionalment tenia I'Institut Frances de
Barcelona i dels seus contactes a la Universitat, va ser crucial en el sentit de facilitar
que molts estudiants, especialment de fisica, accedissin a aquests ajuts (Carpio, 2005).

La possibilitat de que Subirana pogués anar a Paris, doncs, va ser resultat del
programa de beques que gestionava Colin. Aquesta estada va produir un treball de
caire teoric, publicat al Journal de Chimie Physique, on es proposava un metode per
calcular I'energia mitjana d’una cadena macromolecular.34 En aquest treball, en la linia
de la quimica fisica de polimers, es plantejava I'estudi de les variacions que podien
experimentar les cadenes de les macromolécules en relacié amb les interaccions que
es donaven a la cadena, amb el volum d’aquesta i amb la qualitat del solvent. El
metode presentat consistia en calcular I’energia mitjana d’una cadena per la distancia
entre els seus extrems, tot tenint en compte les fluctuacions que presentava aquesta

energia.

2.4.1. L’estada a Harvard amb Paul Doty i els treballs en la

renaturalitzacié del DNA

Mentre era a Paris, Subirana va pensar en continuar la seva formacié
postdoctoral en un altre centre de recerca. Després d’enviar cartes a diversos
laboratoris demanant per anar-hi a treballar, va rebre respostes positives de
Birmingham, on hi havia el professor G. Gee, de termodinamica de fluids, i també de
Harvard, amb la possibilitat d’anar a treballar al departament de quimica amb Paul
Doty. Subirana es va decidir per Harvard, on hi va passar dos anys, des de 1961 fins

1963.35 No s’havia plantejat treballar en polimers biologics com ara el DNA, pero el fet

34 SUBIRANA, MUNSTER, KRIGBAUM & BENOIT (1962).
35 Entrevista de I'autor amb Joan Antoni Subirana, 11 de novembre de 2002, 1 de juny de 2005 i
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de poder anar a una institucié amb el prestigi de Harvard, el va fer decidir per aquesta
opcio, tot i que es tractava d’un tema totalment diferent del que havia consistit la seva
tesi doctoral.36

Doty era professor de quimica fisica macromolecular i, I'any 1959, juntament
amb Julius Marmur, havia descrit la desnaturalitzacié de la doble helix del DNA,
observant que era possible la seva renaturalitzacié refredant la dissolucié de I'acid
nucleic, que d’aquesta manera recuperava la seva estructura original. Abans d’entrar
en aquesta qlestid, és d’interés conéixer algunes dades de la trajectoria cientifica de
Doty.

Paul Doty (1920) es va graduar a la Universitat de I'Estat de Pensilvania I'any
1941 i, entre 1943 i 1945, va treballar amb Hermann Mark al Polytechnic Institute de
Brooklyn i, I'any 1948, es va traslladar al departament de quimica de la Universitat de
Harvard. Els seus primers interessos de recerca es van centrar en l'estructura i
funcionament de les molecules de polimers, com ara plastics i fibres, tema de les seves
publicacions dels anys 1945 i 1947. A partir de 1948, coincidint amb el seu trasllat a
Harvard, van comencar els seus treballs en macromolécules, termodinamica i técniques
aplicades i, progressivament, els seus interessos van anar dirigint-se a I’estudi dels
polipéptids i polinucleotids.

Els seus primers estudis en aquest camp el van portar a la determinacié de la
mida i pes d’aquests polimers en dissolucio, treballs que van comencar I'any 1949,
concretament en el camp de les proteines, i que van continuar fins I’any 1951. Entre
1952 i 1954 va publicar els seus primers treballs en DNA i, I’any 1955, el primer al
voltant del procés de desnaturalitzaci6 del DNA.37 Durant els anys 1957 i 1958 va
publicar tota una série de treballs relacionats al voltant de la configuracié de
polipéptids i proteines, aixi com de polipéptids i polinucleodtids, fent servir les

tecniques de la quimica fisica de macromolécules. També va treballar en la comparacio

13 de juliol de 2005. Subirana va ser Research Fellow a Harvard durant el periode 1961-63,
segons consta al seu CV.

36 Entrevista de I'autor amb Joan Antoni Subirana, 1 de juny de 2005 i 13 de juliol de 2005.

37 REICHMANN, VARIN & DOTY (1952). “The Molecular Weight and shape of Desoxypentose
Nucleic Acid”. Journal of the American Chemical Society, 74 (12): 3203-3204); REICHMANN,
BUNCE & DOTY (1953). “The changes induces i Sodium Desoxyribonucleate by diluted acid”.
Journal of Polymer Science, 10 (1): 109-119; DOTY & RICE (1955). “The Denaturation of
Desoxypentose Nucleic Acid”. Biochimica et Biophysica Acta, 16 (3): 446-448.
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dels resultats obtinguts mitjancant técniques de la quimica fisica i la microscopia
electronica, entre d’altres, i en 'obtenci6 de DNAs heterogenis en funcié de factors
diversos com la densitat, mida, composici6 etc.

La desnaturalitzacié és el procés pel qual les dues cadenes que formen el DNA
se separen i la renaturalitzacié el procés contrari. L’enteniment d’aquests processos
havia d’aportar informacions importants per a la comprensié de I’estructura del DNA i
per a la validacié del model que Watson i Crick havien proposat I'any 1953. Segons
Marmur, per aconseguir una unié amb éxit, les dues cadenes senzilles s’havien de
trobar I'una amb l'altra en les regions que fossin complementaries en les seves
seqgiéncies de bases. A més, també es va observar que la reconstituci6 només es
donava en cadenes procedents del mateix organisme o d’un d’estretament relacionat
(Doty et al., 1960; Judson, 1996).

Quan el DNA provenia d’un bacteriofag, que tenia un DNA petit, la reconstitucié
de les dobles hélices era practicament total. Quan provenia d’un bacteri, que tenia un
DNA potser unes trenta vegades més gran que el d’un bacteriofag, la renaturalitzacié
era molt més lenta i afectava com a molt a la meitat de les dobles hélices. Si el DNA
provenia del timus de vedella, és a dir, d’'un organisme més complex, el procés gairebé
no es produia. Els resultats preliminars de Doty i Marmur es van publicar ’any 1960,
als Proceedings of the National Academy of Sciences I'any 1960.38

Subirana va arribar a Harvard a finals de 1961,poc després de la publicacié
d’aquest treball, quan feia relativament poc que el laboratori de Doty treballava en
DNA. En aquells moments, I'ambient de recerca i el nombre i la qualitat dels qui hi
treballaven esdevenia una escola d’aprenentatge excel-lent, tant pel que feia a
coneixements, com als instruments i a les técniques. Doty li va suggerir que treballés
en la renaturalitzacié i, més concretament, en la cinética de la renaturalitzacié del
DNA. Aquest treball va comencar cap el desembre de 1961 i es va allargar durant tot

I’any 1962. 39

38 DOTY, MARMUR, EIGNER & SCHILDKRAUT (1960). Strand Separation and Specific
Recombination in Deoxyribonucleic Acids: Physical Chemical Studies. Proc. Natl. Acad. Sci., U.S.,
46, 453.

39 JAS a JP, Somerville (Massachussetts), 18-12-61. Entrevista de I'autor amb Joan Antoni
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Els treballs en desnaturalitzacié i renaturalitzacié de Doty i Marmur no només
van contribuir a proporcionar evidéencia experimental al model de la doble helix, com
s’ha dit, sind també als estudis al voltant de I’estructura del RNA, en combinacié amb
I’Gs dels polinucleotids artificials.40 L’any 1957, Francis Crick havia enunciat el que es
va coneéixer com el dogma central de la biologia molecular, que proposava que el DNA
transmetria la seva informacio al RNA i que seria aquest darrer el responsable directe
de la sintesi de proteines i aquests processos, deia el dogma, no serien reversibles. 41
Ja des de la publicacié del model de la doble helix per Watson i Crick I'any 1953, de
seguida van comencar-se a plantejar de quina manera, aquells suggeriments de que el
DNA contindria un codi, podrien demostrar-se. Si bé alguns dels apropaments al
problema van ser de caire teodric, entre d’altres les aportacions de George Gamow i de
Max Delbriick, una manera d’enfrontar el problema va ser la cerca del que després es
va conéixer com RNA missatger (Kay, 2000).

Els treballs de caire estructural per tal de determinar I'estructura del RNA també
van continuar, com en el cas d’Alexander Rich, entre d’altres. El mateix any en que
Crick enunciava el dogma, 1957, nous resultats van proporcionar evidencia
experimental al model de la doble hélix: Matthew Meselson i Frank Stahl havien
demostrat experimentalment la duplicacid semiconservativa del DNA. Aixo volia dir
que les dues cadenes del DNA es separaven i duplicaven la seva respectiva cadena
complementaria (Holmes, 2001).

L’any 1960, Sol Spiegelman i els seus col-laboradors havien obtingut la prova
experimental de I'existéncia del RNA missatger, que es formaria com una cadena
complementaria d’una de les del DNA, que faria de motlle42, si bé el primer en suggerir

I'existéncia d’aquesta molécula havia estat Mahlon Hoagland, I’any 1959, en un article

Subirana, 1 de juny de 2005 i 13 de juliol de 2005, i també JAS a JP, Cambridge, 14-10-62. La
informacié complementaria per a la millor comprensié d’aquests treballs s’ha obtingut de
SUBIRANA (1985).

40 Vegeu els treballs d’Alexander Rich.

41 |dees previes de Crick al voltant del que després va esdevenir el dogma, ja venen de 1952-53.
Vegeu capitols anteriors, aixi com DE CHADAREVIAN (1996).

42NOMURA, HALL & SPIEGELMAN (1960) “Characterization of RNA, Synthesized in Escherichia coli
after bacteriophage T2 Infection” J. Mol. Biol. Vol.2, 1960, 306-326.
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publicat a Scientific American.*3 Seguint un enfocament de caire estructural, I'any
1958, Kendrew havia determinat I'estructura tridimensional de la mioglobina i I'any
1960, Perutz havia fet el mateix amb la hemoglobina. L’any 1961, Marshall Niremberg
i Heinrich Matthaei havien comencat el desxifrat el codi genétic (Judson, 1996;
Morange, 2003).

Encara que a primera vista semblava poc probable aconseguir-ho, quan es va
comprendre que el procés de desnaturalitzacié del DNA consistia en separar-lo en les
seves dues meitats complementaries, aviat es va pensar en la possibilitat de
reconstituir la molecula original per aparellament d’aquestes dues meitats.

La recerca de Subirana a Harvard, que s’inscriu en el programa de recerca en
DNA del laboratori de Doty, es va materialitzar en dos articles a Biopolymers, i en un
tercer consistent en un estudi de la desnaturalitzacié irreversible del DNA de
bacteriofags que es va publicar a Biochimica et Biophysica Acta.** Aquest treball es va
complementar amb un quart que ja es va publicar des de Barcelona, als Anales de
Quimica de la Societat de Fisica i Quimica, com es veura. Aquests treballs van ser
crucials en la trajectoria de Subirana i certifiquen el canvi que es va produir en els seus
interessos cientifics i I'inici de la seva recerca en el camp de la biologia molecular
(Figura 3).

El pas donat per Subirana s’inscrivia en una dinamica que va afectar a altres
cientifics en aquells moments, quan s’estava construint la biologia molecular des d’un
enfocament de quimica estructural, i era essencial trobar el significat bioldgic dels
resultats obtinguts. A partir dels resultats dels experiments que s’havien fet fins
aquells moments no era possible determinar si I’associacié que es produia entre les
dues cadenes del DNA es donava realment in vivo, i en aquest cas tindria significat
biologic, o bé es tractava d’un artefacte del procés d’aillament d’aquest material.

Treballar en aquest camp requeria canvis no només ens els interessos

cientifics, siné en I'aprenentatge de I’Us d’instruments, de técniques i de manipulacio

43 HOAGLAND (1959). “Nucleic Acids and Proteins”. Scientific American, vol 201, pp. 55-61.

44Els treballs sén: SUBIRANA (1965a), treball va ser financat parcialment pels NIH, segons consta
als agraiments; SUBIRANA & DOTY (1966) i SUBIRANA (1966a), financats pels NIH, grant HD-
01229; SUBIRANA (1966Db).
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de nous materials, en aquest cas biologics. Pel que fa als instruments, que es troben
citats a la seccié de material i métodes de les publicacions, es va tractar, entre d’altres,
dels espectrofotometres Beckman que es van fer servir per a I‘obtencié de les corbes
de separacié de les cadenes del DNA, la ultracentrifuga Spinco model E, que es va fer
servir per mesurar el grau de desnaturalitzacié i el microdensitometre de Joyce-Loebl,
per a la determinacié de les concentracions relatives dels DNA natius i de referencia
utilitzats als experiments. Aquest instrument mesurava les densitats optiques de les
microimatges obtingudes en fotografies i les distancies entre imatges o entre parts
d’elles. El que hi havia al laboratori de Doty va ser manufacturat i comercialitzat per
Joyce-Loebl a Anglaterra i va ser ben rebut pels espectroscopistes i pels primers
biolegs moleculars per la seva utilitat en I’avaluacié dels patrons de difraccié de RX (de
Chadarevian, 2002).45 Els materials biologics utilitzats al treball que posteriorment es
va publicar a Biochimica et Biophysica Acta van ser els bacteriofags T2, T4 i A.

Després de fer servir diferents tecniques de desnaturalitzacié, com ara la
termica, amb formaldehid i la alcalina, Subirana va arribar a la conclusié que el procés
de desnaturalitzacié del DNA era irreversible i que seguia patrons semblants
independentment dels métodes utilitzats. Una de les troballes van ser certes regions
que esdevenien resistents a la desnaturalitzacié, on es localitzaven restes de proteina.
Aquesta era justament una de les qliestions plantejades a la discussio de treball en el
sentit de no poder determinar si eren un artefacte de la preparacid, fruit d’'una mala
extraccid, o si aquest fenomen es donava realment jn vivo. En aquest cas, calia
preguntar-se quina podria ser la seva importancia biologica, com potser la d’impedir
la desnaturalitzacié d’algunes regions del DNA.

Si els treballs de Harvard constitueixen un bloc, les dues publicacions a
Biopolymers del 1966 son, de fet, les dues parts d’un unic treball consistent en I’estudi
de la cinética de la renaturalitzacié del DNA. El primer dels treballs, signat per Subirana
i Doty, exposava els resultats d’espectrofotometria, mentre que la segona part,

sighada només per Subirana, consistia en I’analisi dels productes de la reaccid.

45 Per més detalls al voltant del desnvolupament d’aquests instruments, vegeu CREAGER (2002),
ELZEN (1993), BUDD et al. (1998).
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El procés de desnaturalitzacié es podia estudiar mitjancant técniques
d’espectrofotometria que permetien |'obtencié de les corbes de separacié de les
cadenes del DNA. L’espectrofotometria era una técnica habitual als laboratoris i
consistia en la mesura de I'absorcié o emissié de les radiacions electromagnetiques al
passar a través d’una substancia. L’aplicacié més comuna era la de mesurar I’absorcié
de llum i els espectrofotometres més comuns es feien servir en les regions visible i
ultraviolada (UV) de I’espectre. Quan s’aplicava a la regi6 dels UV, s’obtenien
informacions sobre I'estructura de les molécules, donat el canvi d’absorcié que patien
les bases nitrogenades del DNA quan aquest es desnaturalitzava.46 L’absorcié exacta
del DNA depenia de les condicions ioniques del medi i de la temperatura i era menor
que la dels nucleotids lliures. En definitiva, mesurant el canvi d’absorcié es podia
estudiar el procés de desnaturalitzacié del DNA d’una manera molt senzilla.

El treball de Subirana i Doty va consistir en un estudi de la cinética de la
renaturalitzacio del DNA sota diferents condicions. Es van fer servir diferents mostres,
solvents, temperatures i concentracions per tal d’establir el mecanisme basic de la
reaccid, ja que tota una série de factors influien en el procés de desnaturalitzacié del
DNA: la temperatura, la composicié del DNA, el tipus i la forca ionica del dissolvent i el
pH. El DNA estudiat es va obtenir de E. coli i d’Hemophilus influenzae i també es va
emprar el fag T4, el DNA del qual va ser obtingut mitjancant un procediment descrit
anteriorment per Alfred Hershey.47

Totes les mostres van ser centrifugades en gradient de densitat de clorur de
cesi per comprovar que no havien quedat restes de DNA original i les dades
obtingudes mitjancant aquesta técnica es van presentar al segon dels treballs.48 Fer
servir aquesta técnica va requerir el seu aprenentatge per part de Subirana i I’s d’un

aparell la complexitat del qual havia anat augmentant amb els anys, que hauria de

46 Per detalls de les técniques i de la instrumentacié, vegeu BUD et al. (1998).

47 MANDEL & HERSHEY (1960): “A Fractionating Column for Analysis of Nucleic Acids” Anal.
Biochem, 1, 66.

48 Aquesta havia estat utilitzada per Matthew Meselson, Franklin Stahl i Jerome Vinograd, I'any
1957, i havia portat a establir la duplicacié6 semi-conservativa. El treball és: MESELSON & STAHL
(1958). “The Replication of DNA in Escherichia coli’. P.N.A.S. 44, 671-682. Per més detalls,
vegeu HOLMES (2001).
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permetre la separacié dels productes de reaccio obtinguts segons les seves diferents
densitats i el seu posterior estudi.4?

Segons aquest treball de Subirana i Doty, el procés es produiria en dues etapes,
en la primera de les quals les dues cadenes senzilles de DNA es retrobarien i formarien
una molecula per complementarietat entre les bases. Després, en una segona etapa de
la reaccid, es formaria la doble hélix per donar una molécula completament
renaturalitzada. Ara bé, altres grups que havien estudiat el fenomen de la
desnaturalitzacié i posterior renaturalitzacié havien arribat a la conclusié que les
cadenes no es separaven després de la desnaturalitzacid, si bé quedarien dissociades
I'una al costat de I'altra com a resultat del procés.

Dels resultats de Subirana i Doty es deduia que la renaturalitzaci6 del DNA
resultava de dues unitats cinétigues que serien les dues cadenes complementaries
separades. El primer pas del procés, és a dir, la unié de les cadenes complementaries
seria depenent de la concentracid, mentre que el segon, el de la formaci6 de les dobles
hélix, seguiria un mecanisme unimolecular molt rapid i aquests resultats contradeien
els dels grups abans esmentats. Els resultats anomals que havien observat emprant el
fag T4, els va portar a la publicacié del segon treball, suggerit per Doty i signat per
Subirana, en el qual es va tractar de donar una explicaci6.50

L’estructura del DNA del fag T4 renaturalitzat es va estudiar mitjancant les
tecniques d’ultracentrifugacié. Els productes de la reaccié diferien en funcié del
metode utilitzat per produir la desnaturalitzacid: si aquesta es produia sense prendre
precaucions pel que feia a la degradaci6 de les cadenes, per exemple per calor, el DNA
format per renaturalitzaciéo recuperava un 70% de l'estructura, cosa que s’inferia a
partir de la densitat que presentava la mostra. En canvi, si es temperava la mostra, el
DNA recuperava la seva densitat inicial, i s’interpretava com que s’havia recuperat
completament I’estructura, comportament que també havia estat observat en bacteris.

Des dels treballs de Marmur i Doty de 1960, se sabia que si es prenien

precaucions pel que feia als solvents utilitzats per tal d’evitar la degradacié de les

49 En aquests casos, s’esta parlant de la ultracentrifuga preparativa, per a l'obtenci6 de
materials. Vegeu ELZEN (1993) i CREAGER (2002).
50 SUBIRANA (1966a).
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cadenes durant el procés de desnaturalitzacid, s’obtenien dos productes com a
resultat del procés de renaturalitzacié. Un era indistingible del DNA natiu del T4,
mentre que l'altre consistia en un DNA altament agregat que mostrava homés una
recuperacié parcial de I’estructura nativa, la qual cosa va ser detectada mitjancant les
tecniques d'ultracentrifugacié. Aquest segon producte, si era sotmés a un llarg periode
de moderacio de la temperatura, recuperava la densitat nativa, perd mantenia el seu alt
estat d’agregacié. Es va concloure que el procés de desnaturalitzacié-renaturalitzacio
tenia a veure amb la temperatura, les concentracions salines, les concentracions de
ions i amb el medi en que, en definitiva, es trobava la mostra.

Si la desnaturalitzacié es produia en solvents d’alta forca ionica, s’obtenia un
sol producte de la reaccié. Si es feia servir un dissolvent aquds, la forca ionica influia
d’una forma regular en la temperatura de desnaturalitzacié. Si s’augmentava molt la
concentracié de sal, el comportament es modificava, ja que canviava |’estructura de
I'aigua i, d’aquesta manera, també la interacci6 del DNA amb el dissolvent. A més,
calia tenir en compte que una preparacié de DNA no solia ser uniforme, sind que
consistia en molecules de longitud i sequéncies diferents, que resultaven del
trencament d’aquestes al ser extretes.

Quan es podia disposar d’una preparaci6 de DNA de molécules exactament
idéntiques, obtingudes com a resultat d’un procés de desnaturalitzacié suau, amb un
agent com la formamida, com era el cas del material obtingut a partir del fag T4,
llavors el procés de desnaturalitzacié i renaturalitzacié es podia seguir en detall.
També es van fer servir cadenes de poli-A i poli-U, i es van estudiar les reaccions
analogues de formacié de dobles cadenes que es produien, si bé es va considerar que
les condicions experimentals no eren les mateixes que amb el material obtingut del
fag.s!

L’as de les técniques de ultracentrifugacié van permetre el segiient: en aquells
casos en que es produia una desnaturalitzacié parcial es podia saber si es tractava de
molécules parcialment desnaturalitzades o bé de mescles de molecules natives i

d’altres totalment desnaturalitzades. Subirana va suggerir que aquesta técnica podia

51 Al voltant dels polinucleotids sintetics, vegeu SANTESMASES (2005).
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ser utilitzada com una eina analitica en els experiments subseqlients, ja que quan el
DNA desnaturalitzat era emmagatzemat en clorur de cesi, no es produia cap canvi
significatiu ni en la seva densitat ni en la seva densitat optica.

Les anomalies observades durant el procés de renaturalitzacié als fags T va fer
que Subirana suggeris que de la interpretacié de les dades obtingudes es podria saber
quina seria la disposicié dels nucledtids en aquests DNAs. Es a dir: es tractava d’aplicar
tecniques de caire estructural a I'estudi dels genomes d’aquests organismes. Els DNAs
del T2 i del T4 presentaven una estructura lineal, mentre que el seu mapa genetic
semblava circular, fet que durant anys havia intrigat els virdlegs.52

Com que el problema que es presentava era interessant, I’estudi es va ampliar
al T3 i es va arribar a la conclusié que en aquest darrer cas, totes les molecules de
DNA tenien la mateixa seqliéncia de nucleotids ja que, en procedir a la
desnaturalitzacié del seu DNA apareixien només dos tipus de macromolécules que
eren complementaries. En canvi, els DNAs dels fags T2 i T4 presentaven seqiiéncies
que eren permutacions circulars d’una seqliencia comuna.

En aquest cas, la reaccid6 de renaturalitzaci6 donava lloc a dos productes
diferents: molécules circulars de la mateixa llargada que les natives i agregats de
diverses molécules d’elevat pes molecular. Segons Subirana, un conjunt de molécules
lineals amb seqliencies permutades circularment es podia generar amb un Unic tall a
I’atzar en cada molécula d’un conjunt de molécules circulars idéntiques i aix0 aclariria
el dilema del fag T4 esmentat més amunt. Com s’ha dit, una conseqiiéncia important
d’aquest treball era que aquest treball mostrava possibles aplicacions de la
renaturalitzacié a I’estudi de problemes genétics.

Les habilitats adquirides en el tractament dels nous materials que comencaven

a formar part de la seva recerca, aixi com I’Gs d’un nou ventall d’instruments van fer

52 Com ja s’ha esmentat, I’estada a Harvard va produir un quart treball que es va publicar a
Espanya als Anales, la revista de la Societat de Fisica i Quimica, on s’estudiava la renaturalitzacié
del DNA de bacteriofags i la seva aplicacié a I'estudi del genoma d’aquests organismes. Vegeu
SUBIRANA (1966b). Subirana va rebre I'ajut de la Fundacién Juan March, segons consta als
agraiments del treball. Al voltant d’aquesta qliestié, vegeu: THOMAS & MACHATTIE (1964).
“Circular T2 DNA Molecules”. P.N.A.S., 52, 1297-1301; STREISINGER, EDGAR & DENHARDT
(1964). “Chromosome Structure in Phage T4, |. Circularity of the Linkage Map”. P.N.A.S., 51,
775-779.
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que Subirana esdevingués un expert i que, a partir de llavors, apliqués tots aquests
nous coneixements en la seva tasca cientifica. Els seus treballs al laboratori de Doty
van fer que s’interessés en resoldre el problema de la variaci6 de conformacié que
podia produir-se en el DNA quan aquesta molécula establia interaccions amb altres
substancies. Un altre fet rellevant que va augmentar encara més el seu interes per la
biologia molecular estructural va ser poder coneixer de primera ma els resultats de
Max Perutz al voltant de I’estructura de I’hemoglobina, en una conferéncia que aquest
va donar a Harvard.>3

Els treballs en la cinetica de renaturalitzaciéo del DNA es van anar desenvolupant
al llarg de I'any 1962. Aixi doncs, com ha quedat exposat anteriorment, els treballs
amb Doty van ser crucials per diverses raons. En primer lloc, en si mateixos, ja que
s’inscrivien en el programa de recerca del departament de quimica de Harvard, lloc de
gran importancia pel que feia als treballs estructurals en DNA. En segon lloc per
I’aprenentatge, no només sobre el funcionament de nous instruments, sind també de
tecniques, com ja s’ha esmentat i, especialment de maneres de fer, diferents de les
dels laboratoris espanyols. En tercer lloc, ’estada a Harvard va propiciar la possibilitat
de donar un curs de macromolécules a Xile i Subirana va seguir als EUA fins el moment
de marxar a aquest pais cap a maig-juny de 1963. En resum, comencava a agafar
forma la idea de que les estades postdoctorals a I’estranger els haurien de permetre
coneixer nous camps de recerca, instruments i técniques, aixi com I’establiment d’una
xarxa de relacions cientifiques i personals que s’hauria d’anar engrandint al voltant
dels grups emergents que negociaven |'espai academic del que comencava a

denominar-se biologia molecular. 54

3 Aquesta conferencia de Perutz és citada de manera retrospectiva a PALAU i SUBIRANA (1994).
54 JAS a JP, Harvard, 14-10-62:

“Por el laboratorio estoy dando los ultimos toques a mi trabajo sobre la Cinética de la
Renaturacion de los acidos nucleicos, cuya primera parte ya esta concluida. Ahora estoy
pensando en qué hacer en estos meses que faltan, hasta mayo, en que pienso concluir mi
estancia aqui. Después marcharemos a Chile, donde daré un cursillo en la Universidad de
Concepcién sobre la Quimica de las Macromoléculas. Me han invitado a darlo y estoy muy
contento por ello, aunque hasta mi llegada no lo creeré, pues me parece imposible”.

58



2.4.2. El Weizzmann Institute a Rehovoth, Israel

Durant I'estada de Subirana a Harvard, Aaron Katchatsky-Katzir, cap del
departament de quimica de polimers de I'Institut Weizmann d’Israel, va donar un curs
de termodinamica de processos irreversibles. Subirana va establir contacte amb ell, la
qual cosa va possibilitar anar a treballar al seu departament quan aquest li va suggerir
que demanés un beca per anar a I'Institut Weizmann, a Rehovoth, Israel (Figura 4). Al
departament de quimica de polimers, va treballar al grup de Heini Eisenberg en
reologia de les dissolucions de polimers.55

Pot pensar-se que s’esta donant un retorn cap a la quimica organica, pero cal
dir que els canvis d’interessos i de camp de recerca no es donen de manera immediata,
tancant una etapa i obrint-ne una altra. La correspondéncia que mantenia amb Jaume
Palau ja des de I'inici de I'etapa de Harvard permet saber que no és aixi. La feina a
Rehovoth va consistir basicament en termodinamica de dissolucions, i va produir un
treball de caire teodric publicat al Journal of Chemical Physics>¢, perd també en la
col-laboracié en el que va ser el seu primer treball en DNA aplicant les técniques de
difraccié de RX.

Durant la seva estada a Harvard, Subirana s’havia interessat en I’estructura de
la nucleohistona, és a dir, I'associacio entre el DNA i les proteines conegudes com
histones, qliestiéo que sera tractada en profunditat al llarg d’aquesta tesi. Si el DNA es
trobava associat a aquestes proteines, potser es produirien canvis estructurals en
aquest i, si aixi fos, les técniques de difraccid6 de raigs X haurien de ser les més
adequades per a la seva deteccid. Si bé els treballs a Harvard li havien fet pensar en
aquests possibles canvis estructurals, no va aconseguir estudiar-ho.

El grup de RX del Weizmann, liderat per Wolfie Traub, es va interessar per la

qulestid. Es va tractar de preparar fibres d’espermina i DNA, feina que va fer Subirana,

55 Entrevista de I'autor amb Joan Antoni Subirana, 1 de juny de 2005 i 13 de juliol de 2005.
Subirana va disposar d’una Weizmann Fellowship durant el periode 1963-64, segons consta al
seu CV.

56 JAS a JP, Rehovoth, desembre de 1963. Vegeu SUBIRANA (1964b). Treball fet mercés a la
Weizmann Fellowship obtinguda. Entrevista de I'autor amb Joan Antoni Subirana, 1 de juny de
2005 i 13 de juliol de 2005.
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mentre que la tasca d’analisi per RX va quedar en mans del grup de Rehovoth on hi
treballaven Mario Suwalsky i Uri Shmueli.5?”. Mitjancant aquestes técniques,
complementades amb la construccié6 de models, es va estudiar la interaccié del DNA
amb I’espermina. Aquest tipus de treball, iniciat per Subirana, va ser continuat per un
dels coautors de l'article, el xilé Suwalsky, i va formar part de la seva tesi doctoral
(Figura 5).58

L’efecte de I'’espermina s’atribuia a les interaccions que establia amb els acids
nucleics, la qual cosa serviria per estabilitzar el DNA tal com es manifestava en
augmentar la seva temperatura de desnaturalitzacié i la seva resisténcia al trencament
per processos de fractura hidrodinamica, per la qual cosa es volien saber quines eren
les bases estructurals del fenomen. 59 En particular, i aguest era I'interés de Subirana,
es volia investigar quin era l'efecte de I’espermina en la configuracié del DNA i la
manera com s’unien els components d’aquest complex.

Els complexos DNA-espermina es van preparar a partir de productes comercials
i les fibres obtingudes van ser fotografiades en una cel-la especialment construida per
ser mantingudes en tensié i a humitats relatives conegudes, mitjancant solucions
salines saturades i bombolleig de gasos. Les cameres emprades varen ser del tipus plat
pla (flat-plate) i es va fer servir un tub generador de RX Philips de focus fi.

A humitats relatives del 92%, el patré que presentava el complex es corresponia
amb la forma B del DNA. Es va pensar que l’espermina estabilitzava aquesta
conformacié, i es va suggerir la preséncia d’entrecreuaments intermoleculars
d’aquesta poliamina amb el DNA. Segons aix0, les molécules d’espermina se situarien
al llarg d’un solc que presentava el DNA en la seva estructura, i serviria per mantenir
unides les dues cadenes.

A més de les tecniques de difraccio, també es va recérrer a la construccié de

models moleculars, pero cap dels proposats donava una resposta clara, tot i que es va

57 L'espermina de poliamina es troba ampliament distribuida als teixits animals i als
microorganismes. Aquesta interactua amb els acids nucleics neutralitzant les carregues
negatives que presenten els grups fosfat. El treball és: SUWALSKY et al (1969). Aquest treball va
rebre suport economic dels NIH, dins del seu programa extramurs, del qual es parlara més
endavant: grant GM 08608 dels NIH.

% Entrevista de I'autor amb Joan Antoni Subirana, 1 de juny de 2005 i 13 de juliol de 2005.

59 Fractura hidrodinamica: Hydrodinamic shear, a I’original.
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considerar que hi havia una evidéncia clara d’entrecreuament intermolecular i
d’estabilitzacié de la doble cadena per part de les poliamines. Aixo podria explicar les
observacions que suggerien que I’espermina protegiria el DNA contra el trencament de
la seva estructura. Es a dir, s’atribuia una funcié protectora a les molécules associades
al DNA.

A principis de 1964, Subirana va tornar a Barcelona i es va incorporar al
Departament de Quimica de la Facultat de Ciéncies de la Universitat. Poc després va
guanyar una placa de col-laborador cientific del Patronat Ramén y Cajal, la qual cosa
va fer que pogués instal - lar-se al Departament de Geneética de la mateixa facultat, que
en aquell moment ja dirigia Antoni Prevosti i Pelegri, on va comencar a posar en marxa
un projecte de recerca en col -laboracié amb Jaume Palau.

En relacio amb aquest darrer aspecte, la formacid i I’experiéncia adquirides per
Subirana durant aquest periode passat a centres de recerca de I’estranger van influir
en els inicis de la trajectoria postdoctoral de Jaume Palau. Si bé, com s’ha dit, es
coneixien des de que eren estudiants de quimica, la seva relacié es va fer més estreta
quan, en tornar Subirana de Paris, van coincidir novament a la facultat de ciencies i
d’aquest retrobament va sorgir la idea de treballar junts en un futur. En aquells
moments, Subirana estava a punt de marxar cap a Harvard, i Palau estava acabant la
seva tesi doctoral. En el moment en que Subirana retornava a Barcelona, Palau marxava
cap a Londres. Les passes donades per Palau transcorren en paral-lel amb la formacié
de Subirana, de manera que totes dues esdevenen complementaries i inseparables per

la voluntat d’ambdos.

2.5. La formaci6 doctoral i postdoctoral de Jaume Palau

Jaume Palau i Albet (Calafell, 1935 - Barcelona, 2000), va créixer al Prat de
Llobregat on també hi va estudiar el batxillerat. Van ser les circumstancies derivades
de la guerra civil les responsables del trasllat de Jaume Palau i la seva mare a aquesta
localitat propera a la ciutat de Barcelona. El seu pare, un camperol de Calafell d’idees

anarquistes, es va exiliar a Franca al final de la guerra. La seva dona va decidir no
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acompanyar-lo i es va establir amb el seu fill Jaume al Prat de Llobregat (Subirana,
2004). Company d’estudis de Joan Antoni Subirana, es va llicenciar en quimiques I’'any
1959 i va obtenir el seu doctorat a Barcelona I’any 1963, amb la tesi “Contribucién al
estudio de los acidos cis-trans-2-hidroxiciclo-heptanodioico y cis-trans-2-
metoxociclo-heptanocarbdnico”, sota la direccié de Josep Castells i Guardiola (1925),
essent Josep Pascual i Vila (Mataro, 1895 - Barcelona, 1979) catedratic de quimica
organica (Figures 6 i 7).60

A principis dels anys 1960s les possibilitats de futur d’un estudiant de doctorat
al finalitzar la seva tesi eren escasses. Els cientifics formats en I’escola de quimica
organica de Pascual i Vila eren una excepcid en el sentit que les indlstries els
proporcionaven feina, ja que confiaven en la bona formacié rebuda (Palau i Subirana,
1994). Les trajectories de Subirana i Palau serien, doncs, una excepcié al cami seguit
per altres deixebles de Pascual i Vila.

El primer contacte de Palau amb les macromolecules biologiques es va produir
durant un dels cursos de doctorat que va fer a la facultat de ciéncies de Barcelona
durant el curs 1960-61, on Fernando Calvet els explicava les llavors recents
descobertes de Severo Ochoa, la PNPasa, i d’Arthur Kornberg, la DNA polimerasa, que
els havia fet rebre el premi Nobel.6

Calvet, deixeble de Garcia Banis com Pascual i Vila, s’ha de situar en els inicis
de la bioquimica catalana, juntament amb Manuel Rosell i Vicente Villar Palasi. Després
de la etapa passada a l'estranger, finalment es va establir com a catedratic de

bioquimica a la facultat de ciencies de la Universitat de Barcelona.6? Aixi, la bioquimica

60 Josep Castells Guardiola (Barcelona, 1925) és doctor en Ciencies (Seccié Quimica) (1951) per la
Universitat de Madrid (I’Gnica que llavors expedia titols de doctor a Espanya) i doctor of
Philosophy, PhD, (1956) per la Universitat de Manchester [en aquest context, "philosophy"
equival a "ciencia experimental"]. Va ser "research associate" a la Universitat d " Oxford (1956). Va
exercir diversos carrecs al Consell Superior d’ Investigacions Cientifiques (CSIC) (1948-1969),
director del Departament de Quimica Organica de la Universitat Autonoma de Barcelona (1969-
1976) i del de la Universitat de Barcelona (1976-1990). Professor emerit (en actiu, del 1991 al
1997).

61 Palau va fer els seglients cursos de doctorat: Ampliaci6 de quimica organica i quimica
organica teorica durant el curs académic 1959-60; metabolisme de proteines i espectroscopia
de quimica organica durant el curs academic 1960-61. Expedient académic de Palau, Secretaria
de la Facultat de Quimica de la UB, amablement proporcionat per Joan Padilla.

62 Abans de ser catedratic de bioquimica, Calvet ho va ser de quimica técnica. Després va ser-ho
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catalana entronca amb la quimica organica i amb les seves dues figures preeminents,
Pascual i Calvet, si bé també es va trobar condicionada pel centralisme del CSIC i
perque, fins el 1953, els titols de doctor en aquesta especialitat homés es podien
obtenir a la Complutense de Madrid (Sillero i Feliu, 2004). Calvet va ser soci
constituent de la Societat Espanyola de Bioquimica, i vice-president de la seva primera
junta directiva entre 1964 i 1966, amb Alberto Sols de president.63

Durant els anys 1963 i 1964, Palau va ser coautor de tres treballs des del
Departament de Quimica Organica de la Universitat de Barcelona. Com consta al seu
curriculum vitae, durant 'any 1963 es va dedicar a la recerca postdoctoral a la seccié
d’espectroscopia, sota la direccié de Josep Castells i Guardiola, i part del 1963 i 1964,
a la seccié d’organica teorica del mateix departament, va treballar sota les ordres de
Manuel Ballester i Boix.64

Abans d’entrar en els detalls de la formacié postdoctoral de Palau, cal que
aquesta sigui posada en context. Com s’ha dit, Subirana encara era a Israel i la seva
experiencia influia en el cami a seguir. La correspondéncia mantinguda entre tots dos
des de la marxa de Subirana a Harvard permet copsar com tots dos s’anaven decidint

per la recerca en el camp de les macromolécules bioldgiques. Per altra banda caldra

de quimica organica i, posteriorment, de bioquimica.

63 Les dades referides a Fernando Calvet s’han obtingut de SANTESMASES, ROMERO, AVILA,
(eds), MUNOZ (dir.) (2004), en concret dels treballs de SILLERO i FELIU i ROMERO. De la mateixa
obra s’han obtingut informacions referides a Manuel Rosell. Aquest va ser deixeble de Vicente
Villar, juntament amb Claudi Cuchillo. Rosell va estudiar farmacia a Madrid, on va assistir al curs
d’enzimologia que donava Alberto Sols I’'any 1957 al CIB (SANTESMASES, 1998) i, posterioment,
va ser catedratic de bioquimica a la facultat de farmacia de Barcelona. Va ser soci constituent de
la SEB, des de la 1? reuni6 de 1962, i vicepresident durant el periode 1970-1972. Sobre Calvet i
Pascual i Vila i altres quimics organics, vegeu NIETO-GALAN (2004).

64 PALAU, PASCUAL i RAFOLS (1964); CASTELLS & PALAU (1964); BALLESTER, PALAU & RIERA
(1964).

Manuel Ballester (1919-2005), s’havia llicenciat en quimiques a la universitat de Barcelona I'any
1944 i es va doctorar I'any 1948 a la universitat de Madrid. Des de 1949 fins 1951 va ser fellow
a la universitat de Harvard. Entre 1952 i 1971 va ser cap de la seccié de quimica fisica del
patronat Juan de la Cierva del CSIC. La col-laboracié de Palau amb Ballester va tenir lloc després
de l‘estada del segon a Harvard, és a dir, mentre era cap de la seccié6 de quimica fisica del
Consell. Des de 1971 a 1989 va ser professor d’investigacié del Consell, concretament director
de l'institut de quimica organica aplicada. Va ser el descobridor dels radicals lliures inerts, la
qual cosa va permetre aprofundir en la naturalesa i comportament dels radicals lliures en el
camp de les ciéncies biomediques. Ja des de 1958, va rebre encarregs del govern dels EUA per a
la seva oficina d’investigacio aeroespacial del departament de defensa, que va durar fins 1973.
Font: http://www.fundacionprincipedeasturias.org./esp/premios/galardones/galardonados/
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tenir en compte la situacié de les politiques cientifiques a Espanya i, finalment, com es

va anar concretant la linia de recerca en la que volien treballar.

2.5.1. Els cursos a Madrid i Varenne

A la seva correspondéncia amb Palau, Subirana suggeria les passes a seguir per
tal de adquirir una bona formacié que els permetés treballar en I'ambit de les
macromolecules biologiques en el futur. Com que havia estudiat a Madrid, coneixia
persones de I'ambient cientific d’aquesta ciutat. Per tant, va insistir a Palau perqué
assistis al curs de bioquimica que dirigia Alberto Sols al Centro de Investigaciones

Bioldgicas del CSIC:

“El cursillo de Madrid lo considero muy interesante, de hecho es casi todo bioquimica,
pero es necesario tener un “background” de este tipo para meterse con las
macromoléculas biolégicas. Seria conveniente que antes de ir alli estudiaras algo de

bioquimica (....) asi podras seguir el curso mas facilmente...”.65

Aquest curs va permetre a Palau establir contacte amb els bioquimics espanyols
que es trobaven posant en marxa els primers grups de treball creats al tornar de
I’estranger. Entre d’altres, Margarita Salas, Eladio Vifiuela, Manuel Losada, Julio
Rodriguez Villanueva i Carlos Asensio (Santesmases, 2001c).66

A més a més del curs de Madrid, i d’acord amb Subirana, la formacié de Palau
en el camp de les macromolécules biologiques va continuar amb I’assisténcia a un curs
que es va fer a Varenne, ltalia, entre el 23 de juliol i el 18 d’agost de 1964. El titol era
Molecular Biophysics, el dirigia Cyrus Levinthal del Massachussets Institute of

Technology (MIT) i consistia en una introduccié a la biologia molecular dirigida a

65 JAS a JP, Rehovoth, 8-4-64. L’assisténcia a aquest curs va ser possible gracies a una beca del
“Patronato Juan de la Cierva”, segons consta al CV de Palau.

66 Pel que fa a la importancia d’aquests contactes, vegeu JAS a JP, Rehovoth, 8-4-64, 28-4-64,
3-6-64. L’assisténcia de Palau a aquest curs va ser possible gracies a una beca del Patronato
Juan de la Cierva , tal com consta al seu CV.
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estudiants sense formacié en biologia, perd amb uns certs coneixements avancats en
fisica i quimica.6?

Aquesta preparacidé de Palau en aspectes de la bioquimica i de la biologia
molecular tenia com objectiu poder sortir d’Espanya per tenir una formacié
postdoctoral en aquests camps. Les estades a I’estranger calien considerar-se, doncs,
tant des del punt de vista de I'aprenentatge cientific i tecnic, com de la importancia
que tenia I'establiment de relacions humanes i cientifiques, que obririen futures
possibilitats d’obtencié de financament per a la recerca. També calia escollir el tema
de recerca, sempre tenint en compte la tornada al propi pais i les seves limitacions.
Aquestes estades, doncs, els permetrien tenir una visié de conjunt summament util del
que realment era la recerca cientifica: coneixements, tecniques, habilitats
experimentals, perd també aprenentatges relacionats amb les politiques cientifiques,
que formaven part de les reflexions compartides entre tots dos, on es feien palesos els

dubtes referits a la linia de recerca a seguir:

“Per altra banda, cal que reflexionis sobre la branca d’investigaci6 a la que vols dedicar-
te. Per fer alguna cosa que valgui la pena és molt important la comunicacié amb altres
cientifics i especialitzacié semblant i aix0 a Espanya en quimica tedrica encara no és
possible. Clar que aixo depén de lo que vulguis fer en aquest terreny, doncs hi ha

possibilitats de fer algo sempre”.68

Pel que feia a la situacido a Espanya les possibilitats de posar en marxa un
projecte de recerca eren molt limitades. L’any 1958 s’havia creat la Comisién Asesora
de Investigacién Cientifica y Técnica (CAYCIT) i des d’aquell moment havia circulat la
idea sobre la conveniéncia de que es desenvolupessin plans de recerca, que fins llavors

no havien existit. La CAYCIT, segons el decret de la seva creacid, era I’0rgan assessor i

67 JAS a JP, Rehovoth, 28-4-64. L’assistencia de Palau a aquest curs va ser posible gracies a una
beca de ICRO (Internacional Cell Research Organization), segons consta al seu CV.
68 |bid.
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consultiu del govern en politica cientifica i desenvolupament tecnologic i havia de
proposar plans de recerca.69

Durant els anys 1960s, la CAYCIT va actuar d’assessora del / Plan de Desarrollo
sobre les subvencions que la recerca cientifica i técnica hauria de rebre a Espanya. El
primer president d’aquesta comissiéo va ser Manuel Lora Tamayo qui, posteriorment,
I’any 1962, va ser nomenat ministre d’educacié. Sota el seu mandat, I'any 1958 es va
crear la Comision Delegada del Gobierno de Politica Cientifica. L’any 1964, es va dotar
un Fondo Nacional para el desarrollo de la investigacion cientifica, que va rebre diners
dels successius Planes de Desarrollo (Sanz Menendez i Lopez Garcia, 1997,
Santesmases, 1998).

Dels contactes epistolars entre tots dos cientifics es despren que calia aprofitar

els contactes establerts per Subirana i intentar que Palau anés als EUA:

“iPiensas salir al extranjero a ampliar estudios? Si quieres venir a los USA te costaria
poco, en los ultimos meses visité varias instituciones y en todas partes querian
“postdoctoral students” para colaborar en sus proyectos de investigacion. Incluso creo
que podria escribir a algunos de los quimicos que he conocido y les seria facil

conseguirte una beca rapidamente, en unos meses. Ya me dirds si es que te interesa”.70

Les estades als laboratoris de I’estranger no només servien per aprendre
tecniques i maneres de treballar; també s’aprenia sobre organitzacions cientifiques,
societats i revistes, cosa que els permetria entrar en I’area cientifica internacional en la
qual aspiraven a jugar un paper. Un cop presa la decisié sobre el problema a
investigar, calia pensar en el pais més adequat per anar ja que era a centres de recerca

de I’estranger on es podria adquirir la preparacié necessaria:

“Crec que els USA és el millor per varies raons. Humanament és un lloc tant diferent que,
encara que a nosaltres ens posa malalts, crec que ens ha ajudat molt estar aqui; ens ha

obligat a ésser més conscients de la nostra personalitat, del que volem o podem fer de

69 Decret de 7 de Febrer de 1958. Informacié obtinguda de SANTESMASES (1998).
70 JAS a JP, Mexic, 30/05/63.
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la nostra vida. Cientificament val la pena veure els mitjans de que disposen, veure la
carrera cientifica i veure, per comparacio, el que es pot fer a Espanya. A més a més, és el
lloc on hi ha més possibilitats per aconseguir una beca o altre tipus d’ajuda

economica.”!

Aquesta anada de Palau a I’estranger s’anava perfilant paral-lelament al seu
projecte cientific. Sempre pensant en un futur retorn, Subirana ja treballava en la idea
de posar en marxa un laboratori d’estudi de macromolecules biologiques. Si bé a
Barcelona no hi havia cap grup interessat en quimica fisica de macromolecules, era a
Madrid on hi havia possibilitats de feina, per exemple al Rocasolano del CSIC, centre

que Subirana ja coneixia:

“En Barcelona no hay ningln grupo que parezca interesante o interesado en la quimica
fisica de las macromoléculas, que es en lo que me gustaria trabajar. Me gustaria poner
en marcha un laboratorio de estudio de las macromoléculas biolégicas, con la intencién
de desarrollarlo hacia los problemas fundamentales de la agricultura (....)
Econdmicamente creo que a la larga no seria dificil encontrar ayuda del Consejo.
Ademas es factible conseguir ayuda americana, he sondeado varias posibilidades que

parecen muy interesantes, veremos que pasa a la hora de concretarlas.” 72

Apart de les questions estrictament tecniques o d’objectes d’estudi, es
reflexionava sobre altres aspectes igualment importants: ja no era possible fer una
tasca cientifica en solitari, i calia treballar en equip. També calia buscar financament
per a la recerca ja fos a Espanya o a I’estranger i I’experiencia de Harvard permetia

pensar en aquesta possibilitat:

“El problema estd mas bién en encontrar un ambiente adecuado para este trabajo, el
lugar, la gente. Es necesario trabajar en grupo, la labor cientifica aislada ha pasado a la
historia, se necesita gente con intereses semejantes, trabajando con distintas técnicas

sobre el mismo o analogos problemas. Por otra parte, me gustaria trabajar en un

7t JAS a JP, Harvard, 13-1-63.
72 JAS a JP, Méxic, 30-5-63.
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ambiente fructifero para el pais, que mi trabajo tuviera una repercusion en problemas
mas aplicados y a la vez un didlogo fructifero con gente dedicada a problemas mas
practicos. No se por qué me atrae mds la orientacién agricola que la industrial, me
parece que Espafia necesita con urgencia llegar a una estabilidad agraria antes de
emprender proyectos mas ambiciosos. Me gustaria saber tu opinion sobre todo ésto (....)

como puedes comprender, me alegraria que algun dia pudiéramos trabajar juntos”.73

En aquests moments es poden constatar dues coses importants. El canvi
d’'interessos cap a les macromolécules bioldgiques s’ha produit, perdo el camp
d’aplicacio de la recerca que es volia fer encara no esta clar. Com es despren de la seva
correspondencia amb Palau, els interessos de Subirana es dirigeixen clarament cap a
una recerca de tipus aplicat, amb unes motivacions socials clares: treballar per millorar
el futur del pais. No s’ha d’oblidar que en aquells moments s’havien posat en marxa
els Planes de Desarrollo i la consequient etapa coneguda com el desarrollismo, que
formara part del pensament de Subirana, tal com es veura en capitols posteriors.

La idea de Palau i Subirana de formar-se en centres de recerca estrangers i la
posterior posada en marxa d'un grup de recerca a Barcelona malgrat les dificultats
amb que es trobarien, comencava a prendre forma. Calia trobar un tema de recerca
que fos factible de desenvolupar a Barcelona. Recerca aplicada, relacionada amb les
necessitats del pais, tal vegada I’agricultura, pero, jamb quins materials d’estudi? Cal
recordar quins eren els interessos cientifics de Subirana: els canvis de conformacié que
potser patiria el DNA con a conseqliencia de la seva associacié amb altres molecules,
com ara les proteines anomenades histones. Mentre era a Harvard, Subirana havia
obtingut informacié directa al voltant de la que es va coneixer com la primera
conferencia mundial sobre histones, que va tractar I’estat de la qliestié al voltant del
tema. Ja des de Rehovoth, havia informat a Palau que els coordinadors de la trobada
havien publicat un article a Science I'agost del mateix any 1963. Aquesta conferencia,
de la que es parlara en detall en capitols posteriors va esdevenir un fet crucial i decisiu

per a la definicié del seu futur projecte de recerca.’4

73 JAS a JP, Meéxic, 30-5-63.
" JAS a JP, Rehovoth, desembre de 1963. La ressenya a Science és: BONNER & TS'O (1963).
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2.5.2. Breu historia de les histones

Aquestes proteines ja eren conegudes al segle XIX, i eren extretes dels nuclis
de les cél-lules eucariotes mitjancant l'accid6 de dissolucions d’acid clorhidric o
sulfiric. La recerca en aquest tipus de proteines havia comencat el 1874 quan Friedrich
Miescher havia descobert a I’esperma del salmé una combinacié d’una substancia de
caracter acid que posteriorment va rebre el nom de DNA, combinada amb una
substancia organica de caracter basic que va nomenar protamina. En una recerca
semblant en eritrocits d’oca, Albrecht Kossel va comprovar que el material basic
associat amb I’'acid nucleic era més complex que la protamina. Va aillar aquesta
substancia per extraccié del nucli mitjancant acid clorhidric i la va anomenar histona. A
partir de llavors es va anar demostrant que les histones existien, associades al DNA, en
tots els nuclis de les cel-lules somatiques, acceptant-se la seva preséncia en tots els
organismes multicel - lulars (Johns, 1971).

Durant la década dels 1950s va sorgir un gran interés per aquestes proteines,
ja que, al trobar-se associades al DNA, se les va considerar com les possibles
reguladores de la seva activitat biologica. En aquesta época es pensava que hi hauria
moltes histones diferents, i no va ser fins la década segiient que es va poder clarificar
que Unicament n’hi havia cinc tipus, molt semblants en tots els organismes. Ja el 1950,
es va demostrar que la histona no era una proteina homogeénia donat que les fraccions
gue s’obtenien presentaven variacions en el contingut d’arginina i lisina. Aixo va portar
als autors de I'’experiment, Edgar i Ellen Stedman, a designar-les com riques en
arginina o riques en lisina.

Les técniques de fraccionament es van anar desenvolupant al llarg d’aquesta
década. La situacid es va aclarir considerablement quan, I’any 1959, James M. Neelin i
George E. Connell van mostrar que les histones es separaven bé per electroforesi en un
medi de gel estabilitzador de mid6 i aquesta tecnica va permetre fer comparacions

entre mescles complexes (Johns, 1971). Durant la década dels 1960s, entre d’altres

“Histone Biology and Chemistry”. Science, vol. 141, Issue 3581, 593-656. Es va publicar el dia
16 d’agost de 1963.
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questions dins de la biologia molecular, es quan es va estudiar I’estructura de la
nucleohistona, és a dir, dels complexos formats pel DNA i les histones al cromosoma,
aixi com la funcié que aquestes proteines tindrien en interactuar amb aquest acid
nucleic, qlestié que entronca amb la conferencia que va suscitar I'interés de Palau i
Subirana.

Si bé I'estructura del DNA era coneguda a partir dels treballs de Watson, Crick,
Wilkins i Franklin, i I’estructura de les proteines a partir dels treballs de Pauling,
Kendrew, Perutz i Hodgkin, entre d’altres, I'estructura de la nucleohistona ho era
menys. Segons I’escola nordamericana encapcalada per James Bonner, si es
considerava que la nucleohistona constituia el material genetic fonamental i que les
histones, a més d’actuar com cations enfront dels anions del DNA també tindrien un
paper en la regulacié de la activitat genética del DNA, era d’interés I’estudi de la seva
estructura (Bonner i Tuan, 1968).

El 1962, Bonner i Ru-Chi Huang van desenvolupar una metodologia per a
I’aillament dels cromosomes durant la interfase, que és I'etapa que té lloc entre dues
divisions cel-lulars. Llavors va ser possible preparar quantitats relativament grans de
cromatina pura, i fer-la servir en estudis fisics, quimics i biologics. Donada la mida de
la cromatina, aquesta podia ser sotmesa a trencament mecanic, la qual cosa permetia
I'obtencié6 de nucleohistona soluble. Aquestes técniques, anomenades de
fraccionament, havien estat descrites i desenvolupades I’any 1959 per Zubay i Doty.7>
La nucleohistona del cromosoma estava formada, segons va ser descrit durant 1962 i
1963 per Huang i Bonner, per DNA, proteines histoniques, algunes proteines no

histoniques i una petita quantitat de RNA (Bonner i Tuan, 1968).76

75 ZUBAY & DOTY (1959). Vegeu epigraf 2.2 d’aquest mateix capitol.

76 EIl DNA que conformava una particula de nucleohistona de massa molecular 20 milions, era
una molecula senzilla d’aquest acid, de massa molecular 8 milions. La ratio de massa entre la
histona i el DNA era, aproximadament 1:1,35, la qual cosa proporcionava un aminoacid basic
per cada grup fosfat del DNA, segons BONNER & TUAN (1968).
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2.5.3. La formacié postdoctoral de Jaume Palau: el Chester Beatty

Research Institute i el King’s College de Londres, 1964-1965

Haver tractat amb un cert detall ’estat de la qlestié de la recerca en histones,
aixi com de les primeres intencions dels protagonistes de posar en marxa un projecte
de recerca permet posar en context I'etapa de formacié postdoctoral de Palau. El
coneixement de la conferencia sobre histones marca un punt d’inflexié definitiu: és un
camp des del qual podien contribuir al coneixement de I'estructura del cromosoma. A
més, hi poden accedir des de la seva formacié com a quimics, donat que hi havia un
enfocament des de la quimica fisica de macromolecules, que era la seva formacid
academica. Es donava també una connexio clara amb la recerca que Subirana havia fet
a Harvard i amb la formacié postdoctoral de Palau a Madrid i Varenne. Per tot aixo, les
seglients passes a donar van ser la materialitzacié d’una estada de Palau a Londres per
formar-se en el camp de les histones.??

El Regne Unit era un lloc adequat si es volia treballar en histones, ja que al
Chester Beatty Research Institute de Londres hi havia el grup de John A. V. Butler,
Derek M.P. Phillips i Ernest W. Johns i, al King’s College, el grup de Maurice Wilkins.
Calia, doncs, anar a treballar amb aquests grups. Subirana havia suggerit per carta a
Pascual i Vila la possibilitat que Palau pogués fer aquesta estada a Londres, i suggeria

a aquest el que valdria la pena fer:

“Pienso que seria muy interesante si pudieras ir a Londres a trabajar un afo en el grupo
del prof. Butler o con D.M. Philips [sic]. Butler es profesor de Quimica Fisica en la
Universidad de Londres y ademas dirige un grupo de investigacién en el hospital Chester
Beattie [sic], donde también trabaja Philips [sic]. Su especializacién es el fraccionamiento

de histonas y estudio de su composicidon quimica y por ello seria muy interesante ir a

"7 JAS a JP, Rehovoth, desembre de 1963. Es en aquesta carta des de Rehovoth que Subirana
esmenta per primer cop les histones i la conferéncia que s’havia fet a California de la que es
parlara en detall en capitols posteriors. Per una visié de Il'estat de la qliestid i de les
contribucions a la conferencia, vegeu BONNER & TS’O (1964).
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trabajar con ellos, pues estudian un tema que es piedra angular en la investigaciéon que

me gustaria empezaramos en Espafia”.78

Calia aprofitar I'estada a Londres en tots els aspectes possibles: aprenentatge
de tecniques, maneres de treballar, pero també especialment calia conrear les
relacions humanes, que podrien ser necessaries en un futur. Un cop més s’insistia en
la necessitat de dialeg entre cientifics, conseqiiéncia directa dels contactes que

s’establissin:

“Ten en cuenta durante tu estancia alli que los contactos humanos son muy importantes.
Cuando estemos en Barcelona, si queremos pedir algln favor cientifico, orientacion, etc.
a alguien, hay mucha diferencia si hemos hablado antes con él y si se acuerda de

nosotros, o si escribimos a una persona desconocida” . 79

L’estiu de 1964 va transcorrer entre els preparatius de Palau per anar a Londres
i els de Subirana per tornar a Barcelona. Finalment, i d’acord amb els plans fets
conjuntament per a tots dos, Palau, durant la tardor del mateix any i un cop obtinguda
una beca del British Council, va aconseguir incorporar-se al departament de fisico-
guimica de John A.V. Butler (Figura 8).80

Pel que fa a la seva trajectoria cientifica, John Butler (1899-1977), quimic de
formacié, va comencar la seva carrera académica I'any 1922 al University College de
Swansea, des d’on es va traslladar, I’any 1926, a la Universitat d’Edimburg. Entre 1939
i 1941 va ser Rockefeller fellow al Rockefeller Institute for Medical Research a
Princeton. Treballant amb John Northrop es va produir un canvi en els seus interessos
cientifics, que es van dirigir cap a I’estudi de biomolecules com ara les proteines i els

acids nucleics i també del comportament de les nucleoproteines aillades.

78 JAS a JP, Rehovoth, 28-12-63. Els treballs del grup del Chester Beatty sobre fraccionament de
histones seran esmentats més endavant.

79 JAS a JP, Rehovoth, 4-7-64.

80 Per detalls al voltant d’aquesta estada a Londres, vegeu JAS a JP, Rehovoth, 9-3-64, 17-6-64.
Palau va ser a Londres durant un any entre 1964-1965, tal com consta al seu CV.
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Entre 1941 i 1944, Butler va ser oficial executiu de I'oficina cientifica de la
Commonwealth a Washington D.C. i, posteriorment, entre 1946 i 1949, va tornar a
Edimburg, des d’on es va traslladar al Courtauld Institute for Biochemistry, a I’hospital
de Middlesex, on va fer diversos estudis sobre la degradacié de diverses hormones
proteiques, i va iniciar la seva col-laboraci6 amb Derek Phillips, amb qui va treballar
posteriorment al Chester Beatty Research Institute de Londres.

A partir de 1949, ja al Chester Beatty, la seva missié va ser posar en marxa un
departament de bioquimica fisica. L’any 1952, juntament amb P.F. Davidson, Phillips i
Ernest W. Johns, va comencar una llarga serie d’estudis al voltant de les histones i es
van desenvolupar els metodes de fraccionament dels quals es parlara més endavant. El
mateix any 1952, Butler va publicar una revisié al voltant de la quimica fisica del DNA,
un abans de la publicacié dels treballs de Watson i Crick, on considerava que, si bé la
funcio del DNA encara no era del tot clara, estava convencut de la seva importancia
com la de les proteines que també eren presents al cromosoma, la qual cosa
s’emmarcava perfectament en la linia de recerca que estava iniciant al Chester Beatty.

Bona part de I’esforc de Butler i el seu equip es va dirigir a I'estudi de la
heterogeneitat de les particules del DNA. Ara bé, a mesura que el treball avancava, els
seus interessos es van anar centrant en les histones, com a part del mecanisme que
controlaria la replicaciéo i la funcié6 dels cromosomes i, necessariament, amb la
diferenciacié cel-lular i en la funcié del gens en general, en la linia de les idees d’Edgar
i Ellen Stedman.8' Si bé en uns primers moments, el treball va avancar lentament, a
mesura que els meéetodes de purificacié de les histones van anar millorant, la seva
separacio i posterior analisi van ser més efectives (Mayneord, 1979).

La estada de Palau a Londres va produir tres treballs en I'ambit de I'estudi de

les histones. El primer, signat amb John Butler, va consistir en un estudi de les histones

81 Les principals aportacions dels Stedman al coneixement de les histones son: la demostracié
de seva la presencia general en el organismes, la seva heterogenicitat i una primera
caracteritzacio dels seus components; el reconeixement de les propietats d’agregacié d’aquestes
proteines en solucié; la teoria segons la qual les histones inhibien la mitosi i el gran estimul per
al desenvolupament general de teories que expliquessin I’expressid dels gens a partir de la seva
teoria sobre I’accié inhibidora que aquestes proteines tindrien, si bé aquest darrer aspecte va
esdevenir insostenible amb el temps. Per més detalls, vegeu CRUFT (1976).
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de fetge de la truita (Salmo truta).8? La importancia d’aquest treball residia en que
s’estudiaven les histones d’animals no mamifers, per tal de conéixer millor la seva
especificitat i la possibilitat que aix0 donés més resultats pel que feia a saber quina
seria la seva funcié biolodgica. El treball va permetre analitzar i caracteritzar quatre de
les fraccions histoniques, les conegudes com f1, f2b, f2a i f3 (Figura 9).

En I’'época en que es va fer aquest treball, si bé s’havien preparat histones
d’una gran varietat de fonts d’éssers vius, poca cosa s’havia fet per a I'obtencié de les
diferents fraccions d’aquests materials. Tenint en compte que, evolutivament, els
peixos sén anteriors als mamifers, era d’interes saber si les proteines basiques dels
cromosomes somatics serien semblants a les histones d’espécies de mamifers, com
ara les de timus de vedella. Aixd es va fer mitjancant I’analisi dels seus aminoacids i
sotmetent aquestes proteines a una tecnica d’electroforesi en gel de midé.

El segon dels treballs de Palau, amb D. F. Power i Butler, va estudiar la
distribucié contracorrent de les histones i va aportar una nova técnica que va permetre
obtenir fraccions a partir de mescles d’aquestes proteines. El problema de I'obtencié
de les fraccions es trobava en aquells moments en vies de soluci6 gracies a les
tecnigues de Johns, de les quals es parlara més endavant, les quals van permetre un
avenc real en aquesta qliestio.83

Com que treballant amb les histones totals no s’obtenien separacions prou
acurades es va optar per treballar amb les fraccions. El métode presentat per Palau,
Power i Butler permetia fraccionar mescles de histones pero no era del tot Gtil per al
fraccionament de tot el complex d’aquestes proteines que s’obtenia d’éssers vius, ja

que algunes de les fraccions obtingudes no eren suficientment distingibles. Perd quan

82 PALAU & BUTLER (1966). Durant la realitzacié de la recerca per a aquest treball, Palau tenia el
suport economic del BC, del CSIC, de I’Ajuntament de Barcelona i del Wellcome Trust: “... the
British Council and Consejo Superior de Investigaciones Cientificas of Spain for an interchange
scholarship, and the Excelentisimo Ayuntamiento de Barcelona and The Wellcome Trust for
grants”. Al CV de Palau es fa constar que I’any 1964 va obtenir la beca d’intercanvi del BC, que
es va complementar, I'any 1965 amb una subvenci6 de I’Ajuntament de Barcelona, del Wellcome
Trust i també del King’s College de la universitat de Londres.

83 BUTLER, POWER & PALAU (1967). Pel que fa al financament rebut per Palau, s’en fa esment al
final del treball: “J.P. [Jaume Palau] during his participation in this investigation was a British
Council Scholar and also in receipt of some support at different times from the Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas of Spain and The Wellcome Trust”.
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aquesta técnica s’aplicava a materials que ja havien estat fraccionats per altres
metodes, semblava evident que podia resultar Gtil per a ulteriors separacions, per tal
de reduir la contaminacié creuada. Aquest treball estava en la linia de recerca del grup
de Butler de posada en marxa de noves técniques que permetessin |I’obtencié de les
fraccions histoniques de diferents tipus d’éssers vius.

La formacié postdoctoral de Palau a Londres es va completar amb una estada
al King’s College, durant ’any 1965, on va assistir a un curs que impartia Wilkins, i que
va possibilitar una tercera publicacié. Ja des del moment en que I’opcio escollida era la
recerca en histones, i que calia anar a Londres, es va pensar en treballar amb ell, ja

que complementaria perfectament la feina que es pogués fer al Chester Beatty:

“La opcién sigue siendo Philips. Wilkins, premio Nobel 1962, es un fisico interesado en
que le den histonas para hacer rayos X, y en su grupo aprenderas en cuanto a
prepararlas. Una buena idea seria que después de un par de meses de estar con Philips,
te pusieras en contacto con Wilkins y su grupo, pues podrias prepararles algunas

histonas para sus rayos X, seria muy interesante colaborar con ellos.” 84

Mentre Palau encara era a Barcelona, la possibilitat de treballar també amb
Wilkins es va trobar amb impediments de caire burocratic, d’'una suposada
incompatibilitat per treballar tant al Chester Beatty com al King’s. Per aquest motiu,
Subirana va insistir a Palau en que escrigués a Wilkins tot suggerint una possible linia
de treball. Calia entrar en contacte amb ell, esmentant un especial interes en les

histones:85

“En cuanto a Wilkins, debes escribirle, pues parece bien dispuesto y estd en un
laboratorio con mucho ambiente cientifico. Si los del British Council te lo han prohibido,
indicaselo en la carta afadiendo “Since | feel this is a burocratic prohibition, |
nevertheless dare writing you again...”. Como programa puedes sugerirle que tratarias

de aislar fracciones de histonas puras y regenerar nucleohistonas, para despues hacer

84 JAS a JP, Rehovoth, 11-2-64
85 JAS a JP, Rehovoth, 9-3-64.
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rayos X con las fibras preparadas a partir de ellas. Enviale también las cartas de

recomendacion que te pide, Pascual, Calvet, Ballester, quizas te las hagan”.86

“En Londres, lo mas interesante seria que estuvieras trabajando con Wilkins y Butler en
un proyecto que interesara al otro a fin de tener contacto con ambos grupos. Los dos
laboratorios tienen caracteristicas distintas, en cierto modo complementarias: Butler es
interesante en cuanto a nuestra propuesta, mientras que Wilkins no lo es tanto, pero es
un laboratorio de los de mayor categoria internacional y conviene tener una relacién

personal con él|”. 87

La relacié a establir amb Wilkins s’havia de considerar més enlla de la vessant
estrictament cientifica. El seu prestigi, apart de la relacié que pogués tenir amb els
seus projectes de recerca, era una rad de pes i un pas més en la xarxa de contactes
que calia establir.88

Un cop superades les dificultats burocratiques, la connexié amb el King’s
College es va produir gracies a la amistat entre Subirana i Walter Gratzer, al qual havia
conegut durant la seva etapa amb Doty a Harvard i que treballava al laboratori de
Wilkins. Va ser Gratzer qui va facilitar la incorporacié de Palau al curs que Wilkins
donava.89 Durant aquest curs, Palau va ser becari del departament de biofisica del
King’s on va obtenir una base teodrica i experimental de primer ordre.? Palau va poder
investigar sobre fibres orientades de complexos DNA-histones i el seu treball, signat
conjuntament amb John F. Pardon i Brian M. Richards, que es va publicar a Biochimica
et Biophysica Acta, va tractar de la reversibilitat de la dissociacié de la nucleohistona

mitjancant sal, on es van aplicar técniques de difraccié de RX.9!

86 JAS a JP, Rehovoth, 3-6-64.

87 JAS a JP, Rehovoth, 17-6-64.

88 Per |'interes en la col-laboracié de Palau amb Wilkins, JAS a JP, Rehovoth, 17-1-64,11-2-64,
9-3-64, 3-7-64, Barcelona, 20-6-65.

89 Entrevista de ’autor amb Joan Antoni Subirana, 1 de juny de 2005.

90 1965, segons consta al CV de Palau.

91 PALAU, PARDON & RICHARDS (1967). S’esmenta que Palau té el suport del BC i del CSIC: “This
work was done during the tenure o fan Interchange Scholarship to J.P. by the British Council and
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas Of Spain”, com es fa constar als agraiments del
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Per a una millor comprensié d’aquest treball, cal dedicar un espai al
coneixement que es tenia en aquells moments al voltant de I’estructura de la
nucleohistona. Es pensava que les diferents categories de histones es trobaven
dispersades al llarg de la molécula de DNA, sense que cap fragment llarg d’aquesta
molecula estigués cobert per un sol tipus d’histona. Tampoc se sabia del cert si les
histones es trobaven ordenades de manera logica o amb algun significat.

El DNA a la nucleohistona es trobava en una relaci6 tal que, per
desproteinitzacié, donava el material que es coneix com a DNA. Ara bé, les propietats
del DNA a la nucleohistona no eren les mateixes que presentava en estat pur. Una
molécula de DNA a la nucleohistona nativa era menys asimetrica que quan no s’hi
trobava associat. Tot aix0 es va veure de manera qualitativa fent servir tecniques de
dispersid de llum, light scattering. Indicacions semblants també s’havien obtingut dels
resultats de la sedimentacié analitica i de viscositat i, en general, es podia concloure
que el DNA en la nucleohistona apareixia més escurcat i engruixit en comparacié amb
el DNA pur (Bonner i Tuan, 1968).

Totes aquestes i també altres informacions suggerien que, quan la histona
formava un complex amb el DNA, aquest s’escurcava i les parelles de bases es
trobaven parcialment desapilades, fenomen conegut com efecte hipercromic, i
desorientades en relacié6 a I'eix principal de la molecula. Es suggeria I'existéncia
d’algun tipus de superenrotllament del DNA com a resultat de la seva associacié amb
la nucleohistona. Aquest supercoiling va ser el model proposat per John Pardon,
Maurice Wilkins i Brian Richards, del King’s College, a partir dels resultats obtinguts de
manera indirecta mitjancant técniques de difraccié de RX i, de manera directa, amb el
microscopi electronic, dues técniques caracteristiques de I’enfocament estructural en
biologia molecular. El grup de Bonner també va proposar una estructura semblant, si

bé va ser el grup del King’s el primer en publicar-ho.92

treball. Segons consta al treball, els autors pertanyen al “Medical Research Council, Research
Unit and Department of Biophysics, King’s College, Strand, London”.

92 PARDON, WILKINS & RICHARDS (1967). “Super-Helical Model for Nucleohistone”, Nature, 215,
5100, 508-509. A data d’aquest treball, els del grup de Bonner es trobaven pendents de
publicacio. Per la proposta de Bonner, vegeu BONNER & TUAN (1968), que es correspon en el
temps amb el treball del grup del King’s. La prioritat a I’hora de publicar al voltant del
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El patré de difraccio de RX que presentava el DNA pur a humitats entre el 92% i
el 98% havia estat publicat per Wilkins, Stockes i Wilson a Nature el 25 d’abril de 1953,
acompanyant els articles de Watson i Crick i Franklin i Gosling.93 El patré de difraccio
de la nucleohistona presentava clares correspondéncies amb les dades de Wilkins pel
que feia a la reflexié generada per les parelles de bases i per I'espaiat, spacing,
corresponent a la inclinacié de I’hélix, mentre que la reflexié equatorial presentava uns
patrons més amplis, indicant menys orientacié a les fibres de nucleohistona.

A més, aquestes fibres generaven una col-leccié Unica de reflexions que no
apareixien al DNA pur: els espaiats semimeridionals. Aquests havien estat esmentats
per primer cop per Wilkins, Zubay i Wilson, I’any 1959 i, amb més detall, per Bonner i
Richards I'any 1964. Ara bé, un resultat de considerable interés que proporcionava el
patré de difraccié de la nucleohistona nativa, i que no es presentava en els patrons de
difraccié6 de DNA aillat, consistia en una série de difraccions que demostraven la
preséncia d’una estructura repetitiva que es va pensar que seria el supercoiling abans
esmentat (Bradbury & Crane-Robinson, 1971).

El treball de Palau, Pardon i Richards va ser una nova contribucié a aquesta
recerca. Els dos darrers, ja 'any 1957, havien observat que aquests espaiats de la
nucleohistona desapareixien quan la fibra es trobava severament apilada, mentre que
reapareixien quan aquest es trobava relaxada. Bonner i Tuan (1968) ho havien atribuit
de manera immediata a algun tipus de superempaquetament, el supercoiling, model
que donava compte, de manera qualitativa, de tots els aspectes esmentats al voltant de
les diferencies observades entre la nucleohistona i el DNA, a partir dels patrons de
difraccié de RX obtinguts.

Com que ja se sabia que la nucleohistona nativa contenia només cinc fraccions,
que era considerat un nombre petit, es volia saber si alguna d’elles en particular era la

responsable de les alteracions que presentava |'estructura del DNA.% Mitjancant

supercoiling em va ser aclarida per Joan Antoni Subirana durant una conversa mantinguda al seu
despatx el dia 5 de marc de 2007. Es important ressaltar que aquest treball del King’'s és
contemporani del de Palau, Pardon i Richards. Com es veura, aquest model va tenir vigéncia fins
1973.

93 WILKINS, STOKES & WILSON (1953).

% Les fraccions histoniques eren conegudes com f | fins a V.
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metodes de dissociacio selectiva d’histones, es va veure que la fraccié Il, en associacié
amb la lll i la IV, semblava la responsable de les principals propietats fisiques del DNA
al complex de la nucleohistona. Les histones presents a la nucleohistona nativa
presentaven abundant estructura en hélix «, si bé aquesta configuracié es trobava
repartida de manera irregular a les diferents histones.

En aquells moments, encara no s’havia desenvolupat cap métode experimental
per poder determinar la geometria amb la que les histones es trobarien combinades
amb el DNA en el complex de la nucleohistona. Les reflexions produides per la hélix «
no podien ser detectades mitjancant difraccié de RX i aquestes técniques només havien
proporcionat un nombre limitat d’informacions. Aixo era degut, en part, a la pobre
orientacié del DNA en aquestes fibres, que normalment presentava les propietats d’un
gel i, majoritariament, no era cristal - li.

Tota una série de treballs fets poc abans havien mostrat que la nucleohistona
podia ser reconstituida després de la seva dissociaci6.9> La novetat proposada per
Palau, Pardon i Richards consistia en augmentar la gamma del tractament sali, fent
servir un nou procediment experimental millorat que incloia técniques de dialisi per tal
de prevenir la desnaturalitzacié i I’agregacié de la nucleohistona, que va facilitar
I’assoliment d’aquests objectius.

La determinacié dels patrons estructurals que presentava la nucleohistona a
diferents concentracions salines es va fer mitjancant técniques de difraccié de RX. Els
patrons de la nucleoproteina reconstituida mostraven totes les caracteristiques del
material natiu, a causa de les interaccions DNA-histona, a humitats relatives del 92%.
Com s’ha vist, moltes estructures biologiques sén de naturalesa fibrosa i altres poden
ser orientades com fibres quan sén aillades de les cél-lules vives.% Tant aquest treball
de Palau com el de Subirana a Israel permeten apreciar I'interés que va despertar I'Us

de les tecniques de RX aplicades a la recerca que volien desenvolupar en el futur.

95 ZUBAY & WILKINS (1964) J. Mol. Biol., 9, 246. També: WILKINS, ZUBAY & WILSON (1959) J. Mol.
Biol., 1, 179; ZUBAY & DOTY (1959) J. Mol. Biol., |, I, HAMILTON, BARCLAY, WILKINS, BROWN,
WILSON, MARVIN, EPHRUSSI-TAYLOR, & SIMMONDS (1959) J. Biophys. Biochem. Cytol., 5, 397.
96 Per més detalls d’aquesta quiestio, durant I’epoca de Palau a Londres, vegeu WILSON (1966).

79



Es important tenir en compte que no s’estava pensant en un Us aillat d’aquestes
tecnigues sind que, durant aquestes estades tots dos van aprendre a fer servir I'ampli
ventall d’instruments que havien passat a formar part dels laboratoris de biologia
molecular. Després del treball al King’s College, Palau va tornar a Barcelona en qualitat
d’ajudant del CSIC un cop superades les dificultats que es van presentar, de les que es

parlara en capitols seglents.

2.6. Conclusions

L’estudi detallat que s’ha fet dels anys de formacié de Palau i Subirana ha
permeés posar de manifest no tant sols el canvi que es va produir en els seus interessos
cientifics, siné com aquestes estades postdoctorals els van permetre treballar en grups
capdavanters pel que feia als estudis de I’estructura del cromosoma, dels que cal
destacar les relacions que existien entre ells, com s’ha vist en esmentar I'autoria dels
principals treballs de I'época.

Els objectius de treballar en grups capdavanters en el camp de la biologia
molecular estructural es van assolir en tots dos casos, donant-se una convergencia
entre els treballs en DNA de Subirana i els de histones de Palau. S’ha tractat I’estat de
la qlestio tant de la recerca en DNA com en nucleohistona per tal d’entendre el
context en el que es van donar els seus aprenentatges, la qual cosa ha permeés una
millor comprensié de les seves etapes de formacié. L’estudi de les cartes de Subirana a
Palau han permes constatar com la trajectoria del primer va influir en les passes a
seguir, com es podra seguir veient en el capitol seglient on es tractara de manera
detallada el seu projecte de recerca, que s’ha de situar tant en relacié amb la formacio

postdoctoral estudiada com en les condicions que es donaven a I’'Espanya de I’época.
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Figura 1: Joan Antoni Subirana i Jaume Palau, al Delta de I’Ebre, durant els seus estudis
universitaris, ca. 1958. Arxiu de Joan Antoni Subirana

81



Figura 2: Joan Antoni Subirana, durant els seus estudis universitaris, al Restaurant “Les
Set Portes” de Barcelona, ca 1958. De front, Pere Bofill, Salvador Santos, Joan Antoni
Subirana i el catedratic E. Freixa. Arxiu de Joan Antoni Subirana

82



Kineties of Renataration of Denatured DNA.
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Figura 3: Primera plana de primera publicacié de Subirana amb Paul Doty, a Harvard.
SUBIRANA, JUAN ANTONIO & DOTY, PAUL (1966). “Kinetics of Renaturation of
Denatured DNA. |- Spectrophotometric Results”. Biopolymers, 4, 171-187.
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Figura 4: Segell commemoratiu d’Aaron Katchalsky-Katzir i de I'institut Weizmann, a
Rehovoth, Israel, de I'any 1993. th.physik.uni-frankfurt.de/~jr/physstamps.html
(accés, 9 de febrer de 2009
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1. Introduction
The P lvamine ipermine, ,\”_ CH NH(CH \\H CH \f!_ s widely distributed
in animal tissues and micro-organisms, [ts natural occurrence and biological propertic
have been reviewed by Tabor & Tabor (1064)

e effects of spermine on various cellular wnd subeellular systems have been large
attributed to mteractions between permine wnd nucleic acids ( Bichow Slomnitzki
1948 ; Koister, 1958: Razin & Rozansky, 19569; Ochon & Weinstein, 1965). Indeed
it has been found that spermine can wmp.w\‘.\.!}n['.\ A\, apparently

tion of the negatively charged phosphate gr ups of the Intter (Tabor, 1062; Felsenfeld

Figura 5: Primera plana del primer treball de Subirana en difraccié6 de RX, en
col-laboracié amb el grup de I'Institut Weizmann (Rehovoth, Israel). Subirana hi va
contribuir preparant les fibres de DNA i espermina que, posteriorment van ser
analitzades per grup que liderava Traub. SUWALSKY, MARIO, TRAUB, WOLFIE,
SCHMUELI, ULI, SUBIRANA, JUAN ANTONIO (1969). “An X-Ray Study of the Interaction
of DNA with Spermine”. J. Mol. Biol., 42, 363-373.
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Figura 6: Jaume Palau al laboratori, durant I’elaboracié de la seva tesi doctoral, ca.
1960. Arxiu de Joan Antoni Subirana

Figura 7: Jaume Palau durant la defensa de la seva tesi doctoral, 15 de juny de 1963.
Arxiu de Joan Antoni Subirana
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4.

Figura 8: Jaume Palau, davant I’edifici del Chester Beatty Research Institute de Londres,
1964. Arxiu de Joan Antoni Subirana
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Trout-Liver Histones

By J. PALAU* axp J. A. V. BUTLER
Chester Beatty Research Institute, Institute of Cancer Research :
Royal Cancer Hospital, London, S.W. 3

(Received 29 April 1966)

1. The histones of trout liver were examined and four main fractions (f1, f2b,
f2a and f3) were isolated and characterized. 2. The amino acid analyses, N.
terminal group analyses and starch.gel electrophoresis patterns are remarkably
similar to the corresponding fractions of calf thymus. 3. The group f2a was also
separated into two subfractions, f2al and 242, which are similar to thoso of

calf thymus,

Calf-thymus histones can be fractionated into
four main groups, fl, f2a, f2b and f3 (Johns &
Butler, 1962a; Johns, 1964). The differontial
extraction procedures used for this tissue have also
been employed to propare histone fractions from
other mammalian tissues and mammalian tumours,
giving similar fractions. A ocomparison between
homologous fractions from these tissues does not
show appreciable differences, either in their
electrophoretic behaviour or in their amino acid
and N-terminal group analyses (Hnilica, Johns &
Butler, 1962; Laurence, Simson & Butler, 1963;
Laurence, Phillips & Butler, 1066). Phillipa & Johns
(1965) and Hnilica (1965) have fractionated tho
group f2a from calf thymus into two fractions
(f2al and f242), but hitherto there has been no
correlation of these fractions with histone fractions
from other sources,

Thoe study of histones from animals other than
mammals would throw further light on their
specificity and poesibly yield some clues about the
biological role of histones. Although whole histono
has been prepared from a great variety of sources
(Phillips, 1962), very little has been dono to frac-
tionate this material, Early histone fractionations
from several specics wore dono by Cruft, Mauritzen
& Stedman (1957) and additional work has since
been done in some other Laboratories. Neelin
(1964) and Hnilica (1964) both found one extra
fraction in chicken-erythrocyto histones with
threonine as the main N-terminal amino aecid.
Johns & Butler (19625) propared histone fractions
from wheat germ; they showed that the fraction
corresponding to the arginine.rich histones of
animal tissues (f3) appears to be missing and that
thero arc considerable differences in amino acid
and N-terminal amino acid analyses compared

* Prosent address: Centro de Genética Animal y Humana,
Facultad de Ciencias, Universidad de Barcelons, Spain.

with calf-thymus histone fractions. Iwai (1964)
has obtained histone fractions from rico embryos
ond the amino acid analyses of these differ greatly
from those of wheat germ.

Weo have now examined trout-liver histones,
Since fishes come much earlier than mammals in
the evolutionary scale, it seemed desirable to know
if the basio proteins of their somatic chromosomes
are similar to the histones of mammalian species,

EXPERIMENTAL AND RESULTS

Preparation of nwclear malerial. The livers oxtracted
from trout immediately after death were rapidly frozen by
pressing between blocks of solid GOy and then stored for
2 days at —18°. In one operation 8+4g. of this material
was out into small pieces, allowed to thaw partially in the
oold room, homogenized (Dounce, 1855; as modified by
Laurence & al. 1963) with 40ml. of 0-25M-sucrose-3my-
CaCly with two pestles of incressing diameter and the
suspension was then filtered through two thicknessos of
surgical gauze. The suspension was diluted with 40m). of
the same solution and centrifuged at 2600 g in an MSE
angle-bead centrifuge for 15min. The supernatant was
discarded, the sediment resuspended and homogenized in
40ml, of 0-25m-sucross-3mu.CaCly with a third tightly
fitting pestle and the suspension filtered throngh four
thicknesscs of surgical gauze. The suspension of nuclei was
diluted with 40ml, of the same solution and centrifuged at
1800 g for 10min, The supernatant was discarded and the
nuclei were resuspended in 40ml. of 099, NaCl solution
and homogenized in an MSE tissue blender for 1min. at
top speed. The suspension was diluted with 40ml, of 0-99]
NaCl solution and centrifuged at 2500 g for 15min. The
suparnatant was discarded, The sediment constituted the
nuclear material to be used in further atops. All the sbove
operations wero carried out at 4°, The method described
is based on that of Laurence & Butler (1965) for preparing
rat-liver histones,

Preparation of trowt-liver whole histone, The material
obtained as described above was resuspended in 15ml, of
0255.-HCl, transferred o a specimen bottle and rotated

Figura 9: Primera plana de la primera publicacié de Palau amb John Butler, al Chester
Beatty. PALAU, JAIME AND BUTLER, JOHN A.V. (1966). “Trout-Liver Histones” Biochem.

J. (1966) 100, 779-783.
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Figura 10: Fragment de carta de Palau a Subirana des de Londres, ca. 1964, sobre els
problemes econdmics amb que el primer es pot trobar quan torni a Barcelona. Arxiu de
Joan Antoni Subirana

Transcripcio del text:

Me doy perfecta cuenta, soy totalmente consciente, de [a] lo que [me] expongo
siguiendo este camino. No olvido que econémicamente no estoy liberado y que por tanto puedo
ser victima de este futuro incierto. No olvido este nihilismo de los organismos oficiales para
ayudar a los jévenes que aspiran a investigar. Ignoro si se resolvera en un futuro mas o menos
préoximo. Nadie quiere, o puede, dar la menor garantia. Pero, ;qué quieres que haga? Si, hay un
camino, el de faltar a la propia vocacién, el de no confiar en la Divina Providencia, el de poner
los pies en tierra y pisar sobre seguro. Todavia puedo hacerme otras reflexiones: no estoy ya
solo, me debo a la familia, que seguramente se hara mas extensa. Pero, jes ser consciente no
doblegarse? Yo no se nada de nada.

Y sin embargo, una fuerza extrafia me impele, me obliga a seguir un camino - jse llama

esta fuerza vocacion?
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Capitol 3

El projecte de recerca i la seva consolidacié, 1963-1967

La situacié universitaria a I’Estat i les condicions especifiques de la Universitat a
Barcelona van influir de manera crucial en les decisions que van prendre Palau i
Subirana. Les seves intervencions no es van limitar al terreny estrictament cientific,
sind que la seva participacié va ser especialment activa en el procés de legitimacio i
d’institucionalitzacié de la biologia molecular, on els seus contactes internacionals van
jugar un paper fonamental.

Com s’ha vist al capitol anterior, ja durant el periode de formacié postdoctoral
es va anar madurant la idea de posar en marxa un grup de recerca en macromolécules
biologiques un cop haguessin tornat a Barcelona. Ja des de Harvard i també des de
Rehovoth, mentre Palau estava pendent d’anar a Londres, Subirana havia reflexionat al
voltant del seu futur cientific i també del tema a escollir per fer recerca aixi com en la
disponibilitat d’un lloc fisic i del financament necessari per a desenvolupar-la.

Disposar d’un espai depenia de les seves coneixences a la facultat de ciencies i,
per aguest motiu mantenien contactes amb el seu antic professor i mestre, Josep
Pascual i Vila, a qui tenien al corrent dels seus projectes. Pel que feia a la questié del
financament, I’experiéncia americana de Subirana els va fer pensar en institucions
d’aquest pais que destinaven fons amb aquest objectiu.

En aquest capitol es tractaran tres questions: el retorn de Palau, el financament
del projecte i com fer-lo possible en el si de les institucions universitaries. La
correspondéencia entre tots permetra situar en el temps el desenvolupament dels

esdeveniments.

3.1. Els inicis del projecte: la primera proposta de recerca

A la seva correspondéncia amb Palau, les reflexions de Subirana giraven al

voltant del retorn, de les limitacions i de que el fet de viure a Espanya,
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“pesa molt. A mi, el treball sobre la investigacié agricola m’ha influit molt. Crec que els
cientifics de paisos semidesenvolupats hem de treballar per resoldre els nostres
problemes (....) Per tot aixo jo estic tractant d’orientar-me de tal manera que la meva
formacié i investigacié pugui centrar-se en els problemes d’Espanya i tenir una
influéncia beneéfica en el pais. Crec que necessitem molts més cientifics per infundir [sic]
esperit creador en els mitjans técnics, pero cal que escollim el nostre camp de treball

més adequat per al que el pais necessiti”.97

Paral - lelament, anaven madurant els seus plans. Des de Rehovoth, i d’acord
amb Palau, el mes de desembre de 1963, Subirana havia enviat una proposta de
recerca a Josep Pascual i Vila, de la qual li demanava la seva opinid. Es de destacar que
I'interes per les histones figurava en un lloc molt important entre les idees de recerca a
dur a terme per tots dos, potser deixant de banda anteriors interessos en quimica
tedrica i decantant-se definitivament per I'estudi de les macromolécules biologiques.
El treball de Subirana a Harvard i a Rehovoth va influir de manera decisiva a I’hora de
decidir-se per I'estudi d’aquestes proteines i les seves relacions amb el DNA, i calia
que Palau es fes amb tota una série de referencies bibliografiques al voltant d’aquesta

qulestio:

“Respecto a las referencias, seguramente habra algunas en el Quimico de Sarrid y en la
Facultad de Medicina. Posteriormente, en la revista Science ha aparecido un report sobre
un meeting internacional de histonas, es el N° del 16 de Agosto de 1963, creo que es.
En cuanto a libros, puedes mirar cuales hay en el Seminario [de la facultat de ciéncies],
en el Quimico de Sarria o en la Biblioteca Central sobre Polimeros o Macromoléculas y yo
podria decirte cuales son interesantes. Los de Flory, “Principles of Polymer Chemistry” y

Tandford, “Physical Chemistry of Macromolecules”, son desde luego los mejores...” 98

97JAS a JP, 14-1-63. El treball en recerca agricola al que es refereix Subirana va ser fet mentre
era a Paris, a I'IRFED, com s’esmentara més endavant.

98 JAS a JP, Rehovoth, desembre de 1963 (sense data). Subirana es refereix a la conferéncia
mundial que sera tractada al capitol 5.
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La resposta de Pascual i Vila a la proposta de recerca que havien presentat el
portava a reflexionar, un cop més, al voltant del que caldria fer en un futur, quan

haguessin tornat a Barcelona:

“Lo que me preocupa mas de toda manera es como se resolverd nuestra situacion al
regresar a Espafia. Hace un par de dias recibi por fin respuesta del Dr. Pascual respecto a
la propuesta y dice que cree conveniente esperar para ver como evoluciona la cuestién
espacio disponible. Le he contestado y creo posible que esto se resuelva en un plazo
breve si se confirma que van a construir un nuevo edificio. De todos modos, los dias van
pasando y es evidente que el asunto tardara mas tiempo en resolverse que lo que yo

esperaba.”®9

En els moments en que Subirana i Palau van plantejar-se la formacié del seu
grup de recerca, el camp d’estudi de les histones es trobava en un moment clau en el
que podien intervenir. Pero els seus projectes de recerca, en aquells moments, eren
justament aixo: projectes. A més, el postdoctorat de Palau a Londres seguia pendent
de solucié tot i que semblava que s’acabaria materialitzant. Subirana expressava una
certa prevencié pel que feia a les possibilitats reals del projecte, pero tot el que es

pogués aprendre de les macromolécules biologiques sempre seria de utilitat:

“De todas maneras, aunque las cosas evolucionaran diferentemente, esto te ayudaria a
familiarizarte con la investigacién en este campo de las macromoléculas bioldgicas, pues
estoy seguro que una vez en Espafia, sino antes, serd posible llevar adelante el plan de
iniciar un grupo de investigacion tal como discutimos en Espafa durante las
conversaciones que tuvimos (....) Por otra parte para trabajar en investigacidén es
imprescindible salir por un tiempo y trabajar en algun pais donde se investigue en serio
(....) En cuanto a las posibilidades materiales, no creo que surjan dificultades pues en
general estos profesores importantes tienen ganas de conseguir colaboradores vy

disponen de los medios necesarios para subvencionarlos”.100

99 JAS a JP, Rehovoth, 28-12-63.
100 JAS a JP, Rehovoth, 28-12-63
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Apart de la linia de recerca que volien posar en marxa, també calia tenir en

compte les caracteristiques de la universitat espanyola:

“Durante el curso que di en Chile me di cuenta de lo conveniente que es el complemento
de la catedra para la investigacion a fin de tener una visidn de conjunto imprescindible.
Aparte de que en Espafia por ahora la catedra es el método usual para tener cierta

independencia.”101

Independéncia per fer recerca, pero també calia tenir en compte els riscos de

posar en marxa un grup de recerca a Espanya i els problemes que es podien presentar:

“Otra cosa de la que creo que has de ser muy consciente es que yo tengo muchas
ilusiones y gran confianza en que estos planes salgan adelante, pero es un riesgo
incluso si lo de los americanos sale bién, jtendrd continuidad? Creo que vale mucho la
pena emprender este camino, pero sin olvidar que las circunstancias y los panicos

pueden condicionar enormemente nuestros planes”.102

Els americans esmentats eren el departament d’agricultura, que oferia
subvencions per a la recerca. La seva estada als EUA I’havia permes coneixer quins
eren els mecanismes mitjancant els quals es podia obtenir financament: calia presentar
un projecte a les ageéencies i fundacions que proporcionaven els fons. Per altra banda,
com semblava desprendre’s de la seva correspondencia amb Palau, hi havia una
orientacié cap a una recerca de tipus aplicat i, més concretament, cap el camp de
I’agricultura, aspecte que es pot relacionar amb un cert patriotisme en el sentit de fer
quelcom atil per al pais d’origen.

Com es veura més endavant, aquest tret va ser compartit per tota la generacié
de cientifics espanyols que varen fer estades postdoctorals fora d’Espanya durant els
primers anys de la década dels 1960s i on també hi van jugar un paper els seus

lligams personals. Es en aquest context on s’ha de situar la primera proposta

101 JAS a JP, Rehovoth, 17-1-64.
102 JAS a JP, Rehovoth, 17-1-64
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presentada, relacionada amb aquesta recerca agricola i I'agencia a la qual es va
demanar financament: el departament d’agricultura dels EUA.

L’interes de Subirana per les qliestions agricoles ja venia de la seva estada a
Paris, abans d’anar als EUA, quan va fer un curs sobre desenvolupament economic i un
treball sobre recerca agricola a Espanya a |'/nstitut de Recherche de Formation et de
Dévelopement (IRFED). Al demanar la subvencid, tenien la idea de, al tornar, treballar
amb Miquel Vendrell, qui també havia fet la tesi amb Pascual i Vila, en qliestions
relacionades amb hormones vegetals i permeabilitat de membrana. Subirana i Palau
van convéncer Vendrell per qué participés amb ells en els seus futurs projectes. Aquest
va anar a la Universitat de Yale a fer un postdoctorat de recerca en hormones vegetals,
especificament en les seves interaccions amb el nucli cel-lular (Palau i Subirana, 1994).

Des de Rehovoth, i d’acord amb Palau, Subirana va enviar una proposta de
recerca a Pascual i Vila, dins d’una peticié de subvencié via la llei PL-480, Public Law
480, del departament d’agricultura dels Estats Units.103 Més tard, Pascual va respondre
en sentit positiu a la proposta, si bé insistia en que calia esperar a disposar d’un espai
fisic per poder-la dur a terme, qliestié que, com s’ha vist abans, hauria de quedar
resolta al cap de poc temps.104

A finals de la decada dels 1940s, els interessos de I’agricultura dels EUA havien
canviat radicalment i la PL-480 formava part de la politica agricola nord-americana
posterior a la segona guerra mundial.'05 Mentre la guerra es produia a Europa i al
Pacific, I’esforc inicial havia consistit en continuar els programes desenvolupats durant
els 1930s, d’assegurar el proveiment per tal d’alimentar no tant sols els nord-
americans, sind també part de la resta del mén. Després de la guerra, es va passar
d’una politica de produccié a una de sosteniment de preus, ja que els agricultors
d’arreu del mén van tornar a conrear la terra. Aquesta nova politica va incloure, entre
d’altres accions, les Agricultural Acts de 1948 i 1949, i la Public Law 480, també

coneguda com el Food-for-Peace Program.

103 JAS a JP, Rehovoth, desembre de 1963 (sense data).

104 JAS a JP, Rehovoth, 28-12-63.

105 Informacié obtinguda de:
http://www.fas.usda.gov/excredits/FoodAid/Title%201 /pl480fst.html;
http://www.access.gpo.gov/congress/senate/sen_agriculture/ch5.html.
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La Agricultural Act de 1949 va establir, per primer cop, una autoritat per fer
donacions d’excedents a persones necessitades arreu del mén, a través de
d’organitzacions de voluntaris. Degut a que durant els anys 1950s els excedents de
produccié van augmentar, es va proposar que aquests fossin eliminats mitjancant
vendes desgravades i donacions a paisos en desenvolupament. D’aquesta manera, la
Agricultural Trade Developmental and Assistance Act de 1954 (PL-480), va ser
adoptada com una solucié a curt termini a la produccié d’excedents. La seccié 416 de
I’acta de 1949, referida a donacions, va ser incorporada com un element important de
la PL-480, o Food-for-Peace Program.

Aquest darrer programa ha de ser entes com una evolucié de la llei, dissenyat
inicialment com un projecte purament agricola de reduccié d’estocs, que va ser
transformat en un programa valid de politica exterior durant el darrer any de
presidencia de Dwight Eisenhower. El programa va esdevenir la principal autoritat als
EUA pel que feia a ajuda alimentaria durant tres decades i va ser important tant per a
desenvolupar nous mercats per a productes agricoles a I’estranger, aixi com per
I’ajuda prestada a les economies de paisos en desenvolupament, inclosos els ajuts a la
recerca agricola.

La maduracié del projecte de recerca i la proposta a presentar al departament
d’agricultura dels EUA va coincidir en el temps amb la preparacié de I'anada de Palau a
Londres, mentre Subirana encara era a Israel completant la seva formacioé. Pel que feia
a la tasca cientifica que estava fent al Weizmann, apart de la seva col -laboracié amb el

grup de RX,

“De hecho, aqui pienso hacer solo trabajo tedrico para profundizar en los aspectos
hidrodinamicos y reoldgicos (“reos’=fluir) de las macromoléculas. Tengo varias ideas
que me parecen interesantes para desarrollarlas matematicamente (....) En estos afos
que he estado fuera de Espafia he ido estudiando distintos aspectos de la ciencia

polimérica sin profundizar demasiado en ninguno de ellos, pero asi estoy consiguiendo
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una visién de conjunto que creo me permitird hacer un trabajo de sintesis mas adelante

si las condiciones humanas lo permiten en Barcelona.”106

Tenir una visié de conjunt dels temes de recerca, la necessitat de treballar en
equip, aprendre noves destreses tecniques, i establir contactes amb altres grups de
recerca, no necessariament del mateix camp, constituien trets importants del

pensament de Subirana:

“De hecho [el trabajo cientifico individual], a la larga, esta es mala politica. Actualmente,
la ciencia avanza por el didlogo fructifero entre especialistas de campos distintos y es

preciso profundizar en alguno de ellos para poder avanzar.” 107

Les possibilitats que oferia el camp de la quimica macromolecular eren molt
amplies, sempre que s’apliquessin a problemes bioldgics. Les seves paraules eren un
reflex de les seves preocupacions, interessos i calma respecte del futur. Eren les

reflexions propies d’'un company i mestre al mateix temps en aquells moments:

“...Ia ciencia de los polimeros no tiene demasiada personalidad (....) pero con unas
potencialidades enormes cuando se trata de aplicarla a problemas bioldgicos (....) En
este sentido conviene profundizar en la quimica macromolecular para adquirir la vision
de conjunto necesaria y vayas pensando qué aspecto de la misma te atrae mas para
profundizar en él (....) En fin, de todo esto ya iremos hablando. Estos afos son decisivos
para que vayamos definiéndonos ante la vida, pero no hay prisa, ante nosotros podemos
esperar al menos treinta afios de vida profesional productiva y no hay prisa excesiva en

elegir el camino”. 108

Calia aprofitar aquests anys, decisius per a aprendre i per a aprofundir en el
camp cientific en el que volien treballar. Pero sempre hi havia la incognita del que

realment es podria acabar fent a Barcelona. En aquells moments, a Rehovoth, s’havia

106 JAS a JP, Rehovoth, 17-3-64
107 JAS a JP, Rehovoth, 17-3-64
108 JAS a JP, Rehovoth, 17-3-64.
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inaugurat el nou edifici del departament de quimica organica del Weizmann, la qual
cosa portava a Subirana a reflexionar al voltant dels factors que influien per poder
disposar d’'un centre d’aquelles caracteristiques, com ara l’existencia de politiques

cientifiques clares:

“Para hacer una cosa como el Weizmann se necesita no sélo calidad cientifica, sino una
visién politica certera de las condiciones ambientales. Pienso mucho en todo ello, pues
en Espafa el problema es andlogo, es facil ilusionarse pensando que uno es el mejor
quimico macromolecular de Espafia, pero ello no es incompatible con ser el peor

quimico macromolecular del mundo...” 109

Mentre Palau esperava la concessié de la beca per anar a Londres, va anar
completant la seva formacid, tal i com s’ha vist en capitols anteriors, especialment la
seva assistencia al curs de bioquimica de Sols, a Madrid, que calia aprofitar per establir
contactes. Entre els alumnes que van assistir-hi s’hi trobaven Margarita Salas i Eladio

Vifiuela:

“Cuando vayas a Madrid, trata de entender lo que hacen en todas las secciones del Inst.
de Ciencias Biolégicas. Una amigo mio, Eladio Vifiuela y su mujer, trabajan con Sols.
Habla con ellos, valen mucho cientificamente. Di que vas a trabajar conmigo, ir a

Inglaterra”.110

Paral - lelament, Palau anava establint contactes amb les autoritats cientifiques
locals de Barcelona. En aquella época s’estava construint la ciutat universitaria de
Pedralbes i semblava ser que I’Ajuntament de Barcelona hi tenia terrenys. Sempre
prenent com a referéncia el que havia anat coneixent als EUA, Subirana considerava
interessant que [I'ajuntament dediqués alguns d’aquests terrenys per a edificis

destinats a la recerca:

109 JAS a JP, Rehovoth, 8-4-64.
110 JAS a JP, Rehovoth, 3-6-64.
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“Las fundaciones Ford y Rockefeller han construido algunos edificios de investigacion
por el mundo y no seria dificil conseguir que construyeran uno en Barcelona si hay
suficiente ambiente. El Consejo también quiere construir uno y ademas el del Patronato.
Lo digo pues pienso que en tus conversaciones con Pascual, Castells, Marquina, etc.
puedes dejarlo caer. Es lo que ha hecho aqui en el Weizmann, que tienen mucho terreno

a su disposicion”.111

L’interes per les fundacions privades era quelcom compartit pels cientifics
espanyols. Havia estat Sols qui havia intentat, sense éxit, obtenir recolzament financer
de la Fundacié Rockefeller quan I’any 1956 havia anat als EUA representant a Espanya
al 50¢& aniversari de la Societat Americana de Quimica Biologica, si bé posteriorment va
ser el primer cientific espanyol en obtenir financament dels NIH (Santesmases, 1998).
La Fundacié Rockefeller havia jugat un paper crucial que va donar forma durant un
llarg periode de temps al canal de cooperacié que s’havia establert no només entre
individus i institucions, siné també entre disciplines, intentant superar les tradicionals
barreres entre aquestes. Aquesta institucié havia intervingut en el desenvolupament de
la ciéncia a Espanya abans de la guerra civil amb la construccié del edifici del seu nom
que va albergar centres de recerca de la JAE a Madrid.112

La creacié de marcs inter-institucionals va ser una prerrogativa de la fundacié
des de les primeres fases de la seva activitat, particularment en els camps de la
medicina, la biologia i les ciéncies naturals abans de la segona guerra mundial, quan el
financament de la ciencia per part del govern dels EUA es trobava severament limitat i
les fundacions tenien un poder considerable per, com ja s’ha dit, configurar les
disciplines i al mateix temps consolidar la seva forca institucional, legitimant les

agendes politiques i socials basades en la ciencia (Kay, 1993).113

111 JAS a JP, Rehovoth, 17-6-64. L’edifici del patronat és el del carrer Jordi Girona, actual seu del
CID-CSIC.

2 Al voltant d’aquesta qiiestid, vegeu GLICK (1989) i SANCHEZ RON (1989).

113 Al voltant del paper jugat per la Rockefeller Foundation en el camp de la biologia molecular,
vegeu KAY (1993). Al voltant del debat sobre el paper dels fisics i dels seus instruments en el
desenvolupament de la biologia molecular i del desenvolupament de nova instrumentacio, vegeu
ABIR-AM (1982 i 1984), BARTELS (1984), FUERST (1984), OLBY (1984) i YOXEN (1984).
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Durant els anys 1950s, dins del marc de les politiques transatlantiques de les
organitzacions filantropiques nord-americanes, hi va apareixer un nou actor: la
fundacié Ford, amb els seus programes d’educacid, cultura i ciéncies socials. Cap a
finals de la década, aquesta institucié va iniciar el seus programes de suport a les
ciencies fisiqgues, com va ser el cas dels fons concedits al CERN i a l'institut Bohr,
entesos com un suport a la democracia i al procés d’integracié europea, en el context
de la guerra freda (Krige, 1999). La fundacié Ford va actuar també en el sentit de,
juntament amb altres fundacions privades, prendre el relleu de les agéncies del pla
Marshall durant una segona etapa de la guerra freda. A Espanya, donada la incertesa
politica i economica que generava la persisténcia de la dictadura, la fundacié Ford va
optar per a reciclar les activitats intel-lectuals del Banco Urquijo, a través de la
Sociedad de Estudios y Publicaciones, que va incloure un estudi sobre I’educacié
empresarial a Espanya. Es a dir, es va preocupar de la formacié d’empresaris, directius
i técnics per al desenvolupament economic espanyol facilitat per les ajudes americanes
que van arribar entre 1953 i 1963 (Puig Raposo, 2003).

Es dins d’aquest context de coneixement de les institucions nord-americanes
que financaven programes de recerca on s’ha de situar I’estratégia que comencaven a
desenvolupar Subirana i Palau per tal de fer realitat el seu projecte de recerca. Les
possibilitats de desenvolupar-lo a Barcelona no només passaven per a I’aprenentatge
en centres estrangers i en I'obtencié de fons, sind en influir d’alguna manera en les
politiques cientifiques del pais.

Ja des de principis de la deécada dels 1960s, les comunitats cientifiques
nacionals i els responsables de les politiques cientifiques estaven posant en marxa les
infrastructures i les institucions a nivell local per a establir o consolidar, segons fos el
cas, la biologia molecular als seus paisos, més que invertir els seus recursos en un
laboratori europeu. Dins d’aquesta dinamica s’havia produit, I’any 1963, la posada en
marxa d’EMBO, I'organitzacié europea de biologia molecular, de la que es parlara
detalladament més endavant (Abir-Am, 1992b; de Chadarevian, 2002; Krige, 2002;

Santesmases, 2002a).
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Pel que feia a les vinculacions que hauria de tenir en un futur el projectat grup
de recerca, Palau suggeria que podia plantejar-se com una seccid del Institut
d’Investigacions Bioldgiques del CSIC, possibilitat que també contemplava Subirana.
Perd per a aquest darrer, tota relacié amb el Consell i qualsevol que es volés establir
amb Madrid havia de comptar amb el recolzament de Santiago Alcobé (1903-1977), en
aquells moments maxima autoritat en biologia del CSIC a Barcelona. Perdo el més
important era, abans de res, tenir personalitat cientifica i establir lligams de cara al

futur:

“Hablas también de moverse entre los bastidores madrilefios. Sin duda es algo que
debemos hacer, pero preparados a soltar tacos. La experiencia de muchos catedros es
que a Barcelona no llega ayuda para comprar nada que no esté ya en Madrid, y eso aln
con considerables esfuerzos. Por ello tengo muchas mds esperanzas en tratar de
fomentar algun tipo de ayuda local, sea de industrias, sea de particulares, sea del
Ayuntamiento o Diputacion. Esto es dificil pero creo que a la larga es posible. En fin me

gustaria que estuvieras aqui para poder concretar mas y darle vueltas al asunto”.114

Com se’n despren d’aquesta carta, i tenint en compte el centralisme de Madrid
en aquestes i altres qliestions, Subirana era més partidari de buscar ajudes locals. Ara
bé, la idea principal de tots dos era que, de qualsevol manera, el grup s’havia de posar
en marxa i calia, doncs, sondejar les possibilitats de disposar d’un espai fisic on

muntar un laboratori i comencar la recerca:

“La cuestion espacio. Habria quizas la posibilidad de instalarnos con el Dr. Vallmitjana
en el ultimo piso de la Facultad de Ciencias, pues tiene un laboratorio que no utiliza y

por ser profesor de Histologia de Naturales, nuestro trabajo alli no desentona”.!15

114 JAS a JP, Rehovoth, 4-7-64.
115 JAS a JP, Rehovoth, 4-7-64. Lluis Vallmitjana era el catedratic de citologia i histologia de la
facultat de ciencies de la universitat de Barcelona.
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La formacié de Subirana com enginyer quimic semblava oferir també altres
possibilitats, sempre en relaci6 amb el CSIC, tal com Palau ja havia suggerit, si bé

vinculats a una instituci6 diferent:

“Otra posibilidad es que seguramente daré clases en la Escuela de ingenieros y ahora
tienen mucho espacio y ganas de fomentar la investigacién y quizas me darian un lugar,
presentando ésto a Pascual como abrir una seccién del Patronato en la Escuela de
Ingenieros. ;Como crees que veria Pascual estas dos posibilidades? jEs cuerdo decirle

algo de esto? 116

Aquestes reflexions s’entrecreuaven amb altres giiestions, com ara |’assisténcia

de Palau al curs de Sols, pel qual s’interessava Subirana:

“Ya me daras tu opinion final sobre el cursillo de Madrid, por lo que me dices en
tu carta han sido unos dias muy provechosos, de lo que me alegro. Desde luego en
Madrid, en el grupo de Sols, hay mucho mas ambiente cientifico que en Barcelona por
varias razones, por su valia profesional ante todo, pues probablemente es el cientifico
espafol cuyo trabajo pesa mas en ambientes internacionales, también porque tienen
bastante dinero, debes recordar que las dos terceras partes del presupuesto del Consejo

se quedan en Madrid”. 117

El cas de Sols il - lustra un cop més les idees que Subirana ha anat expressant i
compartint amb Palau en les seves cartes: el prestigi internacional i els contactes que
se’n derivaven, com a estratégia de legitimacié al propi pais i I'obtencié de
financament per a la recerca.

L’estiu de 1964 va transcorrer entre els preparatius de Palau per anar a Londres
i els de Subirana per tornar a Barcelona. Finalment, i d’acord amb els plans fets

conjuntament amb Subirana, Palau, un cop obtinguda la beca del British Council, va

116 JAS a JP, Rehovoth, 4-7-64.
117 JAS a JP, Rehovoth, 4-7-64. Sobre la descompensacié de personal i institucions del CSIC
entre Madrid i Barcelona, veure SANTESMASES i MUNOZ (1997b).
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aconseguir incorporar-se al departament de fisico-quimica de John Butler la tardor del

mateix any, després d’un procés que va presentar una seguit de complicacions.118
y

“Comprendo muy bién tu estado de animo cuando dices que te sientes sobre arenas
movedizas, de hecho cometi un error de perspectiva al pensar que las cosas iban tan

facilmente como en los USA y por otra parte empezamos a movernos muy tarde”. 119

El retard en la marxa de Palau, que semblava respondre a problemes més aviat
burocratics, preocupava Subirana, no només per aquest fet, sind sempre amb la
mirada posada en la futura col-laboracié que volien posar en marxa quan haguessin

tornat a Barcelona:

“La verdad es que respecto a tu marcha a Inglaterra tengo “mixed feelings”. Por una
parte es muy importante que marches fuera para mejorar tu formacién, conocer nuevos
ambientes cientificos, pero por otra confio mucho en ti para llevar adelante la
propuesta. Como sabes necesito colaboracién para la misma y en ti es en quién tengo
mas confianza cientifica y humana. Ademas, yo estoy ahora bastante desambientado de
Barcelona y tu me ayudarias mucho a tomar las decisiones correctas y no dar pasos en

falso”.120

Mentre Palau era a Londres i Subirana a punt de tornar a Barcelona, es van
afegir noves linies a la proposta de recerca, tal com I’estudi de les traces de proteina al
DNA i l'associaci6 DNA-histones, mitjancant el microscopi electronic. A I’Escola
d’Enginyers hi havia un microscopi electronic, un Siemens Elimskop |, al que Subirana

no dubtava de poder tenir accés.’2! També es proposava un estudi dels components de

118 Per detalls al voltant d’aquesta estada a Londres, vegeu JAS a JP, Rehovoth, 9-3-64, 17-6-64.
Palau va ser a Londres durant un any entre 1964-1965, tal com consta al seu CV. Palau va
obtenir una beca del Wellcome Trust, del Regne Unit, al temps que seguia pendent d’una solucié
més definitiva de la seva situacié quan tornés a Barcelona. La beca del Wellcome Trust va ser-li
concedida I’any 1965, segons consta al seu CV.

119 JAS a JP, Rehovoth, 21-4-64.

120 JAS a JP, Rehovoth, 27-5-64.

121 La marca i model del microscopi, aixi com una imatge d’aquest es troben a LUSA (2000).
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I’aparell mitotic de I'erico de mar, sistema experimental d’ds comu en biologia.'22 El
treball que es volia fer amb I’ericé necessitaria d’un bidleg i un quimic en col - laboracié
i es tractava d’un treball interessant i factible.’23 Els nous aprenentatges adquirits,
doncs, anaven modificant i adequant el seu projecte de recerca.

Finalitzada la seva estada a I’estranger, el setembre de 1964, Subirana es va
incorporar a la universitat, al departament de quimica organica de la facultat de
ciencies on hi va passar uns mesos. A finals del mateix any, va guanyar per oposicio
una placa de col-laborador cientific del CSIC (del Patronat Ramon y Cajal) a la catedra
de genética de la facultat de ciencies de la Universitat de Barcelona sota la direccid
d’Antoni Prevosti, que estava vinculada al centre de geneética animal i humana del CSIC

que dirigia Santiago Alcobé. 124

“Por aqui aun no he empezado en el laboratorio, pero espero hacerlo pronto. De acuerdo
con Pascual he solicitado ser admitido como Colaborador Cientifico del Consejo en el
Centro de Genética que dirige Alcobé y estando yo vinculado a la catedra de Genética del
Dr. Prevosti. Hay 3 plazas vacantes para toda Espafia y es cuestion de esperar que haya
suerte y enchufes potentes (....) Como ves Pascual se ha portado muy bién y abierto a las

variaciones que surgen. En fin, ya te iré contando como se desenvuelven las cosas”. 125

122 Un lloc de gran importancia en el seu Us era el Marine Biological Laboratory, a Woods Hole,

EUA. Durant la decada dels 1960s, I'ericd de mar es va fer servir en estudis relacionats amb el
RNA. Els ous d’eric6 de mar, amb una llarga historia dins de I’embriologia experimental,
constituien un material molt practic ja que podia ser obtingut en grans quantitats, es
desenvolupava amb gran sincronia i era raonablement permeable a precursors marcats (GROSS
et al., 1964).

123 JAS a JP, Rehovoth, 13-9-64.

124 Entrevista de I'autor amb Joan Antoni Subirana, 13 de juliol de 2005. Segons Subirana, va
disposar en un primer moment d’una de les anomenades beques de reinsercid, que potser
encara no rebien aquest nom. Malauradament, les memories del CSIC entre els anys 1964 i
1967, no s’han pogut localitzar. En primer lloc, son les Gniques que no han estat digitalitzades i,
per tant, no es troben disponibles a la xarxa. Després d’haver consultat a la bibliotecaria de la
Institucié Mila i Fontanals del CSIC de Barcelona, aquests documents, aixi com altres que es
poguessin referir al Departamento de Genética Animal y Humana, tampoc s’han pogut localitzar.
Si s’ha pogut comprovar a la publicaci6 Consejo Superior de Investigaciones cientificas.
Veinticinco afios de actuacion en Barcelona (1965), que el Centro de Genética Animal y Humana
estava dirigit per Santiago Alcobé, essent professor agregat Antoni Prevosti.

125 JAS a JP, Barcelona, 21-10-64.
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La placa de col-laborador era la més baixa dins de I'escalafé del Consell. La
creacio d’aquest tipus de places per al personal cientific va anar en paral-lel amb la
construccié de nous centres de recerca, la qual cosa va permetre que, apart de crear la
carrera investigadora dins del Consell, fos possible una major dedicacié del personal
cientific. Les places de col-laborador es van crear per decret el 5 de juliol de 1945,
quan es van dotar per primer cop, i es cobrien per oposicid. L’any 1947 s’havien creat
les d’investigador cientific, per tal d’oferir una carrera professional comparable a la
docéncia universitaria. Amb les figures de col-laborador i d’investigador numerari el
CSIC va poder incrementar lentament el seu personal, perd fins a meitat de la década
dels seixanta aquests nombres van ser irrellevants. A finals de 1955 el nombre total
d’investigadors i col - laboradors numeraris a tots els instituts i centres del CSIC de tota
Espanya no arribava a 155, dels quals una trentena eren investigadors. Dins la
jerarquia de la institucid, el lloc d’aquests col-laboradors i investigadors era inferior al
dels catedratics d’universitat que feien recerca dins el Consell.126

Per tal d’entendre la incorporacié de Subirana al departament de genética, cal
conéixer alguns detalls de les trajectories de Santiago Alcobé i d’Antoni Prevosti.
Alcobé havia dirigit la tesi doctoral de Prevosti i va ser qui el va iniciar en la genetica i
qui, el 1951, va aconseguir la creacié del Centre de Genética Animal i Humana,
coordinat amb el CSIC, a la Universitat de Barcelona.

La importancia d’aquest centre no sols va tenir incidéncia en la promocié de la
investigacid, sind també en I’ensenyament. Abans del 1955, Alcobé ja ensenyava
genetica a la Universitat de Barcelona, perdo de manera limitada, en forma d’algunes

llicons dins dels programes docents d’assignatures com ara biologia general i

126 Les places d’investigador i col-laborador per oposicié eren una sinecura per a individus que
havien entrat al CSIC en acabar la Guerra Civil per recomanaci6 politica, o bé un lloc per esperar
I'oposicié a catedra, Unica manera d’aconseguir una placa definitiva i relativament ben pagada
dins la universitat abans de les reformes que van introduir, en els anys seixanta, les figures
d’adjunt i d’agregat per oposicié. Les oposicions a personal investigador del CSIC, que no eren
exactament igual que les oposicions de la universitat, estaven pensades per a poder
promocionar el personal que havia entrat al CSIC en acabar la guerra civil, o bé havia estat
admes, sense cap mena de concurs, ni oposicid, ni publicitat, com a becari o auxiiar. Una
novetat important introduida I’any 1951 era la possibilitat de nomenar investigador una persona
“de mérito excepcional valorado por el volumen y trascendencia de las investigaciones
publicadas”, assignant-li el sou que la discrecié del Consejo Ejecutivo trobés adient. Vegeu
MALET (1995) i SANTESMASES (2001 ).
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antropologia.’2? Ja des de 1931, dedicava una part del programa docent a explicar
genética general i també havia iniciat una linia de recerca en aquest camp: I'estudi de
les poblacions de les valls altes dels Pirineus, analitzant-ne els grups sanguinis. També
havia donat algunes xerrades a la facultat de medicina, en diverses assignatures on hi
havia continguts de genética, aixi com a I'Escola d’Agricultura del carrer d’Urgell de
Barcelona (Prevosti, 1988).128

L’interes d’Antoni Prevosti i Pelegri (1919) per la geneética el va dur I’'any 1941 a
establir contacte amb Alcobé. Prevosti s’havia llicenciat en ciéncies naturals a la
Universitat de Barcelona I’any 1942 i va obtenir el seu doctorat amb un treball
d’antropologia I’'any 1948, sots la direccié d’Alcobé. Com que aquest no era genetista i
no creia poder dirigir una tesi de genética, li va proposar algunes alternatives dins del
camp de I'antropologia.’?9 Després de llegir la seva tesi es va traslladar a Roma, per
treballar en estadistica aplicada a la biologia amb Corrado Gini, pero el seu interes per
la genetica el va portar a establir contacte amb Adriano Buzzati-Traverso, de la
Universitat de Pavia.’30 Aquesta estada va ser possible gracies a una beca concedida
per I'institut Bernardino de Sahagun del CSIC, al que Alcobé també pertanyia (Candela,

2003).131

127 Per més detalls al voltant de I’ensenyament de la genética a Barcelona en etapes prévies a
Alcobé, vegeu ARTIS (1994). Per una visié de la genética espanyola durant al primera meitat del
segle XX, vegeu PINAR (2003).

128 Tant Alcobé, com posteriorment Prevosti, van publicar alguns dels seus treballs a la revista
Trabajos del Instituto Bernardino de Sahagun de Antropologia y Etnografia, que era un institut
del CSIC, fundat I'any 1941. La revista es va comencar a publicar I'any 1945 i al seu primer
volum s’hi presentava un treball d’Alcobé titulat “Grupos sanguineos en némadas del Sahara
Occidental”, aixi com un de Prevosti de titol “Avance para el estudio del crecimiento de los nifios
barceloneses”, que havia estat el tema de la seva tesi doctoral.

129 | a tesi de Prevosti va derivar del treball “Avance para el estudio del crecimiento de los nifios
barceloneses”, publicat a Trabajos del Instituto Bernardino de Sahagun de Antropologia y
Etnografia, 'any 1945.

130 A principis de la decada dels 1960s, Buzzati-Traverso va fundar i dirigir el laboratori
internacional de genetica i biofisica a Napols, emmarcat dins la dinamica de fundacié de nous
centres de recerca en biologia molcular, com es veura més endavant. Per més detalls d’aquesta
questio, vegeu CAPOCCI & CORBELLINI (2002).

131 L'any 1946, a la mateixa revista, Alcobé va publicar el treball abans esmentat: “Estudios
antropoldgicos en tres altos valles de los Pirineos (Valle de Aran, Andorra, Cerdafa). Prevosti va
publicar alguns treballs més en aquesta revista com ara el titulat “Calvarias de épocas
premegaliticas procedentes de Alcubieres (Huesca)”, I'any 1946 i “Estudio del crecimiento de los
escolares barceloneses”, I’any 1949.
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Prevosti va ser professor de biologia general i d’antropologia des del 1943 fins
el 1951 i catedratic de genetica per oposicid I'any 1963. Va impartir I'assignatura de
genetica, de la que en va ser el primer professor a la Universitat de Barcelona, des de
I’lany 1955 fins el 1986. L’any 1952, la carrera de biologia va ser la primera en incloure
la genética en els seus plans d’estudis com a assignatura independent i el primer pla
d’estudis de I’Estat espanyol per a obtenir el grau de llicenciat en biologia va entrar en
vigéncia a la Universitat de Barcelona el mateix any. En desapareixer la llicenciatura en
ciencies naturals i separar els estudis de geologia i de biologia, es va generar espai per
a noves assignatures, com ara la genética, prevista per al quart any de carrera, i que es
va donar per primer cop com assignatura independent durant el curs 1955-1956.

Les seves investigacions es van centrar en genetica evolutiva i de poblacions,
emprant com a objecte d’estudi la Drosophila suboscura. Les mosques les havia portat
ell mateix d’Edimburg, on havia passat una temporada treballant amb Conrad H.
Waddington al Institute of Animal Genetics (Serra, 2003).32 Tot i dedicar-se a la
genetica de poblacions, Prevosti estava interessat en posar en marxa un grup de
genetica molecular, i disposava d’espai, la qual cosa va ser crucial per al plans de
Subirana i Palau.133

Subirana es va incorporar, doncs, al departament de genetica, on va poder
comencar a pensar seriosament en el projecte de recerca que compartia amb Palau.
Mentre, seguien pendents de I’ajut america que havia d’arribar via PL-480 i, a Londres,
els treballs de Palau en histones seguien avancant. La seva correspondéncia va
comencar a incloure qliestions referides a compra de materials i instruments,

contrabando cientifico, per anar treballant des de Barcelona:

132 waddington havia comencat estudiant el desenvolupament artificial d’embrions d’ocell i de

mamifers, pero va acabar decantant-se per I’estudi de la naturalesa quimica del DNA i va estar
present en les primeres trobades conjuntes de genetistes i cristal - lografs que s’havien produit ja
Ilany 1938 (OLBY, 1994). L’etapa de Prevosti amb Waddington va ser posterior a la seva estada a
Italia. Els seus treballs d’aquesta epoca el van portar a ser convidat als simposis que cada estiu
es celebraven a Cold Spring Harbor, Cold Spring Harbor Symposia in Quantitative Biology, I'any
1955, on va presentar el treball “Geographical variability in quantitative traits in populations of
Drosophila subobscura’. L’any anterior, 1954, havia publicat un treball en la mateixa linia a
Genética Ibérica, “Variaciébn geografica de varios caracteres cuantitativos en poblaciones
catalanas de Drosophila subobscura.

133 JAS a JP, Barcelona, 21-10-64, 8-11-64.
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“Me parece que esto es todo, pues mientras no nos lleguen los $ parece un poco tonto
pedir productos si no podemos comprar los aparatos necesarios. Lo que si veo es que
cuando regreseis definitivamente os tendreis que traer un ball de contrabando
cientifico. Estas cosas que te pido [tubs de dialisi] no creo que valgan mucho dinero y lo
mas simple seria que lo pagaras tu y te lo reembolsariamos a la llegada. Si no es
possible ya miraré si podemos mandarte el dinero. Sobre todo pide recibo de todo lo

que compres.” 134

El nou grup de recerca es trobava, doncs, en fase de posada en marxa amb les
dificultats propies d’un procés d’aquest tipus i de la manera de treballar dels
laboratoris locals, molt diferent del que Subirana havia viscut durant les seves estades
a Harvard i al Weizmann. A més dels aspectes practics i de gestid, seguien pendents de

la publicacio del seus treballs, com era el cas dels que Subirana havia fet a Harvard:

“Ahora un favor muy importante. Mandame lo antes possible la direccién dénde deben
enviarse los articulos en Biopolymers, esta en el primer nimero, primera pagina, aunque

conviene mirar el Gltimo nimero por si han cambiado algo.” 135

“Otro favor aun: traenos la direccién de donde han de mandarse las suscripciones para

el Biophysical Journal.” 136

La seva formacié postdoctoral a centres estrangers, i la publicacié dels seus
treballs en les revistes més conegudes del moment els permetria ser reconeguts com
experts. Com ja havia passat amb els cientifics de la generaci6 anterior, el cas de Sols,
es va creure convenient publicar els resultats de la recerca en anglés i en revistes de

difusié internacional, aixi com mantenir el costum de completar la formacié

134 JAS a JP, Barcelona, 26-11-64.

135 JAS a JP, Barcelona, 26-11-64. Vegeu SUBIRANA (1965a), SUBIRANA & DOTY (1966),
SUBIRANA (1966a) i SUBIRANA, (1966b).

136 JAS a JP, Barcelona, 10-12-64.
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investigadora en un centre estranger, cosa que, efectivament, es va donar en la
generacié de Subirana i Palau (Santesmases, 1998, 2002a).

Malgrat les dificultats, especialment I'espera dels fons procedents dels EUA,
Subirana estava content de les relacions establertes amb Prevosti i altres catedratics de
ciencies naturals i pensava que potser haurien de passar uns anys a la facultat de

ciéncies:

“Por aqui el trabajo avanza lentamente y no puede decirse que la cosa esté ya en
marcha. De todos modos confio en que podremos hacer algo serio. La peor pega aqui
quizds sea en la dilucion del trabajo, cuesta poder trabajar a pleno rendimiento. Lo que
cada dia me convence mas es la relacién humana con el Dr. Prevosti y otros catedros de
Ciencias, cada vez me parece mas claro que en los primeros afios hemos de quedarnos

en la Facultad”. 137

La tasca cientifica era una tasca d’equip i calia aconseguir atreure estudiants
dels ultims cursos a treballar amb ells. Quin ambient es respirava a Barcelona en

aquest aspecte, en aquells moments?

“Por aqui la vida sigue su curso, el tiempo se diluye mucho y es dificil encontrar un
equilibrio. El empezar algo nuevo es realmente complicado y el tiempo se va en
tonterias. Mas que nada estoy tratando de crear un ambiente a través del cursillo [de
péptidos], esperando que esto de sus frutos mas adelante. El contacto con los de los
ultimos cursos de todas maneras es muy reducido, inexistente (....) Quizads podria
sondear a Pascual para ver si mandabamos a alguno del laboratorio al extranjero,
cuando acabe la tesis. (....) La verdad es que tengo ya ganas de verte por aqui y tener
conversaciones histénico-cientificas. Hago horario intensivo y pienso que cuando estés
por aqui tendré un poco mas de compaifia, pues suelo comer un par de bocadillos en el
bar. Por otro lado con esto de colaborar cientificamente solo hablamos de ciencia y muy

poco de la vida,... lo cual es mas interesante ”.138

137 JAS a JP, Barcelona, 10-12-64.
138 JAS a JP, Barcelona, 17-2-65.
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Com es pot veure, la posada en marxa del grup de recerca era inseparable i, en
certa manera, una conseqléncia d’aconseguir crear ambient cientific que, al seu
temps, produis 'acostament i I'interes d’altres en el projecte. Obrir nous camins podia
ser molt d’atractiu, pero crear aquest ambient s’havia de fer a costa de la propia tasca

personal. Pel que feia a aspectes concrets de la recerca,

“En cuanto al futuro trabajo aqui me parece muy interesante tu idea de formar un
laboratorio de andlisis de proteinas (....) De todos modos, no me seduce demasiado la
idea de trabajar en la estructura primaria de las histonas, pues nos interesa mas bién
iniciar una linea de trabajo original (....) En lo de las histonas creo que hemos de tratar
de tener técnicas originales a punto, previendo ya que Philips, Hnilica etc avanzaran al
mismo tiempo en la caracterizacion de histonas y podremos hacer uso de lo que ellos

encuentren”. 139

El treball realitzat per altres grups condicionaria alld que volguessin fer, al

temps que els serviria de base. Hi havia, pero, camp per treballar:

“Cada vez estoy mas convencido de que es necesario un estudio general de las histonas
de diferentes organismos, con DNA de distinto GC %'40 que los mamiferos, a fin de
encontrar analogias y diferencias con lo que sucede en el timo. Creo que esto puede dar
muchas pistas valiosas y quizas conducirnos a fuentes de histonas mas homogéneas. En

fin, ya me diras algo”.14!

139 JAS a JP, Barcelona, 17-2-65. Com s’ha vist, Johns pertanyia al Chester Beatty de Londres.
Lubomir S. Hnilica, pertanyia al departament de bioquimica de la Universtiat de Texas, M.D.
Anderson Hospital and Tumor Institute a Houston. Juntament amb M.E. McClure i T.C. Spelsberg,
va contribuir al volum monografic sobre histones editat per Phillips I’'any 1971, citat al llarg del
treball i a la bibliografia. L’index del llibre de Philips permet veure quins eren els camps concrets
de recerca en histones de Philips i Hnilica. Subirana va establir contacte amb Hnilica I’any 1968,
quan va anar a Houston a donar el curs de bioquimica de Joan Or6, com es veura més endavant.
140 Percentatges de guanina i citosina presents al DNA.

141 JAS a JP, Barcelona, 8-3-65. Cal tenir present que els treballs de Johns referits a les técniques
de separacié de histones s’havien publicat just I'any 1964.
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L’experiéncia adquirida per Subirana durant la seva estada a I’estranger
contrastava amb la lentitud amb la qual havia de treballar a Barcelona. Al mateix

temps, posava a Palau al corrent de la situacié universitaria:

“Por aqui todo se mueve muy lentamente y puede decirse que no hay ninguna novedad
de interés, a menudo me pregunto si tiene demasiado sentido toda la actividad que
hago y muy poca ciencia resulta de ella.

Estos dias ha habido jaleo en la Universidad, veremos como acabard, parece que los
estudiantes van por buen camino, pero lo que pretenden, un sindicato no

gubernamental, el gobierno l6gicamente no puede concederlo”.142

El context de la mobilitzacié universitaria era el seglient: la segona meitat dels
anys 1960s va ser per a Espanya una epoca de desenvolupament economic i industrial,
que va anar acompanyat de la recuperacié oficial de les relacions diplomatiques per
part de la dictadura, qlestié de la que es parlara més endavant. Pero l'obertura del
régim no es va donar d'una manera lineal, ja que s'alternaven periodes de politiques
liberals amb altres de mesures policials estrictes. Pero fins i tot en aquest context, les
politiques educatives i cientifiques continuaven essent crucials per a I'accié politica. Va
ser I’any 1965 quan, entre d’altres fets relacionats amb la universitat, es va constituir
el sindicat democratic d’estudiants, en oposicio al SEU oficial.’43

Mentre, Palau seguia a Londres, si bé ja pensant en el retorn a Barcelona (Figura
10). S’havien de superar tota una serie de dificultats de caire econdomic i Subirana

s’havia preocupat de mirar de trobar-li una solucié per quan tornés:

“El problema grave es el de tu situacidon en los préximos meses (....) El Dr. Pascual a
menudo me habla preocupado por tu situacién, creo que tiene ganas de ayudarte, pero

no sé como. Me dijo que deberias pedir una beca March para el extranjero y prolongar

142 JAS a JP, Barcelona, 8-3-65.

143 Per més detalls sobre la situacié universitaria de I’época, vegeu FERNANDEZ BUEY, ARGULLOL
i PEREZ (1977), Reeditat a LUSA MONFORTE iROCA-ROSELL (2005). Vegeu també SANTESMASES
(2002a).
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tu estancia en Londres. Creo que dadas las circunstancias es quizas lo mejor que

podrias hacer si tu situacién personal lo permite”. 144

Subirana suggeria tota una serie de possibles solucions que passaven tant per
la beca March suggerida per Pascual i Vila, que implicaria allargar la estada a Londres i
per la qual cosa caldria la col-laboracié de Butler, com per beques d’ajut als graduats.
La Fundacién Juan March s’havia creat I’any 1955 i, des de 1956, havia concedit
beques, ajudes i premis a la recerca cientifica a les arees d’investigacié biomedica. Les
beques eren personals, per treballar a Espanya o a I’estranger i estaven lligades a un
projecte de recerca.

Subirana confiava en que, ni que fos de manera extraoficial, Pascual pogués fer
alguna cosa, com ara aconseguir que el nomenessin col-laborador eventual del
Consell, com havia passat al principi amb ell mateix. També confiava en que Prevosti el
proposés com ajudant del Consell, pero per a aix0 calia esperar a I’any segiient.!45
Mentre, la questié de I'ajut que havia d’arribar del Departament d’Agricultura dels EUA

seguia pendent de solucié:

“Hoy hay noticias de todos los colores. La peor de todas es que los americanos hicieron
una visita al patronato y oficiosamente declararon que no habian fondos para nuestra
propuesta hasta fines del 66 y aun con interrogante, a pesar de que nuestra propuesta
estd ya aprobada. La buena noticia es que me han nombrado colaborador del Patronato
Ramoén y Cajal, nombramiento que aun no es oficial, pero lo serd pronto. Esto abre
nuevas perspectivas y, sobre todo, espero que sirva para resolver mi situaciéon

econémica de un modo estable.” 146

Pel que feia a I'obtencié de financament dels EUA, com ja s’ha vist, s’havia

demanat una ajuda al Departament d’Agricultura. Amb data 21 de gener de 1965, van

144 JAS a JP, Barcelona, 1-4-65. Vegeu especialment també JAS a JP, Barcelona, 18-4-65.

145 Per més detalls sobre la solucié als problemes de Palau, vegeu JAS a JP, Barcelona, 18-4-65.
Segons consta al CV de Palau, va obtenir una beca individual de la Fundacién Juan March I'any
1966.

146 JAS a JP, Barcelona, 1-4-65.
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saber que el departament d’agricultura dels Estats Units havia aprovat el contracte

relacionat amb la PL-480, pero I'arribada dels diners encara podia trigar (Figura 11).147

3.2. La proposta de recerca als NIH

Les noves males noticies procedents dels Estats Units, en forma d’un nou retard
de I'ajut, va fer que decidissin demanar financament als National Institutes of Health

(NIH), malgrat les dificultats que podia representar aconseguir-ho (figures 12ai 12b):

“De todos modos, en vista de la lentitud del departamento de Agricultura, pienso probar
pedir una ayuda al NIH americano, que es mucho mas rapido, aunque dificil de
conseguir por la gran competencia que hay. Si pedimos la ayuda en Junio sabremos el

resultado en Diciembre”.148

El primer grup espanyol de recerca que havia rebut subvencié dels NIH, havia
estat el d’Alberto Sols del CIB/CSIC, des de 1961 fins 1967. Durant els primers anys de
la decada 1960s, el servei de salut publica dels EUA tenia dues oficines
administradores de beques, una de les quals eren els NIH, que constituien un conjunt
d’instituts dedicats a la recerca biomedica, amb un programa dedicat al suport a la
recerca no només dels seus centres, siné també d’aliens, incloent a alguns laboratoris
estrangers, conegut com extramural program. Les ajudes dels NIH també consistien en
beques personals de formacié postdoctoral als EUA per a persones que no treballaven
en aquesta institucié. El primer espanyol en aconseguir una d’aquestes beques va ser
Carlos Asensio, deixeble i col-laborador de Sols, I’'any 1959 (Santesmases i Mufioz,
1997a).

Els NIH concedien una sol ajut per grup de recerca, generalment improrrogable,
amb la finalitat de promoure que fossin els propis paisos en els quals treballaven els

investigadors sol-licitants els que s’encarreguessin posteriorment de continuar

147 JAS a JP, Barcelona, 11-2-65.

148 JAS a JP, Barcelona, 1-4-65. Vegeu figura 12, on es mostra aquesta carta completa. Cal
recordar que els treballs de Subirana a Harvard amb Doty ja havien rebut el suport dels NIH, i
també el treball de difraccié de RX fet a Rehovoth.
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subvencionant els seus cientifics. No es tractava, doncs, de proporcionar un ajut
permanent i els requisits per a la presentacié de la sol-licitud de subvencié no eren
senzills. El procés pel qual s’aprovaven les sol-licituds de subvencions a projectes de
recerca exigien una exposicio molt detallada dels métodes, tecniques i coneixements
al voltant del projecte presentat que era estudiat per un comité de cientifics
especialistes en el mateix tema. Aquests havien d’arribar a la conclusié que les
investigacions que es proposaven eren el suficientment importants i amb possibilitats
d’éxit com per mereéixer que els fos adjudicada una part del pressupost dels NIH.
També es demanava la valoracié de la despesa econdmica del projecte sotmes.

El programa extramurs dels NIH s’havia anat perfilant des de 1937 i es va
plasmar I'any 1945, com a fruit de la transformacié de les estrategies desenvolupades
en temps de guerra per altres agéncies governamentals nord-americanes, com ara la
Office of Scientific Research and Develelopment (OSRD), que havia quedat establerta
I'any 1952 per dirigir la recerca relacionada amb la defensa nacional (Fox, 1987;
Santesmases, 1998).149

La proposta es va enviar cap a principis de juny. Pel que feia al laboratori que
es volia posar en marxa, a I’espera de I'ajut america, “d’aparells res de res”, en
paraules de Pascual i Vila.’50 A més, la no concessié I'ajuda de la PL-480, va fer que
Miquel Vendrell, amb el qual havien establert contacte un temps abans per associar-lo
al seu grup, seguis una trajectoria diferent, vinculada a I’agricultura. Aquest, després
d’uns anys a I'estranger, EUA, Cuba i Australia, es va incorporar al Consell com expert
en fisiologia vegetal (Palau i Subirana, 1994).

Mentre, la situacié del grup de recerca seguia essent precaria mentre no es

pogués disposar d’un laboratori propi:

149 Els detalls sobre la peticié de subvencions als NIH i altres detalls al voltant de Sols, han estat
obtinguts de SANTESMASES (1998). Per més detalls del desenvolupament del programa
extramurs dels NIH, vegeu FOX (1987). En relaci6 amb en la transformacié d’estratégies
desenvolupades en temps de guerra, com ara la campanya “Atoms per a la Pau”, vegeu KRIGE
(2006).

150 JAS a JP, Barcelona, 2-6-65, 20-6-65.
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“La situacion de nuestro grupo de investigacidon aqui tiene aun varios problemas previos
que resolver, el mas grave tener un laboratorio de Quimica que dependa de nosotros, no
una taquilla sélo. Sin esto no se puede pensar en doctorandos. En este sentido es
bastante probable que consigamos reestructurar el laboratorio del Dr. Prevosti este

verano”. 151

Disposar de doctorands esdevenia imprescindible per a la posada en marxa de

la recerca:

“Ademas los doctorandos quieren hacer la tesis con catedraticos. Por otra parte, si no
obtenemos una ayuda econémica de algun lado, no es posible la ayuda de laborantes.
Espero que todo esto se resuelva dentro de unos meses, entretanto hemos pedido varias
ayudas y ahora estoy preparando la del NIH, que te mandaré incluyendo comentarios

sobre las histonas de equinodermos”. 152

Palau, des de Londres, havia revisat el projecte de recerca que es va presentar a
principis de juny de 1965 als NIH i que Subirana havia preparat. Pensaven que es
tractava d’una proposta prou raonable, també des del punt de vista economic i que
potser, si alguna cosa podia presentar problemes, seria I'analisi d’aminoacids. Cal
recordar que els aspectes economics eren analitzats detalladament des dels NIH.
Mentre, seguien aprenent a treballar amb les fibres de DNA i histona.!53

Per altra banda, I'obtenci6 d’un ajut per a Palau, en cas de no prorrogar la seva

estada a Londres, seguia pendent:

“Recibi tu carta del dia 2 y me alegra saber que, por fin hayas cobrado la ayuda del

Ayuntamiento. jYa era hora! Espero que también puedas prorrogar tu estancia unos

151 JAS a JP, Barcelona, 5-5-65.

152 JAS a JP, Barcelona, 5-5-65.

153 Palau tenia problemes amb el DNA i Subirana suggeria I’Gs de fibres comercials, com de fet
ja havia utilitzat en algun dels seus treballs anteriors. En aquells moments, la tasca de Subirana
a Barcelona consistia en I'aillament de les histones d’esperma de musclo.
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meses, pues por aqui veo dificil conseguir nada antes del 1-1-66, fecha en que veo

factible que te nombren ayudante cientifico del Centro de Genética”. 154

“Respecto a obtener una ayuda para ti lo veo dificil. EI Consejo casi seguro no te
ayudara. Prevosti tiene muy pocos fondos, en ultimo extremo quizds podria ayudarte
algo, muy poco. A Pascual tendrias que escribirle exponiendo tu situacién. El estd en
buena disposicion para ayudarte, pero no sé si puede. Aqui le han hecho varios
homenajes por sus setenta anos, dile que te adhieres a ellos, etc... Donde has de apretar
fuerte es con Butler y Wilkins, es donde creo mas factible que consigas alguna ayuda. Ya
me dirds como evoluciona esto (....) He consultado acerca de tu entrada en el Consejo y
eventualmente es possible que consigamos que entres directamente como colaborador.
Claro que esto depende en ultimo término del Tribunal que nombren. Esto seria para

enero de 1966 lo mas pronto”. 155

Calia doncs, presentar la documentacié necessaria al Consell i esdevenia de la
maxima importancia tenir el maxim possible de publicacions. Per aquelles dates, els
treballs de Palau s’estaven escrivint i tots tres van ser rebuts pels editors de les

publicacions escollides durant I’any 1966:

“Para ello es interesante que para el 15-X-65 tengas el maximo numero de
publicaciones y seria interesante que tuvieras ya algo, una nota quizds, aunque sea en

prensa, de tu trabajo sobre las histonas”.156

Mentre esperaven la solucié dels problemes esmentats, anaven perfilant quins
serien els instruments que podrien necessitar per engegar la seva futura recerca,
guiats en aquest cas per I’experiéncia que Palau estava adquirint en el camp de les
histones. Com s’ha anat veient, mentre Subirana comencava a treballar des de
Barcelona i intentava trobar una solucié economica per a Palau, aquest darrer, des de

Londres, aportava I’experiéncia directa en la recerca que es volia dur a terme:

154 JAS a JP, Barcelona, 5-5-65. L’ajuda de I'ajuntament de Barcelona que esmenta Subirana es
citada explicitament a PALAU & BUTLER (1966).

155 JAS a JP, Barcelona, 20-6-65.

156 JAS a JP, Barcelona, 5-5-65. Vegeu també JAS a JP 20-6-65 i 1-7-65.
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“Sobre el material para andlisis y caracterizacion de histonas, lo que me urgiria que me
dijeras es el material permanente, aparatos y semejante, de precio superior a 20000
ptas, con mencién de precio exacto y marca adecuada. Seguramente lo Unico necesario
sea una centrifuga refrigerada preparativa, colector de fracciones e instrumental para
electroforesis. De lo Gnico que no sé precios y marcas es de esto ultimo y convendria
que te enteraras lo antes posible y nos lo mandaras. Ademas todo aparato que

consideres necesario y no sea de vidrio”. 157

Entre juny i juliol de 1965 es van convocar oposicions a catedra a I’Escola
d’Enginyers. Temps enrere, com s’ha esmentat, Subirana havia reflexionat al voltant de
la importancia de ser catedratic, per la independéncia que donava i la possibilitat de
tenir una visié de conjunt de les qliestions de recerca. També hi havia la questié del
funcionament de la carrera investigadora dins del Consell. Semblava clar, doncs, que la
millor manera d’aconseguir la independéncia necessaria per dur a terme el projecte de
recerca, passava per guanyar l'oposicié a una placa de catedratic. Cal afegir que, com

feia poc havia comentat a Palau, era dificil tenir doctorands quan no s’era catedratic.158

“Hace unos dias llegdé tu carta y entretanto han sucedido cosas importantes. La mas
importante es que ha salido a oposicién una catedra en la Escuela de Ingenieros, que
incluye lo de Plasticos y a la que me voy a presentar, pues la coyuntura es muy
favorable. Lo que mas me atrae es que esto puede ser un paso importante hacia la
creacién de un centro de Quimica macromolecular que incluya una parte técnica y otra
bioldgica. Esto quiere decir que en los préoximos meses colgaré la bata y me dedicaré

plenamente a preparar la oposiciéon”. 159

157 JAS a JP, Barcelona, 5-5-65.

158 Vegeu JAS a JP, Rehovoth 16-1-64 i JAS a JP, Barcelona, 5-5-65. Les places de col - laborador,
com la que en aquells moments tenia Subirana, eren les més baixes de I’escalafé. Si bé I'any
1947 s’havien creat les de investigador cientific, les de professor d’investigacio, que es podria
considerar com alternativa a la docéncia universitaria, encara no existien, ja que no es van crear
fins el 1970.

159 JAS a JP, Barcelona, 1-7-65.
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L’estiu de 1965, Subirana es trobava, doncs, immers de ple en els tramits de les
oposicions a Catedra d’Enginyers, a Madrid, on s’havien de dur a terme les proves. Si
bé a primera vista semblava dificil relacionar-ho amb les seves intencions de fer

recerca en macromoléecules bioldgiques, aquest confiava en poder-ho combinar:

“La catedra a la que aspiro es de Tecnologia Quimica Organica, que incluye tecnologia
de plasticos, colorantes y petroquimica. Como puedes ver me viene bastante cuesta
arriba prepararla, pero parece que tengo muchas posibilidades de sacarla o sea que vale
la pena hacer el esfuerzo. Mi interés estriba en ser un fuerte punto de apoyo para un

grupo de investigacién”. 160

Paral - lelament, Palau va veure resoltes les seves dificultats economiques
gracies a la beca que va obtenir del Wellcome Trust, que va servir per poder acabar el
seu tercer treball produit a Londres, tot i que seguia pendent de solucié la seva
entrada al CSIC. Per altra banda, pel que feia el laboratori que s’havia de muntar al

Departament de Prevosti,

“esta casi construido, falta ahora poner una mesa de trabajo y una vitrina, lo cual es mas
delicado pues hay controversias con el Decano y demas por razones econémicas, pero

es de esperar que esto se solucione antes de Octubre”. 161

3.3. L’estada de Subirana a Houston i el retorn de Palau a Barcelona

Amb data 25 d’agost de 1965, Subirana va comunicar a Palau que, cap a finals
d’estiu marxaria cap els EUA, a Houston, per donar un curs de polimers i el curs de
bioquimica de Joan Ord, en qualitat de professor associat.'62 La connexié6 amb Oré
s’havia produit durant el congrés de la societat espanyola de bioquimica a Oviedo,
Asturies, el juliol del mateix any. Oré volia fer un any sabatic i va suggerir a Subirana

que anés durant un any a Houston, a donar les seves classes. Tenint en compte que

160 JAS a JP, Madrid, 10-7-65.
161 JAS a JP, Barcelona, 24-7-65.
162 1965-66, segons consta al seu CV.
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aquest estava preparant les oposicions a la catedra d’Enginyers, va plantejar-se
aguesta estada com un merit a aportar.163
El temari de les oposicions incloia el camp dels plastics, en el qual Subirana

volia aprofundir, cosa que I’estada a Houston permetria:164

“Por aqui estoy dando clases de polimeros para bidlogos y mas adelante las daré para
ingenieros. También me estoy relacionando con la industria quimica de aqui, con el

objetivo de familiarizarme con ella de cara a las oposiciones”. 165

Ni I’estada a Houston ni la preparacié de les oposicions feien deixar de banda
el projecte de grup de recerca a Barcelona. Per aquelles dates, un problema que els
seguia preocupant i que encara estava pendent de solucié era disposar de més

personal capacitat per treballar en el seu projecte de recerca:

“En cuanto a la gente que hay por el laboratorio, no hay nadie “Gtil” por ahora (....) Los
chicos que me ayudaban sirven para pequefias cosas: ir a buscar erizos, aislarles las
gbnadas, etc., pero no se les puede encargar ningun trabajo independiente, es decir, se
les ha de estar encima siempre.

Para pescar doctorandos se me habia ocurrido organizar un seminario sobre estructura
quimica de los cromosomas, invitando a los alumnos de Bioquimica (Calvet) y a los de

Prevosti de Genética y Evolucion (4° y 5° de Bioldgicas)”. 166

La idea de fer aquest curset va sorgir de Palau, que proposava fer-ho des de la
Asociacion Nacional de Quimicos Espafioles (ANQUE). Subirana creia més eficag fer-ho
des de la Facultat de Ciéncies i que Palau ho organitzés en tornar a Barcelona. Calia
pero, no donar la impressié d’estar tractant de treure doctorands a altres

catedratics.167

163 JAS a JP, Houston, 25-8-65, 8-9-65, 17-9-65. Entrevista de I'autor amb Joan Antoni
Subirana, 13 de juliol de 2005.
184 Subirana publica dos treballs relacionats amb els plastics: SUBIRANA (1964a) i SUBIRANA

& SEYMOUR (1965), aquest darrer publicat durant la seva estada a Houston.

165 JAS a JP, Houston, 23-10-65.
166 1hid.
167 1bid.

119



El treball en histones seguia present en la seva correspondéncia, a rel dels seus
contactes amb el grup de Lubomir Hnilica, del departament de bioquimica de la

Universitat de Houston:

“Por aqui voy manteniendo contacto con los histénicos y creo que podemos
hacer algo interesante. ( ... ) La verdad es que al volver a Espafia uno siente un “shock”
pues todo es mas problemdtico, sobre todo en nuestro laboratorio que aun no esta

formado y se ha de ir construyendo poco a poco, ve armandote de paciencia”.168

El problema de la situacié de Palau respecte del seu retorn a Barcelona depenia
principalment de la convocatoria de places del CSIC, que finalment es va produir I'any
1966. Palau va guanyar una placa de col-laborador cientific i es va incorporar al Centre
de Genética Animal i Humana, el departament de Prevosti, la qual cosa va permetre
que la col-laboracié cientifica amb Subirana es materialitzés, tot i que aquest darrer
seguia a Houston.

Si bé en aquest moment tots dos disposaven d’una placa de col-laboradors del
Consell, en cap cas va ser considerada com una solucié definitiva, tot i que pertanyer
al CSIC els permetia una certa tranquil - litat econdmica. Pero les seves idees al voltant
de la recerca passaven per posar en marxa un grup propi, i encara estaven pendents
de saber si podrien disposar de financament.

Es interessant establir una comparacié entre la situacié de Palau i Subirana i la
de Margarita Salas i Eladio Vifiuela quan, I’any 1967, van posar en marxa el seu grup
de recerca amb el fag ®-29 de Bacillus subtilis a partir del moment en que van
disposar de subvencions procedents dels EUA, gracies al recolzament d’Ochoa. El seu
programa de recerca va permetre formar un grup de deixebles gracies a les dotacions
de beques de Formacion de Personal Investigador (FPI) per a llicenciats no doctors,

creades cap a meitat dels anys 1960s, i de subvencions del Fondo Nacional para el

188 JAS a JP, Houston, 8-12-65. Els histdnics que esmenta Subirana sén el grup de Hnilica.
Aquest grup va contribuir a la obtencid de les cinc fraccions histoniques al mateix temps que
Johns. També van col-laborar en el volum de revisié de Phillips de 1971. La seva contribucié
va consistir en la revisé de la biosintesi de histones i el cicle cel-lular. Vegeu HNILICA et al.
(1971).
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Desarrollo de la Investigacion Cientifica. Es a dir, que van comptar amb becaris propis i
van poder iniciar els seus treballs d’investigacié.

Cal recordar que, si bé el Consell va ser la principal institucié dedicada a la
recerca a Espanya entre 1940 i 1970, els seus instituts es trobaven principalment a
Madrid i, més tard, a Barcelona. També cal tenir en compte que, I’any 1956, el 70% de
cientifics del CSIC treballaven a Madrid i, I'any 1970, el 54% encara ho feien en
instituts localitzats en aquesta ciutat. Durant el periode considerat, entre 1956 i 1970,
el creixement del personal del CSIC a Barcelona va ser des del 7,5 al 19%
(Santesmases, 1997b, 2001c¢).

Subirana i Palau, doncs, no podien prometre res a ningd, ja que tot depenia, per
una part, de les beques i, per I'altra, de la dinamica de funcionament del CSIC, que no

dominaven. Pel que feia a les oposicions a catedra a I’Escola d’Enginyers,

“No puedo decir nada, pues mientras no se convoquen las oposiciones, no pinto
nada alli. En resiumen, ni td ni yo podemos prometer nada a nadie para su futura

colocacién en Espafa, sélo que haremos todo para ayudar”. 169

No s’ha d’oblidar que en aquests moments, tot i que havien posat en marxa la
recerca, el grup no tenia entitat tot com a tal, és a dir, com un grup coordinat amb el
Consell. De tota manera, calia anar preparant el terreny i, com havien fet tots dos,
potser era més facil aconseguir que algun possible col-laborador anés a I’estranger

durant un parell d’anys:

“Otra reflexién que se le ha de hacer es que si tenemos alguna ayuda, “grant”, o
algo parecido, le ayudaremos todo lo que podamos a su vuelta si lo del Consejo no se ha
resuelto. Ademas hay las becas March, de Protecciéon Escolar y otras que pueden ser

ayudas convenientes”. 170

Les preocupacions pels aspectes economics i de personal no feien deixar de

banda els aspectes més directament relacionats amb la recerca:

169 JAS a IP, Houston, 30-1-66.
170 JAS a 1P, Houston, 30-1-66.
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“En cuanto a la parte profesional, para la buena marcha de nuestro grupo, creo
que nos interesa tener algun colaborador que se dedique a algin tema que requiera
profundizar en los métodos de andlisis (....) En este sentido pienso que seria bueno
tener a alguien trabajando en la quimica de péptidos: obtencién de oligopéptidos
sintéticos, reacciones especiales de aminoacidos, etc. Lo que hiciera al volver a Espafia
dependeria en gran parte de la experiencia que adquiriera. Personalmente hay varios
temas que considero interesantes, por ejemplo tratar de profundizar en la existencia y
composicién de los aminodcidos que parecen estar unidos a la cadena de DNA.
Averiguar como estan unidos quimicamente y su posible significacién biolégica. O
también mirar de profundizar en métodos histoquimicos de localizacién, para ver si se

puede distinguir, por ejemplo, entre dos clases de histonas diferentes.” 171

Un problema afegit era el que potser no tothom estaria disposat a sortir del
pais. En aquest sentit, Subirana suggeria un tema que potser podria interessar a algu
de quimica organica i que no caldria sortir fora per treballar-hi: caracteritzar els lipids

associats als cromosomes:

“Como sabes, todo el mundo habla de ellos pero nadie sabe quién son ..., por lo
que lo considero un tema muy interesante y con las técnicas que hay en el laboratorio de
Organica se podria hacer mucho. Te lo digo para que lo tengas en cuenta si te parece
puede interesar a alguien. De hecho se le podria proponer para entrar en el Consejo en

Octubre préximo, si al Dr. Prevosti le pareciera bién”.172

3.4. |Inicis d’institucionalitzacié de Ila recerca: la seccié de

biopolimers, 1966

Subirana va tornar de Houston cap a mar¢ de 1966. Mentre, Palau ja s’havia

incorporat com a ajudant del Consell a la Universitat de Barcelona. El que calia fer era

171 5obre aquests aspectes, vegeu JAS a JP, Houston, 23-10-65, 30-1-66.
172 JAS a JP, Houston, 30-1-66.
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posar el laboratori en marxa i en activitat, “amb cara i ulls”.173 Finalment, tots dos van
constituir un petit grup de recerca, la seccié6 de biopolimers, al Departament de
Geneética Animal i Humana (Cornudella, 2001; Subirana, 2004).

Prevosti va ser, doncs, essencial per poder engegar el grup després del retorn
de l'estranger. El projecte de recerca va rebre finalment la subvencié dels National
Institutes of Health (NIH) dels Estats Units que havien demanat i que els va ser
concedida (Subirana, 2004). Quasi simultaniament, els grups constituits per Margarita
Salas i Eladio Vifiuela, David Vazquez, Antonio Garcia Bellido i Angel Martin Municio, a
Madrid, també s’estaven posant en marxa.

Durant la seva estada al departament de geneética, Palau i Subirana van tenir els
seus primers col-laboradors: Adolfo Ruiz-Carrillo, la tesi del qual a ser dirigida per
Palau i llegida I’any 1970, Joan Ramon Daban i Oriol Cabré, estudiants que, I'any 1976,
llegirien les seves tesis doctorals, dirigides també per Jaume Palau. També cal fer
esment de Carmen Cozcolluela, que va publicar un primer treball amb Subirana I’any
1968 i va ser la seva primera doctoranda encara des del centre de Genética i va llegir la
seva tesi I'any 1971, aixi com Montserrat Pladellorens, qui la va llegir I’'any 1972. Un
altre dels primers col-laboradors del grup que cal destacar és Lluis Cornudella (Palau i
Subirana, 1994).174

L’estada de Subirana i Palau com a col-laboradors del Consell dins el Laboratori
de Prevosti va durar un any, després del qual es van convocar les oposicions a Catedra

a I’Escola d’Enginyers, placa que Subirana va guanyar I’any 1966.175

3.5. Conclusions

Mentre van durar les estades postdoctorals, Palau i Subirana van planificar,

madurar i posar en marxa el seu projecte de recerca dins la facultat de ciencies, amb el

173 JAS a JP, Houston, 16-2-66.

174 | a tesi d’Adolfo Ruiz Carrillo va dur per titol “Estudio Bioquimico de proteinas nucleares
basicas de equinodermos”. La tesi de Carmen Cozcolluela va dur per titol “Estudio Bioquimico
de proteinas nucleares basicas de moluscos”.

175 Entrevista de l'autor amb Joan Antoni Subirana, 11 de novembre de 2002. Per més
detalls al voltant de les intencions de Subirana al voltant de la catedra, vegeu JAS a JP,
Rehovoth, 9-3-64, 4-7-64, Barcelona, 1-7-65.
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recolzament del CSIC i els fons dels NIH. La seva formacid els va proporcionar els
coneixements, no tant sols de caire cientific, que els van permetre materialitzar el seu
projecte. Pero, a data de 1966, la situacido no era definitiva, ja que, per una banda,
Subirana engegara el seu grup a I’Escola d’Enginyers i Palau sera clau en la posada en
marxa d’un nou institut en I’ambit de la nova Universitat Autonoma. Per altra banda, la
preséncia de tots dos en els processos de consolidacié i legitimacié de la biologia
molecular estructural a Espanya, també jugara un paper principal en les seves carreres,

com sera estudiat en capitols posteriors.
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UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE
AGRICULTURAL RESEARCH SERVICE
EASTERN UTILIZATION RESEARCH AND DEVELOPMENT DIVISION
600 EAST MERMAID LANE
PHILADELPHIA 18, PENNSYLVANIA 19118

Januvary 21, 1965
AIR MAIL

Dr. J. A. Subirana

Catedra de Quimica Organica
Universidad de Barcelona
Barcelona, Spain

Dear Dr, Subirana:
We were very pleased to learn that you had finally received the
approved copy of UR=E25-(60)-41. This marks the first step towards

negotiations, which I trust will proceed smoothly into a grant
approval,

Figura 11: Fragment de carta del departament d’agricultura dels EUA a Subirana, 21 de
juny de 1965, sobre la peticié de financament. Arxiu de Joan Antoni Subirana
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Figura 12a: Carta de Subirana a Palau, 1 d’abril de 1965, sobre la posible peticié de
financament als Instituts Nacionals de Salut (NIH). Arxiu de la familia Palau
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Figura 12b: Segona plana de la carta de Subirana a Palau de I’1 d’abril de 1965. Arxiu

de la familia Palau
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Capitol 4
Retorns: de la Seccié de Biopolimers al Departament de

Quimica Macromolecular i I’lnstitut de Biologia Fonamental

La posada en marxa de la seccié6 de biopolimers va marcar l'inici de la
col -laboracioé cientifica real entre Palau i Subirana. Ara bé, la seva consolidacié6 com a
grup amb entitat propia encara no s’havia produit. En un lapse de temps curt, sense
per aixo deixar de col-laborar, les seves trajectories es van separar per donar pas a
dos grups en dues institucions diferents: el Departament de Quimica Macromolecular
(DQM) a I’Escola d’Enginyers i I'Institut de Biologia Fonamental (IBF) a la nova
Universitat Autonoma de Barcelona.

Del moment en que Subirana va arribar a I'Escola d’Enginyers data un
document, el discurs que va fer a la inauguracié del curs 1967-68, que desenvolupa
moltes de les idees al voltant de la recerca i de les politiques cientifiques que havien
anat sorgint en la seva correspondéncia amb Palau i que permet situar el seu grup en
un context ampli. De la mateixa época data el document referent a I’organitzacio de
I’IBF, que expressa idees semblants. Tots dos documents es situen en el context de la
posada en marxa d’institucions internacionals relacionades amb [’establiment i
legitimacio de la biologia molecular a Europa i en la repercussié que va tenir en els

grups de recerca espanyols.

4.1. Interessos i sabers de Subirana: el discurs a [|’Escola

d’Enginyers i la incorporaci6é a la Catedra

Tal com s’ha pogut constatar en estudiar la correspondéncia entre Subirana i
Palau durant la seva etapa de formacié postdoctoral, sempre van tenir com horitzé el
retorn per tal de comencar una linia de recerca integrada en les institucions locals i el
conseqlient interes en els processos que s’estaven donant tant a la universitat com al
CSIC, i amb les politiques que hi estaven relacionades. Aquests trets van ser compartits

per altres cientifics espanyols que havien seguit trajectories semblants.
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En aquest punt és d’interés destacar i estudiar el discurs que va fer Subirana el
dia 6 d’octubre de 1967 a I’Escola d’Enginyers, en ocasié de la cerimonia d’inauguracio
del curs académic en el qual, donada l'audiencia a la que es dirigia, els aspectes
industrials hi van ser molt presents, aixi com els seus propis interessos relacionats
amb la recerca.'76 Si bé en part autobiografic, el discurs s’insereix en el context
espanyol del moment, en el que es va coneéixer com el desarrollismo, amb un to
clarament hereu de I'autarquia i expressa el pensament oficial del CSIC, donades les
continues referencies al paper que havien de jugar les indlstries com a suport per a la
recerca (Figura 13).

En aquest sentit, calia desenvolupar una politica cientifica, malgrat estar en una
etapa de dependencia tecnologica de I'exterior. Calia vigoritzar I’esforc cientific per tal
d’evitar que la industria quedés condemnada a viure permanentment supeditada a
I'estranger. S’havia d’assimilar el progrés tecnologic que arribava de fora i, sobre
aguesta base, dur a terme la propia tasca cientifica.177

Subirana criticava el paper jugat pel CSIC, que considerava desigual en el tracte
amb les diferents disciplines i també per la seva rigidesa administrativa en els credits i
en la promocié del personal cientific, qliestié que I’havia afectat directament aixi com
també a Palau. Alguns d’aquests defectes en [I’actuacié del CSIC serien una
consequiéncia de la petita magnitud numerica de la comunitat cientifica espanyola, que
produia un éxode dels cientifics cap a I’estranger. Sorgia, doncs, la necessitat
d’integrar la tasca d’investigacié pura propia del Consell en ambits més amplis com
CERN i EMBO. Llavors, la funcié del CSIC hauria de ser crear una infrastructura per a
tota la recerca espanyola i tenir una actitud de portes obertes que facilités
I’apropament de la industria.

Caldria, doncs, una planificacié intel-ligent que permetés que el cientific

pogués desenvolupar la seva tasca i aquest hauria de saber conjugar el problema que

176 Aquest epigraf recull les idees desenvolupades a SUBIRANA (1967) i la seva relacié amb el
context del moment.

177 Per a més detalls d’aquest periode, des de l'autarquia fins el desarrollismo, vegeu SANZ
MENENDEZ i LOPEZ GARCIA (1997). En aquells moments s’estaven prenent unes primeres
mesures en aquest sentit amb la creacio de la comissié delegada del govern en politica cientifica
i de la direccié general de promocio i cooperacio cientifica.
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volgués estudiar amb el material i la tecnica més adequada per resoldre-ho. Tot plegat
es trobaria fortament condicionat per les subvencions i per I’eco social que assolissin
els seus resultats, per I'opinié de la comunitat cientifica en relaci6 amb I'originalitat
del seu treball i la comparaci6 amb la recerca d’altres laboratoris. D’aqui la
importancia del marc institucional, que hauria d’afavorir la llibertat d’eleccié i la
interaccié amb altres disciplines.

Aconseguir aquesta dedicacié passava per una planificacié i per la creacid
d’'unes condicions socials favorables per al desenvolupament eficac de les
personalitats cientifiques: el cientific havia de tenir reconeixement social i la seva feina
havia de ser valorada. La fugida de cervells només es podria frenar i, fins i tot invertir,
si la industria s’interessava en la recerca i I’Estat ho complementava amb les mesures
necessaries que incloien, com s’ha dit, la integracié6 d’aquesta en ambits
internacionals. En aquest sentit, el discurs de Subirana s’ha de situar en el context
internacional de la fundacié d’EMBO, I'Organitzacié Europea de Biologia Molecular, i
també del retorn dels seus companys de generacié després de les seves estades
postdoctorals a I’estranger.178

A principis de la década dels 1960s, els bidlegs moleculars europeus estaven
convencuts que s'havien de prendre mesures immediates per tal d'enfortir el seu camp
i tancar la rasa existent entre les dues ribes de I'Atlantic. Diversos paisos, com ara el
Regne Unit, Franca, ltalia, Suissa i Alemanya, havien establert o estaven establint
centres nacionals de recerca en biologia molecular que trencaven les tradicionals
separacions entre disciplines. Altres, notablement Espanya com s’esta veient, estaven
donant passes fermes cap a la construccié de les seves capacitats nacionals (Krige,
2002).

A data del discurs de Subirana, els bioquimics i bidlegs moleculars espanyols

havien tornat o estaven tornant al seu pais un cop acabades les seves estades

'8 El financament inicial d'EMBO va provenir de fundacions privades, especialment de les
fundacions Volkswagen i Gulbenkian i de la industria, com ara Shell. El suport governamental es
va institucionalitzar amb la creacid, I'any 1968, de la conferéncia europea de biologia molecular
(EMBC), que va associar catorze Estats amb |'organitzacié. Al voltant de la creacié d’EMBO, vegeu
KRIGE (1997, 2002). Per una narracié general de la historia d’aquesta organitzacio, vegeu
STRASSER (2003).

131



postdoctorals a centres de recerca estrangers, com també havia estat el seu cas i el de
Palau. Aquests investigadors espanyols van esdevenir extremadament influents en
introduir i promoure la recerca espanyola en biologia molecular. Les seves arees de
recerca van ser el resultat del seu aprenentatge a aquests centres més que no pas la
seva experiencia prévia de postgraduats a Espanya i van contribuir a la recerca i a
I'aprenentatge en un pais que havia estat allunyat del desenvolupament d'aquest camp
de la biologia.179

Malgrat la manca de suport per a la seva recerca experimental, tots ells van
decidir tornar i enfrontar el repte de construir la seva carrera academica al seu pais de
naixement. Els interessos professionals es van barrejar amb els personals i la
identificacié nacional i els lligams personals, a vegades, van ser més forts que les
promeses d'exit en una carrera cientifica a I'estranger. Els coneixements i habilitats de
laboratori, en alguns casos propers a la biologia molecular, havien estat introduits
abans a Espanya, perd0 va ser la seva experiencia a l'estranger la que els va
proporcionar ser reconeguts com experts. Aquest reconeixement també els va venir de
la publicaci6 dels seus treballs a les revistes més conegudes del moment.
(Santesmases, 2002a).

Tots ells compartien uns trets comuns: s’havien format a I'estranger i van ser
influents en l'establiment dels seus grups de recerca i en les negociacions per al
disseny i creacié6 de nous centres de recerca a Madrid i a Barcelona. També varen
exercir la seva influéncia a través dels seus treballs i en la formacié dels seus graduats.
Tot el grup va treballar en centres del CSIC i van ser escollits membres d'EMBO, el
primer, Subirana, I'any 1967, seguit, uns anys després, per Palau i Martin Municio. En
el cas de Subirana, del to general del discurs i de la correspondéncia mantinguda amb
Palau, sembla desprendre’s el desig de voler exercir influéncia academica en un sentit
ampli: des del punt de vista de I'organitzaci6 de la recerca, del funcionament del grup,
i també en les politiques cientifiques que haurien de fer-ho possible.

El discurs és important perque permet situar a Subirana en el seu desti

professional definitiu, dins d’una escola técnica on haura de fer una tasca de tipus

179 Els grups els van constituir Margarita Salas i Eladio Vifiuela, David Vazquez, Antonio Garcia
Bellido i Angel Martin Municio, a Madrid, i Joan Antoni Subirana i Jaume Palau, a Barcelona.
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industrial en relacié amb la docéncia i la seva recerca bioldgica, que va ser possible
gracies, en una primera etapa, al financament nord-america que els va permetre
negociar el desenvolupament d’aquest tipus de recerca en un espai que no semblava el
més adient.180

El curs 1966-67, Subirana es va incorporar com a catedratic i es va encarregar
de donar totes les materies assignades: tecnologia quimica organica, plastics i
polimers, colorants i petroquimica. Ja el segon any, un adjunt va donar la
petroquimica, mentre Subirana donava colorants i les que considerava més importants:
plastics i polimers.’8 L’any 1969, la Seccidé de Biopolimers es va traslladar a les seves
dependeéncies i, fins la posada en marxa del Institut de Biologia Fonamental (IBF) també
I’any 1969, Palau i Subirana van treballar conjuntament des de I’Escola d’Enginyers.182

El trasllat a la Diagonal va suposar, doncs, la separacié fisica de la Seccié de
Biopolimers del Centre Coordinat de Genética Animal i Humana de la Gran Via, el
departament de Prevosti. Davant d’aquesta circumstancia es va sol-licitar I'autonomia
a Madrid i el CSIC la va concedir I'any 1970 en forma d’una nova coordinacié amb

I'organisme: el Departament de Quimica Macromolecular (DQM)(UPB, 1977).

4.2. Biofisica a Espanya: la seva consolidaci6 en un context

internacional

El programa de recerca dissenyat per Palau i Subirana havia rebut el

financament dels NIH i comencava a produir resultats en forma de publicacions i de

180 Entrevista de l'autor amb Joan Antoni Subirana, 13 de juliol de 2005. Per un coneixement
detallat del procés de transformacié dels ensenyaments tecnics a Catalunya i de les catedres
especials a la Universitat Politécnica, vegeu LUSA (2000) i LUSA i ROCA-ROSELL (2002). Per a
coneéixer la situacié economica en relacié amb la industria quimica durant I'autarquia i els anys
posteriors, vegeu PUIG RAPOSO i LOPEZ GARCIA (1992). Per més detalls al voltant de la
reconstruccio universitaria després de la guerra civil, vegeu SANTESMASES (2001 c).

181 Entrevista de I'autor amb Joan Antoni Subirana, 13 de juliol de 2005.

182 Sj bé la primera memoria de recerca del IBF és de 1970, el document “Esquema comprensivo
de misiones y normativas basicas del Instituto de Biologia Fundamental de la Universidad
Auténoma de Barcelona” esta datat el 17 de juliol de 1969. Aquest document es troba dipositat
als Arxius generals de la Universitat Autonoma de Barcelona, a Bellaterra, a la capsa P-2808. La
resta de documentacio referida al IBF es troba dipositada en aquests mateixos arxius.
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tesis doctorals. Per la mateixa época es van produir una série de fets, alguns d’ells
relacionats de forma directa amb el seu grup i amb la situacié de la recerca a Espanya,
entre els que cal fer esment del procés de reforma educativa que va posar en marxa
José Luis Villar Palasi, ministre d’educacié entre el 18 d’abril de 1968 i I’11 de juny de
1973, dels contactes de Subirana amb Alexander Rich, crucials per posar en marxa el
futur laboratori de RX a Barcelona, dels quals se’n parlara detalladament més endavant
i del procés d’establiment i legitimacié en un context internacional del que es coneixia
com biofisica.'83

Es justament en relacié amb aquest context internacional on s’han de situar els
contactes establerts per Subirana amb la Unid Internacional de Biofisica (IUPAB) i amb
John Kendrew, i el debat que es va produir en els grups espanyols de biologia
molecular. Com es pot veure un cop més, no només es van desenvolupar les linies de
recerca, sind que es van ampliar els contactes internacionals que, tant per Subirana
com Palau, eren considerats del tot imprescindibles per poder dur a terme la seva
tasca.

Com s’ha vist anteriorment, durant la década dels 1960s, a Espanya havia
sorgit una comunitat de bioquimics i bidolegs moleculars. Una de les estratégies per a
la seva legitimacié, tant institucional com experimental, va ser la seva participacié
activa en els origens de la Federacié Europea de Societats Bioquimiques (FEBS) i de la
Conferencia Europea de Biologia Molecular (EMBC). En el cas espanyol, es va donar una
coincidencia d’objectius entre els bioquimics i els bidlegs moleculars a I’hora de
buscar aquesta legitimacié i la seva capacitat per a aconseguir-ho els va venir
facilitada pels enfocaments de caire molecular aplicats a les ciéncies biomediques i la
seva creixent fama internacional i per un context de politica cientifica i universitaria
susceptible de renovacié al que ells mateixos van contribuir, com s’esta veient en el

cas de Palau i Subirana (Santesmases i Muioz, 1997a; Santesmases, 2001c).184

'8 Com es veura a I'epigraf segient, la biofisica es definia com un camp d’estudi ampli perd
sense limits definits, on es van aplicar principis fisics i fisicoquimics a la recerca en biologia. Per
més detalls, vegeu DE CHADAREVIAN (2002).

184 Per més detalls, vegeu el cas de Sols i el CIB, del que s’ha parlat en capitols anteriors: a
SANTESMASES i MUNOZ (1997b) i SANTESMASES (1998)
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Dins del procés d’establiment de les organitzacions cientifiques espanyoles
dedicades a la bioquimica i a la biologia molecular, hi van haver dos grups que van
actuar separadament: la Societat Espanyola de Bioquimica (SEB) i la Reial Societat
Espanyola de Fisica i Quimica (RSEFQ). Els membres de la SEB eren bioquimics formats
a I’estranger, que van fer servir els seus lligams personals amb cientifics amb els que
havien treballat durant les seves estades postdoctorals per a guanyar legitimitat
internacional i van participar tant en la fundacié de la Unié internacional de Bioquimica
(IUB) com en I'establiment de la FEBS el 1964. Els membres de la RSEFQ, que procedien
de la quimica i entre els quals s’hi trobava Subirana, també s’havien format a
I'estranger, per0 cercaven legitimacié interna. Aquests van formar una seccié de
biofisica al seu si i van ser els que van establir els contactes amb la IUPAB, com es

veura més endavant.185,

4.2.1. El fracas de la institucionalitzacié de la biofisica: contextos

nacionals

La biofisica ja existia abans de la Segona Guerra Mundial, pero va guanyar un
nou protagonisme durant els anys posteriors.186 La biofisica era un camp d’estudi
ampli pero sense limits definits, on es van aplicar principis fisics i fisico-quimics a la
recerca en biologia. Perd el que es considerava biofisica depenia del que significava
per als que la practicaven. Excloent la bioquimica i la fisiologia, quedava un ampli
camp d’estudi en el qual les fronteres quedaven poc definides. En particular, la
reestructuracio i expansié de la recerca medica després de la segona guerra mundial

va ser una part integral més que no pas una conseqiiéncia dels nous enfocaments en el

185 Al voltant del procés de creacié de la SEB, vegeu SANTESMASES i MUNOZ, (1997a);
SANTESMASES, (2001b, 2001c¢).

186 El primer projecte d’un institut dedicat a la biofisica al Regne Unit data de I’any 1937. L'any
1944, en el context del desenvolupament de les ciéncies després de la guerra, Archibald Hill va
presentar un esborrany de document titulat The need for an institute of Biophysics. El
Memorandum i altres documents que proposaven la creacié6 d’un “Cavendish Laboratory for
biologists and doctors”. Archibald Hill, fisidleg i science adviser, entre d’altres titols, va ser
Iautor del memorandum esmentat. Per més detalls al voltant d’Archibald Hill, vegeu DE
CHADAREVIAN (2002), pag. 52.
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camp de la biologia. Les exigéncies de la guerra i I’expansié posterior de la fisica aixi
com de les ciencies biomediques, incloent les demandes per a més recerca fonamental,
van funcionar com un selector i promotor poderds d’algunes d’aquestes primeres
iniciatives.

Els fisics, els biolegs i altres cientifics van participar en I'expansié de la
biofisica a la postguerra, aprofitant els avantatges proporcionats pels llegats de la
mobilitzacié cientifica durant la Segona Guerra Mundial. Fer émfasi en els llegats de la
guerra no vol dir oblidar I'impacte dels desenvolupaments que s’havien produit abans
del conflicte ni, especialment, el paper jugat per la Fundacié6 Rockefeller en la
promocié dels enfocaments fisico-quimics en les ciencies de la vida.'8” Els estudis
estructurals de la molécula de la penicil-lina i les expectatives generades d’aplicacio
rapida de la recerca biologica basica a la medicina van jugar una part important en les
vicissituds de la biofisica de postguerra, aixi com I'atraccié que va exercir I'is de les
tecniques fisiques per a finalitats pacifiques.188

Al Regne Unit, la biofisica de postguerra va incloure recerca tant diversa com
electrofisiologia, cristal-lografia de proteines i estudis de radiacions i el Medical
Research Council (MRC) va esdevenir un dels principals patrocinadors del camp. La
unitat d’estudi de I’estructura molecular dels sistemes biologics del MRC a Cambridge
va ser una de les institucions creades sota aquest paraigua (de Chadarevian, 2002).

La biofisica es plantejava disposar d’institucions propies que haurien de
proporcionar formacio i promoure la recerca en I'aplicaciéo dels metodes de la fisica a
questions biologiques i, per aquest motiu, no semblava integrar-se en els
departaments universitaris preexistents. Tots els avencos tecnologics desenvolupats
durant la guerra eren un repte per a la seva aplicacié a la biofisica, tant pel que feia a
recerca com a meétodes aixi com als contactes que caldria establir amb les universitats,

els governs i les induastries. Calia establir relacions amb els departaments

187 ABIR-AM (1982, 1984). Vegeu també les respostes a aquest treball: BARTELS (1984), FUERST
(1984), OLBY (1984) i YOXEN (1984).

188 Al voltant d’aquesta questié vegeu DE CHADAREVIAN (2002). Pels treballs estructurals en la
penicil - lina de Dorothy Crowfoot-Hodgkin, vegeu FERRY (2000).
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governamentals que podrien proveir els fons necessaris ja que els costos de
construccio d’edificis, d’equipament i de personal serien considerables.189

En aquest cas britanic, la unitat de biofisica dirigida per John Randall, que es va
establir al King’s College de Londres l'any 1947, es va trobar amb dificultats
relacionades amb aspectes d’autoritat i competencia a I’hora de definir les necessitats
de la recerca i el control dels pressupostos per a desenvolupar-la, que havien de ser
renegociats després dels canvis que s’havien produit després de la guerra, la qual cosa
requeria crear els canals administratius i I'espai institucional per a la biofisica.90
Aquest projecte va preparar al cami per a altres propostes en el camp, especialment la
de Lawrence Bragg de posar en marxa el seu grup de cristal-lografia de proteines a
Cambridge, que confirmaria un cop més la implicacié6 del MRC en el camp de la
biofisica. Aquesta institucio tenia les seves raons per donar suport al grup de Bragg a
Cambridge: durant la guerra, Dorothy Hodgkin i els seus col-laboradors havien
proporcionat proves concloents de [I’estructura de la penicil-lina mitjancant les
tecniques de cristal - lografia de RX (de Chadarevian 2002).

Fins i tot si el cami seguit per Hodgkin no hagués portat a bona fi pel que feia a
I’estructura d’aquesta molecula, la feina feta havia proporcionat el reconeixement de
que aquestes tecnigues eren una eina analitica util per a la determinacié de I’estructura
de biomolécules complexes. La cristal - lografia de proteines representava un nou repte
i tenia unes perspectives d’aplicaci6 medica considerables: la molecula de la
hemoglobina es trobava al centre dels esforcos de Max Perutz i John Kendrew.

Al Regne Unit, I'orgull nacional i la competici6 amb els EUA també van jugar el
seu paper. Pero, a més, la proposta del grup de Cambridge s’ajustava al nou
compromis del MRC amb la biofisica i el seu desig declarat de guanyar-se els fisics i

els quimics per aplicar les seves tecnologies a problemes meédics i bioldgics.

189 |bid. EI document de Hill llistava tot un seguit de noves fites tecnoldgiques en els camps de la
fisica i de la medicina: isotops, entre ells els radioactius, radio i radar, microscopia electronica,
técniques ultrasoniques i de buit, electronica, quimioterapia, insecticides i repel-lents, virus,
neurologia i fisiologia del vol. Per més detalls, vegeu DE CHADAREVIAN (2002).

190 En la segona proposta de Randall a la Royal Society, aquest va proposar dirigir la recerca cap
els factors fisics que afectaven la mitosi i la divisio cel-lular. La proposta final s’organitzava al
voltant de la utilitzaci6 de metodes fisics per a la recerca en estructures subcel-lulars,
especialment als cromosomes. Vegeu DE CHADAREVIAN (2002).
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En el cas nord-america, els costos eren una qliestid important a tenir en
compte i també es discutia el que era considerat recerca fonamental o aplicada i el lloc
que havia d’ocupar la recerca medica en aquest context. Com al Regne Unit, la
biofisica ja s’havia comencat a desenvolupar abans de 1945 i volia situar-se com una
disciplina totalment institucionalitzada, en el mateix context de rentat de consciéncia
posterior a la bomba atomica i comptant amb el suport de Warren Weaver, responsable
del programa de ciencies de la vida de la Fundacié Rockefeller. En aquest cas, la
institucié implicada va ser la seccié de biologia del MIT dirigida per Francis Schmitt,
que comptava amb un programa de recerca en biofisica dedicat a les millores en el
processament d’aliments, en fibres i en altres productes naturals i en instrumentacié
medica.’?!

La recerca al MIT va disposar d’amplis recursos per a desenvolupar I'estil de
biologia big science basada en I’Gs intensiu de les tecnologies i va venir definida pel
paper central jugat per la instrumentacid, en aquest cas pel microscopi electronic,
considerat com |'eina més poderosa en la recerca biofisica, que es complementava
amb les tecniques de difraccié de RX, les ultracentrifugues i aparells de cromatografia,
que haurien de permetre caracteritzar les macromolecules i quantificar la seva
organitzaci6.92 La biofisica hauria de permetre saber com es construia el protoplasma
cel-lular i com podria ser reconstruit. Les tecnologies avancades que ho haurien de fer

possible serien una nova generacié de microscopis electronics, que haurien de

191 Durant la guerra, al MIT es van seguir dues linies de recerca, cadascuna amb el seu propi
microscopi electronic. Una primera, classificada, de recerca en curacio de ferides i de
desenvolupament de sutures artificials i pell feta d’extrusions i filats de col-lagen purificat. Una
segona, no classificada, de recerca basica en arquitectura i autoensamblatge de macromolécules
fibroses, particularment col-lagen i proteines musculars. Els anys 1949-50, el departament de
biologia del MIT disposava de quatre ME, quatre unitats de RX, quatre ultracentrifugues i quatre
espectrofotometres,.... Per més detalls, vegeu RASMUSSEN (1997).

Al voltant del programa de la Rockefeller Foundation en ciéncies de la vida, vegeu ABIR-AM
(1982) i KAY (1993).

192 Durant la guerra, Schmitt havia intentat articular una visié de sintesi de les tres agendes del
seu departament: “biologia fisica i quimica”, “biofisica i bioquimica” i “enginyeria biologica”, si bé
al final del conflicte aquestes distincions s’havien evaporat i els graduats es podien doctorar tant
en biofisica com en bioquimica. Cal esmentar I'abséncia de genética o de qualsevol tipus de
zoologia o botanica, excepte el que pogués ser englobat dins de la microbiologia, citologia o
fisiologia general.
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permetre resoldre els principals problemes de la biologia molecular, especialment en
I’estudi de les proteines fibroses (Rasmussen, 1997).

Un cop considerats els dos casos, cal tornar-se a plantejar la mateixa pregunta:
la biofisica, jera quelcom realment nou? O només era un terme més de moda per als
desenvolupaments que s’havien produit abans de la guerra? El poder de la nova
instrumentacid, més que potser els problemes biologics especifics, va proporcionar la
legitimacio per als primers projectes i la mobilitzacié generada per la guerra no només
havia produit nous instruments sin6 el personal amb les habilitats requerides per a la
biofisica. A més, la fisica nuclear va obrir un gran camp de recerca dins les ciéncies de
la vida que incloia I’estudi dels efectes de la radiaci6 en el cos i la manera de protegir-
se’n, aixi com I'Us terapeutic de la radiacié i també dels isotops com a marcadors en
recerca biologica i diagnosi medica. Els estudis dels efectes de les radiacions aixi com
els primers experiments amb isotops ja havien comencat durant el periode
d’entreguerres, perd aquesta branca de la biofisica es va expandir realment després
del conflicte, quan va oferir possibilitats de treball a metges, biolegs i fisics. La
biofisica britanica, doncs, es va aprofitar tant de la mobilitzaci6 medica al voltant del
desenvolupament de la penicil -lina com del desencis i les noves eines tecnologiques
derivades de la bomba atomica (Rassmusen, 1997; de Chadarevian, 2002; Krige,
2006).

Els practicants de la biofisica sostenien diferents visions del que aquesta era,
questié que es feia palesa a I'editorial del primer volum de la revista Progress in

Biophysics and Biophysical Chemistry, signat per John Randall i John Butler, ’any 1950:

“The editors have had some difficulty in deciding what is the proper field to be covered
by reviews of recent progress in biophysics. Excluding biochemistry on the one hand and
physiology on the other, there lies between a vast and rather amorfous field of study of

which the frontiers and lines of demarcation are anything but well defined”.193

193 Citat per DE CHADAREVIAN (2002), p. 77: BUTLER & RANDALL (1950). “Preface”, Progress in
Biophysics and Biophysical Chemistry 1: vii.
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La revista esperava oferir quelcom a tothom i proporcionar un lloc de trobada
per a tots els que treballaven en biofisica en un sentit ampli del terme. Les connexions
entre els biofisics britanics i nord-americans, i la discussié sobre el que era o no era la
biofisica, s’estaven produint. Paral - lelament, es van donar les primeres passes per a la
seva institucionalitzacio. Ja I'any 1931, Archibald Hill havia publicat una serie de
classes sota el nom de Adventures in Biophysics, on afirmava que si bé el terme
biofisica havia arribat a ser d’ds comi, no tenia una definicié clara. Aquests treballs de
Hill van ser publicats novament I’any 1956 a Science i van servir per donar el to a la
reunié constituent de la American Biophysical Society d’aquell mateix any.194

Quatre anys més tard, I’'any 1960, va ser fundada la British Biophysical Society.
Malgrat I'amplia acceptacié del terme biofisica i dels esforcos per establir-la com una
disciplina académica, mai no va ser un camp clarament definit. Aixi, amb el temps,
I’atraccié del terme es va esvair. Pel mateix temps en que es fundava la societat de
biofisica britanica, Kendrew, que en va ser el primer el seu primer secretari honorific,
ja estava d’acord amb Paul Doty en que el terme bijologia molecular més que no pas
biofisica era el més apropiat per a descriure la tematica de la revista Journal of
Molecular Biology. A Cambridge, la biologia molecular s’havia construit sobre els
llegats de la biofisica de postguerra (de Chadarevian, 2002).

El titol provisional d’aquesta nova ser Journal of Molecular Biophysics, i la seva
posada en marxa s’estava negociant durant la primavera de 1957, al mateix temps que
els plans pel laboratori de biologia molecular de Cambridge. En opinié de Doty, calia
una revista de biologia molecular, ja que tant aquesta com la biofisica s’estaven
convertint en les subdivisions naturals de I'aplicacié de principis fisics i fisico-quimics

a la biologia, i un nou titol del tipus biofisica molecular es prestaria a confusié. En

194 Per a més detalls al voltant d’Archibald Hill, vegeu nota 186. Previament, I’any 1955, s’havia
discutit quan i com s’hauria de fundar una societat de biofisica. Amb fons dels NIH, I’any 1956,
es va financar la nova Biophysical Society. Va ser en aquesta trobada on va circular I'article de
Hill esmentat abans, que definia la biofisica de la manera vaga i inclusiva que Schmitt aprovava.
En aquells moments, sempre segons els criteris de Schmitt, la biofisica havia d’incloure les
segiients arees principals de recerca: quimica fisica de macromolécules, rutes energeétiques
biologiques, estructura i funcié dels teixits connectius i de les proteines de la musculatura, acids
nucleics i sintesi de proteines (genética molecular), arquitectura cel-lular i fisiologia dels
nervis/funcié cerebral.
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aquest sentit, cal ressaltar que aquesta terminologia va ser encunyada pels promotors
d’aquesta publicacié, i no existia cap departament académic amb aquesta
denominacié. Seguint Doty, “la biofisica com a tal esta comencant a tenir una
connotacié de no estar implicada en la vessant molecular i d’estructura molecular de la
biologia, sind en I'aplicacié directa de les grans subdivisions de la fisica classica a

I'estudi dels sistemes biologics com un tot”. En una carta posterior, deia:

“The more | hear and think about the problem | believe that Biophysics will take shape as
the field of work of frustrated physicists who turn to biology and who do not know or
learn anything about structrure. In this sense, molecular biology will take its place
midway between biochemistry and biophysics and | think have the best of both

worlds”.195

Es interessant fixar-se en les paraules de Doty i en la retorica emprada, en un
moment en que s’estaven produint negociacions per definir i establir espais académics
per a la biologia molecular. Quan expressa que aquesta s’havia d’implicar realment en
la vessant molecular i estructural de la biologia i no quedar només com el resultat d’un
procés de transferencia de tecnologia, Doty esta parlant d’ell mateix, la qual cosa és
inseparable de la politica académica a la que esta sotmeés i de la seva recerca. També
s’estava produint una redefinicié d’espais i s’estava negociant per establir consensos:
la biofisica no va prosperar i la biologia molecular va ocupar el seu espai, ja que no va
acabar establint-se com una disciplina.

Segons Rasmussen (1997), un dels factors més importants en el fracas d’aquest
intent va ser voler incloure la quimica fisica de proteines i d’acids nucleics sota el
paraigua de la biofisica, la qual cosa els va portar a competir amb els bioquimics, que
reclamaven aquest territori com a propi. Seguint Kohler (1982), molts bioquimics
pensaven que els nous noms eren estrategies per separar de la bioquimica noves arees
de recerca i convertir-les en disciplines separades. La bioquimica va adoptar

rapidament els meétodes de la quimica fisica a finals dels 1950s i principis dels 1960s i,

195 Carta de Doty a Kendrew del 14 d’octubre de 1957, citada a DE CHADAREVIAN (2002),
pagina 208.

141



si no hagués estat aixi, potser els cientifics que aplicaven la quimica fisica a les
macromolecules bioldogiques haurien quedat sota el paraigua de la biofisica. El
principal punt de connexi6 entre la bioquimica i la biofisica es trobava en I’area de la
quimica fisica dels sistemes bioldgics. Mitjancant la quimica fisica, els biofisics haurien
d’explorar les propietats de les interaccions de les macromolecules: amb I'ajuda de la
cristal - lografia i dels metodes fisico-quimics, la biofisica havia de determinar primer
de tot la configuracié detallada de les cadenes moleculars de les que estaven
construides les macromolécules. Entesa la biofisica d’aguesta manera, la bioquimica es
va expandir a costa seva.'9%

La creacid de les societats de biofisica britanica i nord-americana, la posterior
creacio de la International Union for Pure and Applied Biophysics (IUPAB) I'any 1961 i
les relacions entre Doty i Kendrew sén el conjunt de circumstancies en que Subirana va

ser contactat per tal d’establir la seccié espanyola de la unié internacional de biofisica.

4.2.2. Els contactes de Subirana amb la IUPAB i la Primera Reunié

de Biofisica

Ja 'any 1968, Subirana i Palau eren coneguts en el camp de la biologia
molecular a través de les seves coneixences i publicacions. Tant abans com després
d’haver guanyat I'oposicié a catedra a I’Escola d’Enginyers, Subirana tornava a Harvard
durant els estius per tal de desenvolupar algunes tasques experimentals relacionades
amb la seva recerca a Barcelona. Va ser a través de Doty que Arthur K. Solomon, en
aquells moments secretari de la IUPAB, va establir contacte amb ell per tal de
proposar-1"hi que Espanya es convertis en membre d’aquesta associaci6.'9? Solomon
treballava al laboratori de biofisica de la Harvard Medical School, institucié vinculada al
Massachusetts General Hospital. En aquells moments, el president de la IUPAB era

Aaron Katchatsky, cap del departament de quimica de polimers del Weizmann Institute

196 Als EUA, el conflicte va sortir a la superficie amb els debats “combatius” entre Schmitt i
Pauling, que representava la quimica fisica dins la disciplina de la bioquimica. Vegeu RASMUSSEN
(1997).

197 En converses de I'autor amb Joan Antoni Subirana, no s’ha pogut aclarir, per no recordar-ho
el darrer, si John Kendrew hi va intervenir d’alguna manera.
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de Rehovoth, a Israel, on Subirana hi havia passat un any durant la seva formacié
postdoctoral, i el vice-president era John Kendrew.

Durant I'any 1969, es va produir un intercanvi epistolar entre Solomon i
Subirana, que es va materialitzar en la primera reunié nacional del Grupo de Biofisica y
Biologia Molecular, dins de la Real Sociedad Espafiola de Fisica y Quimica.198 Aquesta
reunid va tenir lloc els dies 14 i 15 de novembre de 1969 a l'aula capella de I’Escola
d’Enginyers, a Barcelona, i va ser organitzada per Subirana (Figures 14 i 15).

Amb data 9 d’abril de 1969, Solomon havia escrit a Subirana informant-lo que
el tercer congrés internacional de biofisica es faria entre el 29 d’agost i el 3 de
setembre del mateix any al MIT i que, durant aquesta trobada, es celebraria la quarta
assemblea general de la IUPAB (Figura 16). Pel que sembla deduir-se d’aquesta carta,
el darrer contacte entre Subirana i Solomon s’havia produit el 30 de maig de 1968,

després del qual, segons el darrer, no havia rebut més noticies des d’Espanya:

“Since your letter of May 30, 1968 | have heard nothing further regarding Spain’s
adherence to IUPAB and | amb wondering if there has been progress in this matter. |
would greatly appreciate your informing me of any steps you may have taken and
whether we may hope to consider Spain’s adherence to IUPAB during the Fouth General

Assembly”.199

Amb data 24 d’abril de 1969, Subirana va respondre a Solomon. La carta
permet constatar que tots dos s’havien trobat a Harvard I’estiu anterior, el 1968. En
aquesta carta, Subirana informava Solomon de I’estat de la qliestio, ja que, préviament
a la reunié de novembre de 1969 a Barcelona, s’havia reunit amb Angel Martin Municio

a Madrid:

“When | got back to Spain, we had a meeting in Madrid in October and we established a

group of Biophysics within the “Real Sociedad Espafiola de Fisica y Quimica”. Prof. A.

198 Entrevista de 'autor amb Joan Antoni Subirana, 1 de juny de 2005 i 13 de juliol de 2005.
Carta de A.K. Solomon a Joan Antoni Subirana, 9 d’abril de 1969. La carta inclou cc. a Jaume
Palau.

199 Carta de A.K. Solomon a Joan Antoni Subirana, 9 d’abril de 1969.
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Martin Municio, Head of Biochemistry at the University of Madrid, was appointed
Secretary and | thought that the [sic] had already contacted you with regard to Spain’s
adherence to IUPAB. | will now ask him to do it as soon as possible, so that Spain may
adhere to IUPAB though our Royal Society, if posible during the International Biophysics

Congress in Boston”.200

Efectivament, el grup es va crear dins de la RSEFQ. Si bé la SEB ja es trobava en
funcionament, les seves relacions amb la Real Sociedad eren tenses. Segons Subirana,
Martin Municio sentia una certa animadversié envers la SEB, en el sentit de pensar que
I’existencia d’una societat de bioquimica independent no era necessaria i considerava
que el grup de biofisica podia estar perfectament dins de la RSEFQ.20" Aquesta era la
associacié espanyola més antiga en relaci6 amb els origens de la bioquimica a
Espanya, havia estat fundada I'any 1903 a Madrid i el seu primer president havia estat
José Echegaray. La importancia d’aquesta societat rau en el fet que molts dels
bioquimics que s’havien format en la quimica organica n’eren membres. De la trobada
entre Subirana i Martin Municio va sorgir la reunidé que es va fer a Barcelona durant el
mes de novembre de 1969.202

Segons el volum corresponent dels Anales de Quimica publicat posteriorment
per la RSEFQ, la reunié de Barcelona, a la qual no hi van assistir els membres
fundadors de la SEB, va comptar amb la presencia de al voltant de quaranta cientifics i
s’hi van presentar vint-i-una comunicacions.203 Segons el mateix document, hi van
assistir al voltant de cent estudiants, procedents de les facultats de ciéncies, farmacia i

medicina de la Universitat de Barcelona.

200 Carta de Joan Antoni Subirana a Arthur K. Solomon, 24 d’abril de 1969.

201 Comunicacié personal de Joan Antoni Subirana a I'autor.

202 Entrevista de I'autor amb Joan Antoni Subirana, 1 de juny de 2005. L'adhesié espanyola a la
IUPAB no es va produir fins 1981. Si bé es van produir dues trobades posteriors, a Madrid i a
Barcelona, el grup com a tal no va sobreviure i alguns dels participants van abandonar la RSEFQ
per concentrar les seves activitats a la SEB. Vegeu SANTESMASES i MUNOZ (1997a).

203 Real Sociedad Espafola de Fisica y Quimica. Grupo de Biofisica y Biologia Molecular. 1
Reunién Nacional, 14 y 15 de Noviembre de 1969. Escuela Técnica Superior de Ingeniros

a

Industriales. Barcelona. Anales de Quimica, vol. 65 (1969), pp. 1169-1180. Aquest material va
ser proporcionat per Joan Antoni Subirana a I'autor durant I’entrevista mantinguda el dia 1 de
juny de 2005.
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L’estudi del desenvolupament de la reunié ha permeés copsar la seva
importancia dins del procés de legitimacié de la biologia molecular a Espanya. A més,
mostra com els grups de recerca espanyols estaven al corrent del debat que s’estava
donant al voltant de la definicié i dels camps d’actuacié de la biofisica. No es pot
oblidar que la reunié s’havia batejat amb el nom de biofisica y biologia molecular, la
qual cosa porta a pensar en I'ocupacié d’espais académics que ja s’ha fet palesa en la
correspondencia entre Doty i Kendrew ja esmentada. En aquest sentit, la procedencia
dels participants i la tematica tractada en aquestes sessions permetia comprovar la
importancia que comencava a assolir la biologia molecular a Espanya. Pel que feia a les
institucions presents, cal fer esment de [I’Institut Quimic de Sarria, de I’Escola
d’Enginyers, representada en aquella reunié no tant sols per Subirana sind pel seu
director Gabriel Ferraté i també per Lluis Puigjaner. També hi va ser present la
Universitat Autonoma de Barcelona (UAB), a través del recentment fundat Institut de
Biologia Fonamnetal, amb la participacié de Jaume Palau, i el grup de radiobiologia de
la Junta de Energia Nuclear (JEN) representat per Carlos DAavila, qui va tenir un
protagonisme posterior en el grup de biofisica. També, I'Institut de Biologia Cel- lular
de Madrid, el Centro de Investigaciones Biologicas del CSIC, el Centre de Genetica de la
Universitat de Barcelona, la Universitat de Navarra i el Rocasolano, entre d’altres.

L’acte d’inauguracio va ser presidit per Ricardo Granados, president de la seccié
local de la RSEFQ, i la conferéncia inaugural va correr a carrec de José Ignacio
Fernandez-Alonso, catedratic de quimica fisica de la facultat de ciencies de la
Universitat de Valéncia, que va girar al voltant dels conceptes i idees que havien
contribuit de manera fonamental al desenvolupament de la biologia molecular, entesos
com el resultat de la confrontacié entre la conformacié de les proteines i la informacié
transportada pels acids nucleics. Era molt important, segons Fernandez-Alonso,
coneixer de la manera més completa possible les caracteristiques de la conformacié de
les proteines i el mecanisme pel qual el DNA actuaria com a portador d’informacié als

sistemes biologics.204

204 | 3 seva intervencid és ressenyada a la pagina 1169 del volum esmentat dels Anales. El seu
camp de recerca era la mecanica cuantica dels acids nucleics. Informacié obtinguda d’una carta
de Subirana a John Kendrew, de data 10 de maig de 1969, que sera analitzada més endavant.
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La reunid es va estructurar en una sessio de comunicacions lliures i una altra de
biofisica de proteines. Les paraules inaugurals de Ferndndez-Alonso ja anticipaven les
questions que s’haurien de debatre a la reunid, que es va traduir en una taula rodona
moderada per Juan Llopis Mari, on es va tractar la questio de la situacié de la biofisica i
la biologia molecular a Espanya, i es va plantejar “el que es volia, el que es podia i el

que es faria” en aquest camp: 205

“Desde hace varios afos, la Real Sociedad Espafola de Fisica y Quimica ha promovido la
constitucién en su seno de grupos especializados de trabajo. Uno de estos grupos es el
de “Biofisica y Biologia Molecular”, cuya primera reuniéon nacional celebramos ahora. La
finalidad de este, como de cualquier otro grupo de dicha Sociedad, consisten en: a)
facilitar la comunicacion entre cientificos interesados en una determinada especialidad,
y b) promover el interés por los temas en cuestién. Por consiguiente, nuestro primer
objetivo ha de consistir en definir la naturaleza de estos temas, lo cual, como veremos

luego, no serd nada facil en nuestro caso”.206

A més, calia establir relacions amb les organitzacions internacionals que els
podien servir de referencia. La primera era la IUPAB, que acabava de celebrar el seu
tercer congrés al MIT i, la segona, EMBO. Segons Llopis, que feia seves les idees que
Solomon havia expressat al MIT, calia delimitar el camp d’actuacié, ja que les fronteres

entre la biofisica i la biologia molecular no quedaven clares:

“Probablemente no existen dos cientificos que estén de acuerdo en una definicién de la
Biofisica, pero durante los ultimos cinco o diez afios ha habido una conciencia creciente
de que en este terreno fronterizo, no bien definido, donde solapan la Fisica, Quimica-
Fisica, Biologia y Medicina, es probable que tengan lugar avances revolucionarios en los

préoximos diez o veinte afios. La posibilidad de poder dilucidar a nivel molecular alguno

Vegeu figura 17.

205 La intervenci6 de Llopis es troba a les pagines 1169-1172 dels Anales. Segons consta en la
informacié esmentada a la nota anterior, en aquell moment Llopis treballava en fisica-quimica
de proteines, especialment en fibrina. Cal recordar que Llopis havia dirigit la tsi doctoral de
Subirana.

206 Contribucié de Juan Llopis als Anales dedicats a la 1? reunié de biofisica i biologia molecular.
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de los fenémenos biolégicos mas fundamentales ha venido atrayendo en medida
creciente a inteligencias de primer orden, entrenadas en las disciplinas de la Fisica y la

Quimica-Fisica”. 207

La biofisica, doncs, havia d’actuar a nivell molecular, tal com sostenien els
constructors de la biologia molecular des d’una vessant estructuralista. A rel de les
opinions de Solomon, Llopis considerava que el problema de la delimitacié de camps

era i seria dificil, ja que la biofisica,

“gqueda mas bien definida por lo que no es. Sin embargo, no parece ser que este
problema sea demasiado importante, ya que a ultima instancia lo que interesa es el
“planteamiento cientifico de las cuestiones bioldgicas de forma que gentes entrenadas
en la Fisica, Matematicas, etc., puedan trabajar en iguales términos que los procedentes

de la Medicina o Biologia”’208

Llopis va fer referéncia a una discussid que havia mantingut amb Antonio
Fernandez-Molina, del CIB, al voltant de la definicié de biofisica. Si bé aquest darrer no
va poder assistir a la reunid, va fer arribar a Llopis una comunicacié escrita que mostra
la gran semblanca amb les idees compartides per Doty i Kendrew quan s’estava posant

en marxa el Journal of Molecular Biology:.

“La Biofisica es una ciencia que estudia la funcién y la estructura de los organismos vivos
mediante ideas fisicas y valiéndose de métodos fisicos. La Biofisica no es ensefar Fisica
a estudiantes de Biologia o Medicina; no es construir o mantener equipo instrumental
fisico para que lo utilizen anatémicos, bioquimicos y fisiélogos o clinicos; el empleo de
instrumentos fisicos en un laboratorio de biologia no hace a uno biofisico... Lo
importante son las ideas mas que la metodologia en si... hay gentes a quienes las
intuiciones fisicas les vienen de forma natural, que pueden formular un problema en
términos fisicos, reconocer relaciones fisicas cuando aparecen, y por fin expresar

resultados en términos fisicos..., pero si un fisico no es capaz de desarrollar una via de

207 lbid. A. K. Solomon, citat per Llopis.
208 |bid. Paraules de Juan Llopis al document publicat per la RSEFQ, de la 1 Reuni6 de Biofisica i
Biologia Molecular. Barcelona, novembre de 1969.
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ataque bioldégica a un problema, no tiene curiosidad sobre los procesos, mecanismos y
funciones vitales..., y simplemente considera la Biologia como una rama de la Fisica...,

este fisico no tiene un buen futuro en la Biofisica”.209

Es van suggerir una série d’arees dins la biofisica, com a base per a una
discussié posterior: biofisica molecular, de cél-lules i teixits, de radiacions, de
processos de comunicacio i control, matematica i fisioldgica. La biofisica molecular
comprenia I'estudi de les macromolécules que desenvolupaven un paper important en
la biologia, entés en un sentit ampli, on s’hi trobarien englobats els problemes referits
a les relacions amb molécules petites i als sistemes formats per biopolimers. Llopis
distingia entre aquesta branca de la biofisica i la biologia molecular, si bé hi veia

relacions:

“Naturalmente, estos temas constituyen el nexo con la llamada Biologia Molecular. Los
dos mayores capitulos de esta ciencia interdisciplinaria se han basado hasta ahora en la
capacidad de mantener y transferir una informaciéon genética sobre la base de unas
macromoléculas y en la estructura tridimensional y funcion de los biopolimeros. En la
actualidad, uno de los mas brillantes temas que tiene planteados la Biologia, a saber, el

mecanismo molecular del sistema nervioso superior, constituye un tema con notables

implicaciones biofisicas”.210

A la taula rodona es va arribar a la conclusi6 que, a Espanya, Unicament
I’anomenada biofisica molecular tenia un desenvolupament acceptable, especialment
en centres del CSIC. Es interessant veure com, onze anys després que Doty hagués
expressat els seus dubtes al voltant d’aquesta denominacio, el consens per fer servir el
terme biologia molecular encara no s’havia aconseguit. A aquestes alcades de la
reunié, Angel Martin-Municio va exposar quines eren les caracteristiques dels grups
existents dins la RSEFQ. Armando Duran, que presidia la delegacié espanyola a la

Conferencia Europea de Biologia Molecular, va explicar les relacions que s’havien

209 A. Fernandez-Molina, llegit per Juan Llopis. Fernandez Molina va ser cientific del CIB, dedicat
a la fisiologia. També havia fet estades a I’estranger. Vegeu les memories del CIB 1957 i ss.
210 |bid.
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mantingut amb EMBO i la conveniéncia d’aconseguir la maxima eficacia en I'ajuda que
aquesta organitzacié podia prestar al desenvolupament de la biologia molecular a
Espanya: calia planificar futurs projectes de col-laboracig.2'!

Apart de la discussid al voltant de les relacions que els grups espanyols havien
d’establir amb les associacions internacionals, també es va discutir al voltant dels
fonaments conceptuals de la biologia molecular. Es d’especial interés la intervencio
d’Eladio Vifuela, qui va mantenir la distincié entre I’escola estructuralista i I'escola
informacional que hauria estat iniciada per Niels Bohr i Max Delbriick.2'2 Segons
Vifiuela, I'escola estructuralista s’esforcava en comprendre els fenomens biologics a
partir de I'estudi de les estructures moleculars, tot i que els resultats als que s’havia
arribat mitjancant aquest metode no havien estat tant decisius com havien esperat els
seus iniciadors. Si bé no de manera explicita, semblava fer referéncia a Kendrew quan
en un programa televisiu de la BBC, I'any 1966, havia suggerit, I'existéncia d’aquestes
dues escoles. Seguint Vifiuela I'escola de Delbriick pretenia resoldre els problemes
biologics generals d’una manera més directa, fent servir, sempre que fos possible,
experiments in vivo, tot recordant les idees del darrer en el sentit de voler descobrir
noves lleis fisiques propies dels fenomens biologics, en la linia de les lleis de la
mecanica quantica, cosa que no s’havia produit.213

El debat plantejat per Vifiuela, present en la comunitat de biolegs moleculars, te
el seu origen en l'informe conegut com el Kendrew Report, del que es parlara més
endavant, i en el llibre homenatge a Delbriick quan va fer seixanta anys, Phage and the
Origins of Molecular Biology, que van ser utilitzats pels bidolegs moleculars com part de
les seves estrategies de legitimacio. Segons David Berol (2001), aquest llibre va ser un
dels primers esforcos per tal de parlar historicament del desenvolupament d’una

ciencia pobrament definida en aquells moments i anomenada biologia molecular, tot

211 La intervencié de Martin Municio es troba a les pagines 1171-1172 dels Anales. La
conferéncia europea de biologia molecular tenia lloc a Ginebra, Suissa, des de 1967 i les
connexions establertes pels delegats espanyols juntament amb I'acord per a la creacié d’un
laboratori europeu de biologia molecular va crear un espai politic addicional de suport per als
grups de recerca espanyols en biologia molecular. Vegeu SANTESMASES (2002a).

212 | a intervencié d’Eladio Vifiuela és ressenyada a la pagina 1172 dels Anales.

213 Vegeu DE CHADAREVIAN (2002). El plantejament d’aquestes dues escoles és present a OLBY
(1994) i JUDSON (1996).
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reivindicant els seus origens dins del Phage Group, i situant els altres grups que
haurien contribuit al desenvolupament del camp, en una posicié secundaria.
Aquests fonaments de la biologia molecular s’haurien basat en el llibre que
Erwin Schrodinger havia publicat I'any 1944 amb el titol de What is Life?, a partir
d’unes conferencies que havia donat a Dublin durant I’any 1943, on s’especulava al
voltant de les bases fisico-atomiques i moleculars dels fendmens biologics.
Schrodinger, fundador de la mecanica quantica en la seva formulacié moderna, va
popularitzar algunes idees al voltant de la naturalesa del gen a la llum dels principis de
la mecanica quantica, que havien estat proposades per Delbriick a Berlin ’any 1935.214
L’any 1967, dos anys abans de la reunié de Barcelona, Kendrew havia escrit per
a Scientific American un ressenya del llibre que celebrava el 60é aniversari de Max
Delbriick. En la seva opinid, en quasi totes les contribucions al llibre s’hi trobava
I'assumpcié explicita o implicita que la biologia molecular només tenia els seus
origens reals al Phage Group, com si el tema central de la recerca fos la informacio
biologica, deixant de banda tot el treball que havien fet els cristal-lografs de RX.
Kendrew es preguntava si ells no havien estat desenvolupant també la biologia
molecular, malgrat els seus enfocaments diferents, i més encara si es tenien en compte
les relacions establertes amb el seu grup i la procedéncia de Watson (Olby, 1994).
L’article de Kendrew va provocar la resposta de Gunter Stent, col-laborador de
Delbriick i coeditor del llibre, a Science.2'5 Per a Stent, I’escola estructural reflectia una
preocupacio per la relacié de la fisica i la biologia en el sentit que tots els fendmens
biologics, independentment de la seva complexitat, podrien acabar essent explicats en
termes de les lleis convencionals de la fisica. El problema d’aquest enfocament,
sempre en opinié de Stent, era la seva lentitud i el fet que no fos de cap manera
revolucionari. L’escola informacional per la seva banda, treballant en les bases fisiques
de la informacié biologica, estava motivada per la nocié no convencional que la
biologia podria fer contribucions importants a la fisica. Cal recordar que ja des de la

década dels 1930s s’estaven buscant noves lleis fisiques que actuessin als éssers vius i

214 Per més detalls al voltant de les suposades influéncies del llibre de Schrédinger, vegeu
especialment YOXEN (1979), i també OLBY (1994), JUDSON (1996), KAY (2002).
215 Gunter Stent (1968): “That was the Molecular Biology that Was”, Science, 160, 390-395.
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calia trobar I'equivalent bioldgic de I'atom, el bacteriofag, per aconseguir-ho. Per al
Phage Group, les lleis ortodoxes de la fisica no donarien respostes adequades als fets
de la genética i, per aquesta rad, aquestes noves lleis de la fisica haurien de sorgir de
I’analisi dels processos genetics.216

La polemica entre Kendrew i Stent, o I'existencia de les escoles estructural i
informacional, semblava estar present en les paraules de Vifiuela, si bé, com ell mateix
admetia, era indispensable plantejar els problemes centrals de la biologia des de la
col-laboracié entre fisics, quimics i biolegs.2'7 Sense entrar en els detalls de la
controversia al voltant de les escoles de biologia molecular, ni en les estratégies de
legitimacid que haguessin pogut seguir els grups pioners, es important ressaltar que a
la reunié que Subirana havia organitzat, es debatien els problemes que eren presents a
nivell internacional, tal com el camp d’actuacio i la definicié d’aquesta.

Ja des de principis de la década dels 1960s, al Regne Unit s’havia iniciat un
debat al voltant del que després es va coneixer com el brain draini la seva relacié amb
el desenvolupament de les politiques cientifiques adequades per evitar-ho. El cas va
anar al parlament i es va debatre també a la premsa, que va incloure un article de
Lawrence Bragg al Times. L’any 1964, amb el nou govern laborista, Kendrew va passar
a formar part del Council for Scientific Policy (CSP).

L’any 1968, a la seu del parlament, el grup d’experts encapcalats per John
Kendrew va suggerir que, en aquells moments, no era exagerat afirmar que la biologia
es trobava en una fase dinamica i productiva, comparable a la que havia tingut la fisica
durant els primers vint-i-cinc anys de segle. Aquest progrés, considerat espectacular
pels experts, es centrava en el tipus de recerca que tenia com objectiu la descripcié de
I’estructura, I’organitzacié i la funcio de les cel-lules vives en termes fisics i quimics, i
era una branca de la biologia coneguda com biologia molecular. Aquest informe,

conegut com el Kendrew report s’ha de veure com un clar exemple de I'Us del camp

216 |bid.
217 Per a una visid6 més critica al voltant de I'existéncia d’aquestes “escoles”, vegeu ABIR-AM
(1992a) i BEROL (2001).
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politic per part dels anomenats biolegs moleculars per promoure la seva ciéncia i
incloure-la en I’agenda politica del govern (de Chadarevian, 2002).218

Hauria estat aquesta associacié entre la investigacidé de tipus estructural i els
mecanismes genétics durant la decada dels 1950s la que hauria donat aquest aire de
novetat a la biologia molecular i hauria justificat I'afirmacié de que s’estava
desenvolupant una nova disciplina de la fusiéo de diverses especialitats? En el cas
concret de I’analisi estructural, aquest s’havia demostrat fructifer ja que havia permeés
passar de treballar en molécules petites a la classificaci6 de les macromolécules
biologiques i revelar les bases moleculars de les seves funcions (Olby, 1990). Aquesta
diversitat d’enfocaments que estava definint la biologia molecular també es va fer
palesa a la primera reunié nacional de biofisica a Barcelona.219

La llarga analisi de la primera reunio de biofisica ha permes constatar que els
grups de recerca en biologia molecular espanyols eren perfectes coneixedors de la
situacio internacional i que les qliestions a debat eren les mateixes que es donaven a
altres paisos: negociacions per assolir consensos al voltant de I'acceptacié d’una nova
disciplina, d’un nou espai cientific, académic, experimental i de pensament. Potser
I’enfocament estructuralista adoptat els va fer ser contactats per la IUPAB, a través de

Solomon, Doty i Kendrew.

4.2.3. Els contactes entre Subirana i John Kendrew

Com s’ha pogut constatar, els contactes de Subirana van propiciar la celebracié

de la reunié de Barcelona i el fet que tant ell com Palau fossin coneguts a I’estranger i

a EMBO hi va contribuir de manera decisiva. Previament a la reunid celebrada a I’Escola

218Council for Scientific Policy, “Report of the working party on molecular biology”, Parliamentary
papers (1967-68), vol.31 Cmnd 3675, p.1. Citat per OLBY (1990), i conegut com el Kendrew
report. Al voltant dels conflictes entre els biolegs moleculars | els bioquimics, vegeu KOHLER
(1982), ABIR-AM (1992a, 1992b) i DE CHADAREVIAN (2002).

219 Per detalls al voltant de les comunicacions presentades, vegeu Anales de Quimica, vol. 65
(1969), pp. 1169-1180. Pel que fa a la filiacié institucional de Palau i Subirana, constaven encara
com seccié de biopolimers i, en el cas de Palau, també com Instituto de Biologia Fundamental
que, si bé encara no tenia una seu, ja havia comencat a funcionar des del despatx de Subirana a
I’escola d’enginyers.
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d’Enginyers, i durant els mateixos mesos en que va transcérrer l'intercanvi epistolar
entre Subirana i Solomon, Kendrew va ser a Barcelona, on va donar una conferencia a
la seu del Col-legi de Metges. Segons Palau, va ser llavors que els va anunciar que el
consell executiu de EMBO havia pres la decisié6 d’acceptar-los com a membres,
juntament amb Angel Martin-Municio. Subirana ho va ser el mateix any 1969 i Palau i
Martin-Municio I’any segiient (Palau i Subirana, 1994). En una carta posterior, Subirana
agraia Kendrew haver donat la conferencia, i també el que la seva preséncia havia
significat per a la promocié de la biologia molecular davant de les autoritats

académiques del pais:

“It was not only of extreme interest in itself for the audience, but also helped to promote

the interest of our academic authorities in the development of Molecular Biology”.220

Durant la conversa que Subirana i Kendrew havien mantingut a Barcelona, el
primer li havia parlat dels plans que tenien de construir una residéncia que permetés
promoure la visita de professionals estrangers a I’hora que la realitzacié de trobades
cientifiques a petita escala. La manca de financament, o poder disposar només d’un
financament de caire parcial, feien que el projecte tingués un futur incert (Figures 17 i
18). Pel que sembla desprendre’s d’aquesta carta, Subirana havia mantingut contactes
amb Ole Maalge, el qual li havia suggerit que fes arribar a Kendrew un informe sobre

I’estat de desenvolupament de la biologia molecular a Espanya:

“Dr. Maalge has also asked me to send you a report on the Development of Molecular
Biology in Spain. In a separate sheet | include the different groups presently working
along these lines. It does not seem that there will be a substantial development in the
next few years in this area in Spain. Our present goverment is most interested in
creating a few new universities and new teaching positions, rather than giving
substantial support to new research endeavours. Of course, in this [sic] new universities
there will be groups of Molecular Biology, but it seems that they will be rather small,

perhaps with the exception of the Universities of Madrid and Barcelona. In these new

220 Carta de Joan Antoni Subirana a John Kendrew, Barcelona, 10 de maig de 1969.
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universities there are plans to establish a department of Molecular biology, but they are

not yet definite”.22!

Subirana, doncs, va posar en coneixement de Kendrew quina era en aquells
moments la situacié de les universitats espanyoles, aixi com de la possible creacio de
centres dedicats a la biologia molecular. En aquells moments ja s’estava produint tot el
procés de negociacions que havien de portar a la posada en marxa del Centro de
Biologia Molecular de Madrid i de I'Institut de Biologia Fonamental de Barcelona, com
més endavant es veura.

L’estada de Subirana amb Doty havia propiciat el contacte amb Solomon i la
IUPAB. Palau, per la seva part, durant la seva estada al King’s College de Londres amb
Wilkins havia pogut conéixer Kendrew quan s’estava gestant la fundacié d’EMBO. Pot
comprovar-se com, en el aquest cas i en d’altres, aquestes relacions internacionals van
facilitar I'apropament dels grups de recerca espanyols a les organitzacions

internacionals.

4.2.4. La institucionalitzacié i posada en marxa de I'IBF

L’epoca de maxima agitacié estudiantil a Espanya s’havia produit entre 1962 i
1967 i després del desmantellament repressiu dels sindicats democratics d’estudiants
i de la substitucié al front de Ministeri d’Educacié de Manuel Lora-Tamayo per José
Luis Villar-Palasi, I’equip de tecnocrates que va accedir al ministeri va plantejar una
reforma técnica ambiciosa del sistema educatiu en el seu conjunt. L’any 1968, el nou
equip ministerial va elaborar el que es va con Libro Blanco (La Educacion en Espana.
Bases para una politica educativa), que es va presentar I'any 1969 i que orientaria la
que va ser coneguda com Ley Villar de 1970.

En I’ambit universitari, aquesta reforma va portar a la fundacié de tres noves

universitats: la Universidad Auténoma de Madrid, la Universidad de Bilbao

221 |pbid. Ole Maalde, un dels fundadors d’EMBO, amic de Herman Kalckar, també de
Copenhagen. Es el membre danés del Phage Group. Watson va coincidir amb ell durant la seva
estada estada a Dinamarca, abans d’anar a Cambridge. Posteriorment va treballar en ribosomes.
Informacié obtinguda de JUDSON (1996).
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(posteriorment del Pais Basc) i la Universitat Autonoma de Barcelona.?22 Una altra de
les conseqliencies d’aquest procés de reformes va ser la fundacié d’institucions de
recerca com el Centro de Biologia Molecular (CBM) a Madrid, impulsat per Severo
Ochoa, i I'Institut de Biologia Fonamental (IBF) a Barcelona, impulsat per Joan Oré i
Jaume Palau. En el mateix context cal situar el futur Departament de Quimica
Macromolecular (DQM), centre coordinat amb el CSIC, a I'Escola d’Enginyers de
Barcelona. En el moment dels contactes de Subirana amb Solomon i Kendrew, el grup
de recerca seguia essent la seccié de biopolimers, si bé ubicat fisicament a I’Escola

d’Enginyers. 223

4.2.4.1. Un referent: els nous centres de recerca europeus en

biologia molecular

Per tal d’entendre el context en que es va gestar I'IBF, cal dedicar un espai als
processos que es van donar a Europa al voltant de I’'any 1960 quan, al Regne Unit,
Franca, Alemanya i Suissa, es van posar en marxa aquests nous centres de recerca,
potenciats per cientifics de renom. Els documents presentats reflectien el discurs dels
cientifics promotors i demanaven la creacié i financament de nous centres de recerca
dedicats a la biologia molecular, considerant a aquesta com una disciplina separada de
la bioquimica.

La simultaneitat en la presentacié d’aguestes propostes es pot entendre tenint
en compte que, en cada context local, la institucionalitzacié de la biologia molecular va
dur associada I'obtencié de quantitats considerables de diners proporcionats per les
agencies nacionals de financament de la recerca. La construccié de nous edificis per
acomodar els nous laboratoris, la compra d’aparells cars i la contractacié d’una gran

quantitat de personal de recerca requeria un financament que estava molt per damunt

222http: / /www.ffil.uam.es/decanato/histo_fac.htm i ASOCIACION NACIONAL DE CATEDRATICOS
NUMERARIOS DE INSTITUTOS NACIONALES DE ENSENANZA MEDIA (1969) “Informe sobre el Libro
Blanco del Ministerio de Educacion y Ciencia”, La Educacion en Espafa. Bases para una politica

educativa, Madrid.
223 Al voltant de la creacié dels centres espanyols, vegeu SANTESMASES (2001c¢). La creacié del
DQM amb aquest nom es produira I’any 1971, com es veura.
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del que podien disposar les institucions locals, i aix0 sense tenir en compte la
resistencia que podien oferir les disciplines establertes.

L'increment dels fons dedicats a la biologia molecular pot atribuir-se a
decisions especifiques de politica cientifica presses pels governs, aixi com a la creacio
de programes de financament especifics. Per altra banda, reflectia la creixent
prosperitat de les economies nacionals, com a consequiéncia dels programes nacionals
de reconstruccié. Aquesta explicacié no aclareix, pero, per que aquests diners es van
dedicar a financar la biologia molecular. Com han fet constar diversos autors, els
biolegs moleculars van ser capacos de fer servir aquesta situacié economica per
guanyar suport per al seu camp de recerca en alguns casos i, com també va succeir a
Espanya, intervenint directament en les decisions politiques (de Chadarevian, 2002;
Strasser, 2002; Gaudilliere, 2002).

Quina definicié es va fer de la disciplina i de les seves ambicions? Tots dos
aspectes quedaven reflectits en la seva historia particular, en com s’havia d’organitzar
la nova recerca i les seves diferents tradicions dins d’'un marc comu, de manera que
sorgis un nou camp, coherent i innovador. Cada definicié va ser adaptada a I’agenda
politica local, perd hi havia una idea compartida per tots: el proposit de la biologia
molecular era explicar les funcions biologiques en termes d’estructures
macromoleculars. Cadascuna d’aquestes definicions presentava una dimensié local en
el sentit de fer émfasi en el camp previ dominant a cada pais.

Per altra banda, en tots els casos, els promotors de la biologia molecular van
fonamentar les seves peticions fent una reflexié sobre la historia del seu camp i també
que els seus respectius paisos havien patit un retard historic respecte del normal
desenvolupament de les ciencies de la vida en altres llocs. Aquest discurs del retard
cientific estava en sintonia amb les idees dominants a I’época sobre els processos de
modernitzacio i de reforma de les estructures politiques que s’estaven produint en la

postguerra.224

224 per detalls al voltant d’aquestes institucions i dels cientifics promotors, vegeu Strasser
(2002). Per detalls sobre el cas suis, Strasser (2002); Gaudilliere (2002), Franca; Deichmann
(2002), Alemanya; Santesmases (2001), Espanya; de Chadarevian (2002), Regne Unit.
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Normal volia dir america i els EUA eren la referencia en quan a la recerca que
calia fer i com s’havia d’organitzar. Aquest nou model d’organitzacié6 era
significativament diferent del de les disciplines academiques tradicionals. Tot i que els
autors dels diferents documents volien refondre la historia de la biologia molecular
dins les seves propies tradicions nacionals de recerca, la consideraven sorgida o, com
a minim, arrelada als EUA. Ameérica va ser utilitzada retoricament per suggerir
modernitzacié i va tenir consequéncies significatives per a I'éxit en la
institucionalitzacié6 de la biologia molecular a Europa. Una justificacié per seguir el
model america era combatre el que Kendrew havia anomenat el brain drain, és a dir,
I’emigracié dels cientifics europeus cap els Estats Units (de Chadarevian, 2002).

Des de principis de la década dels 1960s, les comunitats cientifiques nacionals
i els administradors cientifics es van trobar ocupats en posar al seu lloc les
infrastructures i les institucions locals necessaries per a establir o consolidar la
biologia molecular als seus paisos. En aquest sentit, Espanya estava donat les primeres
passes, si bé titubejants, per a la posada en marxa de centres en biologia molecular i
durant I'any 1969 es van presentar les propostes al Ministeri d’Educacid. (Krige, 2002).
Amb el suport de Severo Ochoa, es va presentar el projecte del centre que hauria de
dur el seu nom. Amb la intervencié de Joan Oré i, molt especialment, de Jaume Palau,
es va presentar la proposta de I'Institut de Biologia Fonamental. del que es parlara en
breu.225 Els antecedents de I'IBF cal buscar-los, doncs, en la reforma Villar i també en

els contextos europeus que s’ha estudiat.

4.2.4.2. L’'Institut de Biologia Fonamental

Quan Subirana es va establir com catedratic a I’Escola d’Enginyers, la Seccié de
Biopolimers s’havia traslladat a I'Escola d’Enginyers Industrials, a la Diagonal de
Barcelona. Mentre, Palau seguia essent col-laborador cientific del CSIC i la seva

situacio no estava resolta de manera definitiva. En aquells moments, Palau coordinava

225 Per més detalls al voltant dels centres espanyols, vegeu Santesmases (2001b, 2001c, 2005).
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un grup format per una dotzena de cientifics, la major part d’ells catedratics de la
Universitat, conegut com “grup promotor per al desenvolupament de la biologia
molecular a Barcelona”, amb I'objectiu de donar cabuda a les noves generacions de
cientifics biolegs que anaven sorgint al panorama de Catalunya. Palau seguia pensant
en la creacié d’un institut de biofisica, en la linia del que havien anat planejant anys
abans amb Subirana. Pero I'obtencié de la seva placa de catedratic el desvincular del
projecte, si bé la seva col-laboracié amb Palau va continuar en forma de publicacions i
seminaris conjunts.

Va ser en aquest context que Palau, en coordinacié amb Vicente Villar, germa
del ministre d’educacié i alhora rector de la UAB, i amb la col-laboracié6 de
personalitats cientifiques com ara Joan Ord, va comencar a perfilar la creacié d’un
institut de recerca de tipus pluridisciplinar en el camp de la biologia fonamental, de
nivell internacional, que disposés d’una dotacié economica adequada, i que permetés
plantejar una recuperacio de cervells.

El grup promotor que coordinava Palau es va dissoldre amb la materialitzacié
del projecte de I'IBF al si de la UAB, ja que els professors universitaris no volien deixar
els seus llocs de treball a la Universitat de Barcelona. Malgrat que Vicente Villar
buscava a tota costa professors desertors de la UB per a la UAB, el projecte de I'lInstitut
de Biologia Fonamental es va anar materialitzant, si bé amb inconvenients: I'ordre
ministerial publicada al BOE el dia 24 de febrer de 1970 incorporava la condicié que el
futur institut no incidiria en la despesa publica. Malgrat aix0, Villar nomena director a
Palau, amb una assignacié anual simbolica de vint-i-cinc-mil pessetes pels seus
serveis. La creacio de la UAB, doncs, va donar el tret de sortida a un projecte nou i
ambicids, si bé les expectatives no sempre es van arribar a materialitzar. La vocacio
inicial del centre era de constituir-se en institut interuniversitari, pero finalment va
quedar adscrit a la UAB en qualitat d’interfacultatiu (Palau i Subirana, 1994; Ponsa,
2007).

Es va presentar un projecte, unes linies de recerca i una justificacié de la seva
necessitat. Les mateixes idees que havia expressat Subirana a I’inici del curs 1967-68

a I'Escola d’Enginyers van tornar a aparéixer dos anys després al document
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fundacional de I’'IBF, signat per Jaume Palau i Claudi Miquel Cuchillo a Barcelona, com
director i secretari, respectivament, el 17 de juliol de 1969.226 Cuchillo s’havia format
amb Vicente Villar a la facultat de farmacia on havia fet un tesi doctoral en bioquimica.
Poc abans de la posada en marxa de I'IBF, havia tornat del Regne Unit, un cop
completats els seus estudis postdoctorals.22?

Abans d’entrar en I'analisi del document fundacional de I'institut, cal referir-se
al nom escollit: Institut de Biologia Fonamental. Per qué fonamental? Els noms sén
importants en el sentit que no sén només etiquetes o termes de referencia, siné qué
sOn eines estrategiques. En aquest cas, fonamental servia per excloure les branques de
la biologia que no treballaven a nivell molecular, és a dir, botanica i zoologia
basicament, com es veura més endavant en llistar les primeres unitats de recerca que
van establir-se al nou institut.228

Les missions de I'IBF es van emmarcar i justificar en la doctrina del L/ibre Blanc.
Es van considerar missions especifiques de I'Institut la promocié i desenvolupament de
la recerca basica dins del camp de la biologia, la direccié dels estudiants de doctorat i
diplomats técnics i la formacié de graduats de les facultats de ciéncies, medicina,
farmacia i veterinaria, per a la seva futura especialitzacié en les diferents branques de
la biologia fonamental. També es va plantejar la incorporacié d’aquelles persones
procedents d’altres facultats, fins i tot encara sense titulacid, en cas de creure’s
convenient, aixi com la formacié accelerada de personal docent universitari.

D’acord amb la filosofia del Llibre Blanc, s’havia de tenir en compte
principalment la capacitat, el proposit de millora i el desig d’especialitzacié de les

persones en I'ambit de la biologia fonamental. També es manifestava un desig de

226 “Esquema comprensivo de misiones y de normativas basicas del Instituto de Biologia
Fundamental de la Universidad Auténoma de Barcelona”. Arxiu General de la Universitat
Autonoma de Barcelona, Bellaterra, Capsa P-2808. Citat a partir d’ara com Esquema
Comprensivo.

227 Entrevista de I'autor amb Claudi Cuchillo, 30 de juny de 2003, al seu despatx de la UAB.

228 |bid. Qué es considerava biologia fonamental a Catalunya, concretament a la Societat
Catalana de Biologia? En un recull bibliografic editat 'any 1969 per Ramon Parés i Farras, en
aquells moments catedratic de microbiologia a la facultat de Ciéncies, es distingia clarament
entre biologia fonamental i sistematica. Aquesta darrera és la exclosa en la definicié del nou
institut, tal com es pot copsar en la lectura del document. Vegeu PARES (1969). Aquest
document ha estat posat a la meva disposicio per Eva Prats, del CID-CSIC, d'entre els materials
que conservava Lluis Cornudella.
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universalitat en el sentit que la programacié es desenvolupés sense subjeccions
previes que poguessin dur a I'exclusié de persones, temes, proves i assaigs. L'IBF
hauria d’estimular la llibertat de recerca, I’originalitat, entesa amb realisme i mesura,
la creativitat cientifica i la flexibilitat de les estructures.

Les missions complementaries havien de ser la promocié de contactes a nivell
nacional i internacional amb institucions semblants, la creacié d'una biblioteca
especialitzada, la difusié dels proposits de I'institut entre els interessats en el camp de

la biologia aixi com la promocié de beques, ajuts i col-laboracions:

“... la contribucién cientifica actual de Espafia al campo de la biologia debe calificarse de
modesta y basta para comprobarlo el examen de la bibliografia mundial. Por tanto, la
promocion de contactos deberia ser intensa y afrontada con total amplitud. Ello
permitiria, de una parte, dar a conocer el Instituto de Biologia y de otra, facilitaria -a

través de contactos personales- la captacion de colaboradores”.229

Quan es contemplava la difusié dels proposits de I'Institut en el sentit d’una
orientacié de la recerca cap a aspectes de interés economic, es suggeria que podia

condicionar la creativitat si es portava a I’extrem:

“No obstante, a la vista de los 6ptimos resultados conocidos, y que en varios paises han
sido obtenidos de la colaboracién, o por lo menos de la actuacién coincidente, de los
industriales y los centros docentes, (los firmantes) han estimado conveniente la
atribucion al Instituto, de la funcién conocida por “enlace”, que desarrollan en algunos
paises los ministerios de Tecnologia. Ello deberia realizarse a via de ensayo. A resultas
del auge que pueda en este orden registrarse, en su dia podria procederse al traspaso
de esta misidn al organismo que con estructura adecuada, pudiera hacerse cargo de la

misma”.230

En establir els mecanismes de funcionament de [I’Institut, calia que aquest

passés per un periode d'organitzacié a carrec d’una Junta Promotora “compenetrada

229 Esquema Comprensivo.
230 |bid.
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entre si” i de prestigi, que pogués dirigir-se amb plena autoritat a les persones de
solvéncia a qui es plantegés la seva incorporacié. Dins les funcions d’aquesta Junta hi
hauria la de proposar a la UAB l'organigrama de [’Institut en les seves vessants
cientifica, docent i administrativa, aixi com establir els pressupostos d’organitzacio,
funcionament i manteniment. Una altra funcié seria la de posar en marxa els diferents
grups de recerca, la escola de postgraduats, les comissions assessores etc.

Pel que feia al personal que havia de tenir I'Institut, s’esmentaven el cientific, el
tecnic i 'administratiu i les seves funcions, aixi com les dels estudiants postgraduats.
Les missions del personal cientific, independentment del desenvolupament dels seus
propis projectes de recerca, havien de ser la tutoria de la formaci6é cientifica dels
estudiants postgraduats, la participaciéo en les tasques de docéncia de la escola de
postgraduats i la col-laboracié en la docéncia corresponent a les facultats de Medicina
i Ciencies. La formacié de joves cientifics era tan important com la recerca. Les
obligacions dels estudiants postgraduats, incloien la seva recerca encaminada a la tesi
doctoral, la participacié en seminaris especialitzats, I'assistencia a les conferéncies a
les que fossin convocats i a la seva inscripcié en la seccié de Doctorat de la escola de
postgraduats, on haurien de seguir els cursos relacionats amb la biologia fonamental.

Les primeres passes del nou institut, que es posar en marxa I’any 1971, es van
donar des del departament de Subirana. La disposicié de fons era precaria pero,
segons Palau, hi havia forats en I’administracié de la UAB que es podien aprofitar, com
ara la possibilitat d’oferir contractes temporals a cientifics i diners per a la promocié
de la recerca. Aix0 va ser possible ja que Palau tenia accés als organs de poder de la
nova universitat. L’amistat que va establir amb el gerent de la UAB li va permetre saber
que el Ministeri d’Educacié i Ciéncia havia concedit trenta milions de pessetes que
s’havien de destinar a la recerca perd que ningu no havia reclamat. Després de fer les
oportunes sol-licituds al ministeri, aquests diners van permetre aconseguir
I'equipament necessari per engegar l'institut, a les dependéncies de la Casa de
Convalescéncia de I’Hospital de la Santa Creu i Sant Pau en uns edificis prefabricats. A

més, Palau va aconseguir muntar una biblioteca especialitzada de revistes i llibres,
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essencials per als membres de tots els grups que treballaven al centre (Palau i
Subirana, 1994).231

Es va contractar personal del laboratori de Joan Or6, com Emili Gelpi i Josep
Maria Gibert, i de I'antic laboratori de Villar, com Claudi Cuchillo, Enric Concustell,
Isaac Blanco, i Margarita Sentis. També s’hi van incorporar cientifics joves com Ramon
Carbé, Joan Beltrdn i Josep Egozcue. La majoria van compartir la docéncia amb la
recerca i es van posar en marxa un nombre apreciable de grups autonoms dirigits per
cientifics joves. El grup de Palau es va dedicar a la biologia estructural, amb els seus
estudis de la nucleohistona. El grup de Cuchillo, estava centrat en enzimologia. Cal
esmentar també el grup de Gelpi en neurobiologia, aixi com el de Egozcue en
citogenética. Més endavant es va afegir el grup de microbiologia dirigit per Ricard
Guerrero.232

L’afany de Palau seguia essent la consolidacié de I'Institut. En aquest sentit, va
propiciar la signatura d’un conveni de coordinacié del centre entre la UAB i el CSIC,
constituint-se [I’lIBF, Institut d’Investigacions en Biologia Fonamental, associat a
I’IBF.233 El Consell, pero, es va negar a acceptar I'IBF com a centre propi, la qual cosa va
tancar les portes a qualsevol tipus de desenvolupament real que pogués incidir en la
despesa publica (Palau i Subirana, 1994; Ponsa, 2007). El procés de posada en marxa
del nou institut va fer que les publicacions conjuntes de Palau i Subirana s’anessin

espaiant en el temps, com es veura.

4.2.5. El Departament de Quimica Macromolecular: la

institucionalitzacié de la recerca

231 Entrevista de I'autor amb Josep Egozcue, el dia 12 de desembre de 2002 al seu domicili de
Barcelona, que em va permetre entendre millor com van ser aquests inicis.

232 Memories annuals de I’IBF, Arxius UAB,. Es disposa de les memories 1971-74 (capsa P-1077)
i 1976-77 (capsa P-1113). L’estudi de la recerca feta des de I'IBF es centrara exclusivament en
Palau, donada la seva relaci6 amb el projecte de Subirana a I’Escola d’Enginyers. Aquesta és
I’Gnica i principal raé pel qual no es tractara la recerca desenvolupada pels altres grups.

233 Aquest conveni es pot consultar a I’Arxiu General de la Universitat Autonoma de Barcelona,

Bellaterra, capsa IG-0026.

162



Durant I’any 1970, la Seccié de Biopolimers es va convertir en un nou centre
coordinat del CSIC amb el nom de Departamento de Quimica Macromolecular (DQM).
Una explicacié pel canvi d’estatus del grup de recerca ha estat suggerida per Lluis
Cornudella (2001) en el sentit que potser la decisié del CSIC va venir condicionada pel
fet que la recent constituida EMBO acabava d’incorporar els tres primers membres
espanyols: Subirana, Palau i Martin-Municio, com ja s’ha explicat anteriorment (Palau i
Subirana, 1994; Martin-Municio, 1994). Si bé la coordinacié del DQM, adscrit al
Patronato Alfonso el Sabio de Ciencias Matematicas, Médicas y de la Naturaleza, va ser
concedida I'any 1970, el nomenament de Subirana com a director d’aquest centre
coordinat no es produeix fins I’any segilient, 1971, tal com consta a les memories del
CSIC consultades.234

Es important recordar que durant la estada al departament de Prevosti,
Subirana i Palau havien aconseguit que el seu projecte de recerca fos financat pels NIH.
Quan el primer va guanyar la catedra calia dur a terme la tasca docent pero, en
continuar disposant dels diners dels NIH es va poder continuar la recerca bioldgica,
amb aquests mitjans que no provenien de I’Escola d’Enginyers (Figura 19). La recerca
va ser fonamentalment biologica perque des del 1966 fins el 1975, practicament,
només es va disposar dels diners que venien dels NIH i, després, del Population
Council de Nova York, institucio filial de la Rockefeller Foundation.235

El fet de disposar d’aquest financament estranger va ser util per obtenir fons
espanyols, a través del Dr. Antoni Romafa, jesuita i president del Patronat Alfonso X el
Sabio i alhora director de I’Observatori Astronomic de I'Ebre de la Companyia de Jesus
a Roquetes, a la comarca del Baix Ebre. Ser reconeguts als Estats Units suposa, doncs,
una credencial per obtenir diners d’Espanya, en tractar-se d’una area nova per a la

qual encara no hi havia autoritat académica. La legitimacié internacional del grup es va

234 Informacié obtinguda de les Memorias del CSIC dels anys 1970 i 1971. La coordinacié del
DQM apareix a la memoria del 1970, pagina 183, i el nomenament de Subirana com a director, a
la pagina 39 de la memoria de 1971. A les linies de recerca que s’esmentaven a la memoria del
CSIC de I'any 1970 ja hi eren els estudis de difraccié6 de RX. Cal recordar que els preliminars
havien comencat I'any 1969, si bé I'optimitzacié del funcionament del laboratori encara no
s’havia produit.

235 El financament del Population Council va donar-se en dues etapes: 1970-72 i 1972-74. El
projecte de recerca presentat va ser d’estudi de protamines de mamifers.
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fonamentar en el prestigi adquirit a I'estranger, com a conseqliencia de les estades
postdoctorals i de la seva produccié cientifica.

L’estratégia sequida per Palau i Subirana en particular formava part, com s’ha
vist, d’un moviment que s’estava donant també a altres grups de recerca a Espanya. Els
bioquimics i també els bidlegs moleculars varen cercar la seva legitimacio internacional
no només mitjancant les estrategies esmentades, siné també participant activament en
institucions internacionals, aixi com mitjancant les seves publicacions en revistes de
prestigi (Santesmases i Mufioz, 1997a).

El financament espanyol va comencar a partir de 1973 i va consistir en
subvencions del Fondo Nacional para la Investigacion, que es dotaven a través dels
pressupostos dels Planes Nacionales de Desarrollo. Aquests diners van permetre la
compra d’instruments i va ser en aquest context en el que, posteriorment, es va posar
en marxa el laboratori de RX. Paral-lelament, Subirana havia tractat d’interessar a
alguns industrials per si volien recolzar algun tipus de recerca, perdo no hi va haver
gaire resposta per la seva part, la qual cosa va fer que la vessant industrial es
correspongués amb la part docent de la seva tasca i, a part de la docencia normal,

s’organitzessin cursos de post-grau i d’especialitzacié en plastics.236

4.3. Conclusions

Aquest capitol ha cobert els processos de legitimacié per a I'establiment del
grup de recerca de Palau i Subirana, tant en el context espanyol com estranger i, com
s’ha mostrat, la seva recerca no es pot separar d’aquests desenvolupaments: un cop es
va posar en marxa la secci6 de biopolimers, el grup es va veure implicat en els
processos de negociacié per a la legitimacio de la biologia molecular a Espanya. Per
aquest motiu s’han analitzat detalladament determinats documents com ara el discurs
de Subirana a la inauguracié del curs académic a I’Escola d’Enginyers i el fundacional

de I'IBF redactat per Palau, aixi com els relacionats amb els contactes internacionals de

236 Entrevista de l'autor amb Joan Antoni Subirana, 13 de juliol de 2005. També PALAU i
SUBIRANA (1994). Vegeu també els CV de Palau i Subirana, en referéncia als cursos de postgrau
que s’impartien.
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Subirana, que van portar a I’organitzacié de la primera reunié de biofisica a Barcelona.
L’analisi i contextualitzacié d’aquests documents es deu a la seva importancia
no tant sols per a la posada en marxa del projecte de recerca de Palau i Subirana, siné
per a la consolidacié de la biologia molecular a Espanya. A més, ha permes constatar
que els grups espanyols estaven al dia no tant sols en aspectes concrets de recerca,
sind que aspiraven a estar presents a les institucions representatives internacionals, fet
al que van contribuir decisivament, entre d’altres, els protagonistes d’aquest treball.
Pel que fa al desenvolupament del seu programa de recerca, plenament integrat

en aquests contextos, sera tractat en detall a continuacio.
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ESCUELA TECNICA SUPERIOR DE INGENIEROS
INDUSTRIALES
DE BARCELONA

INVESTIGACION
E INDUSTRIA QUIMICA

DISCURSO INAUGURAL DEL CURSO ACADEMICO 1967 - b8

rox

vt fumo, Se. D. Juan Antonio Susmmana Tomrent
+ Profesor Titular de la Bscuels

Leldo en la Solemne Inasuguracién del Curso,

celebrado el 6 de Octubre de 1967

BARCELONA 1967

Figura 13: Portada de la publicacié del discurs de Subirana a la inauguracié del curs
académic 1967-68 a I’Escola d’Enginyers, 8 d’octubre de 1967, on expressa les seves
idees al voltant de les necesaries politiques cientifiques, en el context del
desarrollismo. (donacié de Joan Antoni Subirana a I’autor)
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REAL SOGIEDAD ESPANOLA DE FISICA Y QUIMICA

Grupo de Biofisica y Biologia Molecular

1* REUNION NACIONAL
14 y 15 de Noviembre de 1969

Escuela Técnica Superior de
Ingenieros Industriales. Barcelona

Figura 14 : Dibuix de Jordi Maragall i Mira per al programa de la primera Reunién
Nacional de Biofisica y Biologia Molecular, Barcelona, 14 i 15 de novembre de 1968 i
portada de Anales de Quimica, vol. 65 (1969), 1169-1180. (Donacié de Joan Antoni
Subirana a I'autor)
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REAL SOCIEDAD ESPANOLA DE FISICA Y QUIMICA
Grupo de Biofisica y Biologia Molecular

1. REUNION NACIONAL
14 y 15 de Noviembre de 1969

Escuela Técnica Superior de
Ingenieros Industriales. Barcelona

Viernes dia 14

9,30 Apertura de la reunion.

9,45 Conferencia inaugural a cargo del Dr. J, I Famnandez-Alonso, Facultad
de Ciencias, Universidad de Valencia.
“Estructura electronica de los dcidos nucleicos”,

11,00 Comunicaciones libres.

13,00 Racepcidén en la Facultad de Ciencias de |a Universidad de Barcelona.

16,00 Symposium “Interacciones ADN-proteina”,
Organizado por el Dr. J. A, Subirana, ET.S.LI, Barcelona.

Dr. M. Salas, Centro de Investigaciones Bioldgicas, Madrid,
“Proteinas asociadas con ADN an virus”™,

Dr. J. Palay, Centro de Gendtica Animal y Humana, Barcelona.
“Interacciones ADN-histona”
“; 18,00 Comunicaciones relacionadas con el Symposium
{3 iscusion general sobre el Symposium,
)y  TAVPHYS B Pl

‘0\‘33

10,30 Mesa redonda sobre “Biofisica y Biologla Molecular en Espafa”, organi-
zada por el Dr. J. Llopis, Institvto de Quimica Fisica "Rocasolano”,

6 Madrig.

v 12,00 Conferencia de clausura a cargo del Dr. W. B, Gratzer, King's College,
Londres.
“Conformational factors in nucleoprotein interactions”.
Sesion conjunta con la seccion local de la Real Sociedad Espafola de
Fisica y Quimica,

1430 Almuerzo de despedida,

Sabado dia 15

Presentacién ce comunicaciones

Los interesados en presentar comunicaciones (duracion prewvista, 10 minutes) deberdn enviar un resumen
de una extensidn miéxima de 20 lineas antes del 25 de octubre de 1969 a Ia direccion siguiente’

Or. Juan A. Subirana,
Escuela Técnica Superior de Ingenieros Industriales
Av. Generalisimo Franco, 999 - BARCELONA-14

Figura 15: programa de la primera Reunion Nacional de Biofisica y Biologia Molecular,
14 i 15 de novembre de 1968, amb les modificacions anotades a ma per Lluis
Cornudella. Arxiu de Lluis Cornudella
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INTERNATIONAL UNION FOR PURE AND APPLIED BIOPHYSICS

COUNCIL: OFFICE OF THE SECRETARY GENERAL
A KATCHALBKY (fsmarl), Presioewy Pror. AL K. Sotomon

4. KENDREW (EncLanD), Vice-Presisewy BLOPMYRICAL LARGRATORY

AL ENOGSTROM (SwWEDEN), HONORARY VICE-PRESIOENT MARVARD MEDICAL ScHool

ALK, SOLOMON (U.6.A.), SECRETARY GEwERAL BOSYON 185, MASSACHUSETTS

F. DUCHTHAL (DEnsanx)
E. ERNST (Muncany)

G. FRANK (U.6.0.R.)

A, R GOPALAYENGAR (InDA)

M. D, KEYNES (ExGrLane)

F. G. KOSTYUK (US.8.A.)

M. KOTANI (Jaran) April 9, 1666
Ao M. MONNIER (PRANGE)

W. A, ROSENBLITH (U,5.A.)

T. TEORELL (Swenew)

Ao M VENDRIK (NeTwEsLAwDS )

MG WILLIAMS (U.S.A.)

Professor Juan A. Subirana
Escuola Cenica Superior
de Ingenieros Industriales
Catedra de Tecnologia Quimica Organiza
Barcelona - 14, Spain

Dear Professor Subirana:

The Third International Biophysics Congress will be
held at the Massachusetts Institute of Technology, Cambridge,
Massachusetts, U.S.A. on August 20 to September 5, 1968, At
this time thore will also be held the Fourth General Assenmbly
of the International Union for Pure and Applied Biophysics
and I a= now gathering material to present to the General
Assembly at its meeting. Since your letter of May %0, 1668
I have heard nothing further regarding Spain's adherence to
IUPAB and I am wondering if there has boen progress in this
matter. I would greatly appreciate your informing me of any
Steps you may have taken and whether wo may hope to consider
Spain's adherence to IUPAB during the Fourth General Assembly,

Yours sincerely,

A S

A. K. ’S}_al omon

AKS:d

c.e. Tr. I Dalan

Figura 16: Carta d’Arthur K. Solomon, secratari de la IUPAB, a Subirana, 9 d’abril de
1969, Harvard, Massachussets, sobre la posible incorporacié d’Espanya a aquesta
associacio. Arxiu de Joan Antoni Subirana
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Prof, 3dhn d.(;;ndrew
Peterhouse 32
Cambridge, Inglaterra

Dear Dr. Kendrews

It is already time that I write oun, first of all to
thank you for the interesting lecture ch you gave in Bar-
celona. It was not only of extreme interest in itself for
the audience, but it slso helped to promote the interest of
g:rlacademic authorities in the development of Molecular

OLOgLY « - -t

During your stay, I mentioned to you our plans to
set up & Residence tu promote the visit of foreign i;:fes—
sors and research workers, to be used at the same t as
a convenient place to held smail meetings. Unfortunately,
the institutions which were giving us economic support for
this project have only offered part of the amount required.
Therefore the situation of thie project is uncertsain, un-
til we find a solution for the economic problen,

Dr. Maalgde has elso asked me to send you a report on
the Development of Molecular Biology in Spain. In a separate
sheet I include the different groups presently working along
these lines. It does not seem that there will be & substan-
tial development in the next few years in this ares in Spain.

resent government is most interested in creating a few

new Universities and new teaching possitions, rather than
giving substential support to new research endeavours. Of
cours@, in this new Universities there will be g:oups of
Molecular Biology, but it seems that they will rather
small , perhaps with the exception of the Universities of
Madrid and Barcelona. In these new Universities there are
plans to establish a department of Molecular Biolecgy, but
they are not yet definite.

I hope that you enjoyed your vacation in Spain and
that you are ready for another one s00n.... Best regarads
from Dr. Palau,

Very sincerely yours,

Juan A. Subirens

Figura 17: Carta de Subirana a John kendrew, de 10 de maig de 1969 al voltant dels
grups espanyols dedicats a la biologia molecular. Arxiu de Joan Antoni Subirana
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Laboretories conected with Molecular Biology in Spain

University of Valencia
J.I. Pernandez-Alonso, Quantum Mechanics of Fucleic Acids,

University of Salamanca
J.R. Villenueva, Cell Walls of Yeast.

Spanish Research Council and Polytechnic Institute., Barcelona
J.A, Subiranz end J, Palsu, Histones end Nucleoproteins,

Junta de Bpergie Fucleer, Madrid
C. Davile, Interaction of Nucleic Acide with ionizing
radiation,
Institute of Physical Chemistry, Spanish Research Council, Madrid
J. Llopis, Physical Chemistry of Proteins, in partic
o fibrin,

Centro de Investigaciones Biologicas. Madrid
D. Vazquez, Ribosome-Antidiotie Tnferactions,
E. Vifiuele end ¥, Salas, Virus Morphogenesis.

Univereity of Ravarra, Pamplons
E, Seatiago, Struc of Rivosbmedyia,

University of Medrid, ‘
4, Martinofinicio, Piochemistcy of Membranes.

May 1969

Note.~ Other smaller groupe are scaitered in various Universi-
ties and research institutes,

Figura 18: Annex de la carta de Subirana a Kendrew, 10 de maig de 1969, on
s’especifiquen els grups de recerca espanyols que treballen en biologia molecular a
Espanya. Arxiu de Joan Antoni Subirana
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Lineas de investigacién cultivadas 195

Aplicacién de las medidas de conductividad a la construccién de sis-
temas ternarios. Fenémeno de inversién.

Complejos del i6n Fe(II) con vainillina y guayacol.

Estudios espectrofotométricos de los aductos Sn(II)-Sn(IV).

DEPARTAMENTO DE QUIMICA MACROMOLECULAR
(Escuela Técnica Superior de Ingenieros Industriales. Av. José Antonio, 999.
Barcelona)

Estudios qufmicos de protefnas nucleares bésicas de espermatozoides
de invertebrados.

Estudios quimicos de protefnas nucleares bisicas de espermatozoides
de vertebrados.

Estudios del desarrollo de las proteinas nucleares bdsicas en la esper-
matogénesis.

Aislamiento y caracterizacién de las histonas totales y de fracciones
de tejidos somdticos de diversos equinodermos.

Aislamiento y caracterizacién de las histonas totales de embriones
y de fraccdones de A. lixula en los estados mérula, blistula y
gistrula.

Estudios de difraccién de rayos X.

Estudios de desnaturalizacién de nucleoproteinas.

Estudio de interacciones ADN-histona por perfiles de fusién y vis-
cosimetrfa,

Estudios fisico-quimicos: Interacciones de ADN con poliaminas.

Disoluciones de polielectrolitos.

SECCION DE QUIMICA INORGANICA
(Facultad de Ciencias. Universidad de La Laguna)

Trabajos sobre accién quimica de las descargas de alta frecuencia en
disolventes no acuosos.

Derivados carboximmetflicos de la cistina.

Combinaciones de cromo con dcidos carboxipiridinicos.

Espectrofotometria de complejos incoloros por ¢l método de despla-
zamiento.

Preparacién del dcido o-finilendiamino-diacético.

Preparacién y estudio de las propiedades del dcidos derivado de la
acetilizacién de la cistina.

Figura 19: Pagina 195 de la memoria del CSIC de 1970 on es citen les linies de recerca
del Departamento de Quimica Macromolecular, adscrit al Patronato Juan de la Cierva.
Noti’s la confusié en I'adreca del DQM que, realment, es trobava a la Diagonal, en
aquells temps, oficialment, “Avenida del Generalisimo”. CONSEJO SUPERIOR DE
INVESTIGACIONES CIENTIFICAS (1970): “Memoria del afio 1970”. Madrid, CSIC.
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Capitol 5

Histones: un objecte material de recerca

En aquest capitol es tractaran els inicis de la recerca del grup encapcalat per
Subirana i Palau, aixi com les contribucions que van fer al camp dels estudis en
I'estructura de la nucleohistona. Com s’ha anat veient en capitols anteriors, en els
moments en que van plantejar-se la formacié del seu grup de recerca, aquest camp es
trobava en un moment clau en el que podien intervenir.

Pero els seus projectes de recerca, en aquells moments, eren justament aixo:
projectes. Com també s’ha vist, i per tal de poder dirigir els seus esforcos cap a aquest
camp, Palau va completar la seva formacié postdoctoral a Londres, on va intervenir en
tres treballs relacionats amb les histones, en col-laboraci6 amb el grup de John Butler
al Chester Beatty i de Maurice Wilkins al King’s College. Paral-lelament, Subirana,
d’acord amb Palau, anava donant forma al projecte, cercant financament i també un
lloc fisic on dur-lo a terme. Finalment, I’any 1966, es va posar en marxa la Secci6 de
Biopolimers, es van obtenir fons del programa extramurs dels NIH, aixi com un espai
fisic al departament de geneética de la Universitat de Barcelona i, posteriorment, el seu
trasllat a I’Escola d’Enginyers.

Pel que fa a Palau, gracies a un acord amb I’'Hospital de Sant Pau de Barcelona,
vinculat a la facultat de medicina de la UAB, es va posar en marxa I’'Institut de Biologia
Fonamental, la primera ubicacié del qual va ser dins del seu recinte, a la coneguda com
Casa de Convalescéncia. Entre aquest edifici i el restaurant de I’'Hospital s’hi va
construir un pavellé prefabricat, i els grups de recerca de I'IBF es van repartir entre els
dos espais.237 En aquest context, Palau va establir la seva unitat de recerca en histones
a la nova institucid, per la qual cosa la col-laboraci6 amb Subirana es va anar espaiant

en el temps.

237 PONSA (2007) i entrevista de ’autor amb Josep Egozcue al seu domicili de barcelona el dia 12
de desembre de 2002. No va ser fins I'any 1982 quan, essent ministre d’educacié Federico
Mayor zaragoza, es va posar la primera pedra de I'IBF al seu emplacament definitiu a Bellaterra
(PONSA, 2007). Actualment, el pavell6 prefabricat que va acoliir I'IBF és la biblioteca de
I’hospital, on els malalts poden disposar de lectura.
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L’estudi de la seva recerca en aquest camp durant els anys que abasta aquesta
tesi, es dura a terme fent especial esment dels aspectes relacionats amb les tecniques
desenvolupades durant aquells anys, les seves publicacions i les troballes que se’n van
derivar, que van incloure aspectes relacionats amb la composicié, funcié, evolucid i
estructura de les histones. Aixi mateix, es destacara la seva col-laboracié amb altres
grups de recerca amb els quals s’hi va establir una relacié cientifica. En aquest punt,
caldra dedicar un espai a detallar quin era I'estat de la quiestio en els anys previs a la

posada en marxa del seu grup.

5.1. L’estructura i organitzaci6é del cromosoma. Estat de la qliestié

En aquells moments, mentre que I’estructura i propietats del DNA havien estat
elucidades en alguns dels seus detalls al llarg de la década gracies, entre d’altres, als
treballs de Watson i Crick, la manera en que les histones i el DNA es combinaven entre
si formant el complex de la nucleoproteina, és a dir, el cromosoma, encara no s’havia
resolt. L’any 1956, al simposi que havia tingut lloc a Baltimore dedicat a les bases
quimiques de I’heréncia, John Butler havia presentat una contribucié al voltant
d’aquesta quiestio. El problema era que amb els métodes d’extraccié que s’utilitzaven
en aquells moments, s’obtenien fraccions de nucleoproteina de diferent composicié.
Quin podia ser 'origen de les diferéncies? A data de 1956 no es podia extreure cap
conclusié, donat que les tecniques emprades no permetien fer-ho amb garanties.
Butler (1957) proposava que l'explicacié d’aquestes diferencies en les fraccions
obtingudes haurien de tenir el seu origen en algun tipus d’agregacié. Un problema
afegit era la presencia de proteina residual, no histonica, de la qual es desconeixia
seva la naturalesa i funci6.238

L’any 1959, al departament de quimica de Harvard, Paul Doty i els seus
col-laboradors, a més de treballar en I'estructura del RNA i en els processos de

desnaturalitzacié i renaturalitzacié6 del DNA, també ho van fer en el problema de

238 Vegeu la discusid posterior a la comunicacié de Butler, especialment la contribucié de Paul
Doty a BENTLEY & GLASS (eds.) (1957).
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I'estructura i organitzacié del cromosoma. En cap cas es va tractar de qlestions
simplement relacionades pel tipus de materials d’estudi utilitzats, siné6 de problemes
intimament relacionats: es sabia que a les cél-lules el DNA no es trobava lliure, sind
unit amb proteines, entre aquestes les histones, que conformaven una estructura més
complexa que era el cromosoma.239 El treball de Zubay i Doty publicat al Journal of
Molecular Biology I’any 1959 va permetre saber que la desoxirobonucleoproteina (DNP)
consistia en una mescla en iguals proporcions de DNA i proteina, i que aquesta darrera
es trobava distribuida al llarg de les cadenes del DNA.

Mitjancant les técniques utilitzades es va passar de tenir un cromosoma aillat a
tenir una preparacié de DNA, derivada de la DNP. La qliestio era si es podria interpretar
la DNP com un primer pas en la progressiéo des del DNA aillat fins I'estructura del
cromosoma. Una explicacié alternativa consistiria en pensar que la DNP descrita fos
estable al llarg de totes les etapes del procés d’aillament i assumir que aquest complex
existis com a tal dins 'estructura del cromosoma, si bé aquesta darrera conclusio
quedava oberta a la seva comprovacioé mitjancant estudis de difraccié de RX.

La hipotesi de Zubay i Doty suggeria que una gran part del DNA del cromosoma
es trobaria unit amb la histona formant un complex lineal. Aquestes unitats es
situarien en llocs de I'estructura del cromosoma que contindria DNA associat amb la
proteina residual i hi hauria, doncs, dos tipus de DNP, una que implicaria la presencia
de histones i una altra a proteines no histoniques.240

Els coneixements que s’anaven adquirint no eren el fruit només del treball d’un
laboratori, sind que l'autoria era clarament internacional.24' Com s’ha estudiat en

capitols anteriors, aquest espai va tenir una funcié de legitimacié. En el cas que s’esta

239 ZUBAY & DOTY (1959)

240 Durant la década dels 1950s, els estudis al voltant de la nucleohistona havien quedat limitats
principalment a Alfred Mirsky i Hans Ris I’'any 1951 en estudiar cromosomes aillats de timus de
vedella, els quals contenien un 39% de DNA, en el cas del timus de vedella, 1% de RNA, 2% de
lipids i el 58% restant, proteina que va ser identificada com histona. Es va identificar també una
proteina residual, no histonica, que es trobava en baixes proporcions, de la qual es va pensar
que no constituiria un component major del material investigat.

241 En els moments en que s’estava fent aquesta recerca experimental a Harvard, Zubay es
trobava treballant a la unitat de biofisica del King’s College de Londres, que dirigia John Randall,
i durant la seva estada es van publicar quatre treballs en relaci6 amb I’estructura de la
nucleohistona.
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estudiant es va donar la col - laboracié entre grups de quimica fisica del Regne Unit que
havien desenvolupat un apropament estructural a I'estudi del cromosoma, fent Us
principalment, perd no exclusivament com també es veura, de les tecniques de
difraccié de RX: el grup del King’s College, dirigit per Wilkins i el grup de biofisica de
Portsmouth, liderat per Edward M. Bradbury, en col-laboracié amb el grup de quimica
de Harvard, liderat per Paul Doty, que va desenvolupar un atac del problema des de la
quimica de polimers, en combinacié amb I's d’enzims, com el descrit per Grunberg-

Manago i Ochoa I’any 1955.242

5.2. Les histones, a principis de la década dels 1960s

Durant la seva estada a Harvard, Subirana s’havia interessat en I’estructura de
la nucleohistona, és a dir, I'associacio entre el DNA i les proteines conegudes com
histones. Els seus treballs en renaturalitzaci6 del DNA I’havien portat a pensar en el
paper que jugarien altres molécules en la produccié de canvis estructurals en aquesta
substancia i, en aquest sentit, les histones potser hi jugarien un paper important. Entre
el final d’aquesta etapa, I’estiu a Xile i la seva arribada a Rehovoth, Subirana havia anat
madurant la idea de posar en marxa un laboratori dedicat a I'estudi de les
macromolecules bioldogiques un cop haguessin tornat a Barcelona.?43

Mentre Subirana era a Harvard, entre el 29 d’abril i 2 de maig de 1963, es va
celebrar la First World Conference on Histone Biology and Chemistry, a Rancho Grande,
California. Aquesta trobada va ser coordinada per James Bonner, professor de la divisio
de biologia de Caltech, i Paul Ts’o, del departament de ciéncies radiologiques de The

Johns Hopkins University de Baltimore.244 Si bé Subirana no hi va assistir, va llegir-ne

242 A finals del 1950s i principis dels 1960s, la biologia molecular es va constituir ella mateixa
en un espai internacional, que va quedar definit com un continu de trobades de diversa
envergadura i graus de in/formalitat, de col-laboracié i de xarxes de correspondéncia entre els
grups que hi treballaven. Vegeu ABIR-AM (1992b). Per més detalls al voltant d’Ochoa i dels seus
treballs, vegeu SANTESMASES (2001b, 2002c, 2005).

243 JAS a JP, Méxic, 30/5/63.

244 Aquesta conferencia va rebre financament de la Rockefeller Foundation i de la National
Science Foundation. Per més detalls, BONNER (1980), pag.46, Caltech, Oral History Project.
http://resolver.caltech.edu/CaltechOH:OH_Bonner_.
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una ressenya que els coordinadors de la trobada havien publicat a Science.?45 Cap a
finals del mateix any, quan ja s’havia traslladat a Israel, va posar a Palau en
coneixement d’aquesta trobada. De I’analisi de la correspondencia creuada en aquelles
dates, se’n desprén com els seus interessos de recerca i de futur es van dirigir cap a
I’estudi de I’estructura de la nucleohistona.

Els treballs presentats a la conferéncia es van publicar en forma de llibre I'any
seglient. A la introduccid es resumia quin era I’estat de la qliestio i es plantejaven tot
un seguit de preguntes clau: quants tipus de histones hi havia i per que. Quina era la
distribucié dels diferents tipus entre les diferents molécules de DNA en un nucli i com i
per qué es donava aquesta distribucié. Hi hauria una Unica estructura universal per a la
nucleohistona i, si aixi fos, jper que? Com es sintetitzaven les histones i com es
dipositaven al DNA?

Moltes de les contribucions van girar al voltant de qliestions enzimologiques,
com per exemple quins serien els camins pels quals la interaccié entre histones i DNA
podria influir en la duplicacié d’aquest i en la sintesi de RNA. Si bé durant la decada
dels 1950s s’havien estudiat les estructures i activitats d’una varietat d’organuls
citoplasmatics, aixi com d’enzims, el nucli havia restat un repte per als bidlegs
moleculars per la seva complexitat i per ser una estructura inexistent als materials
biologics escollits fins llavors: els bacteris.246

Per conéixer el nombre i les caracteristiques de les histones associades al DNA
va ser necessari el desenvolupament de meétodes d’obtencié d’aquestes fraccions,

tasca duta a terme per Ernest Johns, del grup de John Butler al Chester Beatty de

James Bonner s’havia doctorat Caltech, i els seus interessos en aquells moments es trobaven en
el camp de la bioquimica i la biofisica, en les bases moleculars del creixement i el
desenvolupament i en I'estudi del creixement vegetal. Ts’o, per la seva part, també s’havia
doctorat a Caltech i en aquells moments era professor de quimica biofisica a Baltimore. Bonner
hi va contribuir amb un capitol dedicat a aquestes proteines al volum de homenatge a Linus
Pauling, editat per RICH & DAVIDSON (1968).

245 JAS a JP, Rehovoth, desembre de 1963. La referencia és: BONNER & TS’O (1963). “Histone
Biology and Chemistry”. Science, vol. 141, Issue 3581, 593-656. Publicat el 16 d’agost de 1963.
246 De la introduccié de BONNER | TS'O (1964).
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Londres. Aquests treballs formaven part d’una série d’articles del grup que van ser
publicats al Biochemical Journal I’any 1964 .247

L’aplicacié d’aquestes tecniques va servir per mostrar que aquestes fraccions
eren heterogenies. De fet, moltes de les fraccions que s’havien obtingut fins llavors
consistien en mescles complexes de les que encara se’n sabia poc. A més, aquesta
complexitat havia estat una barrera per a la resolucié dels seus components discrets i,
pel mateix motiu, per dur a terme estudis quimics detallats d’aquestes proteines i per
a la cerca de variacions en preparacions obtingudes a partir de diferents especies i de
tipus cel - lulars.

Malgrat les dificultats, s’havien fet investigacions que havien permes posar de
manifest que aquestes proteines presentaven similituds, i també destacades
diferéncies, la qual cosa feia essencial ampliar els estudis de fraccionament. Els
metodes basats en el fraccionament quimic o la cromatografia en columna presentaven
I’avantatge de la seva gran capacitat. Per altra banda, I’electroforesi, ja fos en gel de
midd o en poliacrilamida oferia un alt grau de resolucié i era un bon metode analitic, si
bé la baixa capacitat dels gels limitava el seu Us en experiments preparatius. Fins que
no es disposés de procediments preparatius Utils en el sentit d’assolir una capacitat
raonable, la separacié d'una determinada fraccié seria tediosa i les quantitats
obtingudes, petites.248

Una segona qlestié que es va plantejar a la conferéncia va girar al voltant de
quina seria I’estructura de la nucleohistona, de la qual se’n sabia poca cosa. En aquest
sentit, Zubay i Richards van presentar els seus estudis basats en les técniques de

difraccié6 de RX i de microscopia electronica.?49 La resolucié de I’estructura del DNA

247 JOHNS (1964) “Studies on Histones. 7. Preparative methods for histone fractions from calf
thymus”. Biochem. J., 92, 55. Noti’s que durant la conferencia el treball de Johns es trobava en
curs de publicacié. Aquest va ser rebut a la revista el 29 de novembre de 1963; JOHNS, PHILLIPS,
SIMSON & BUTLER (1960). “Improved Fractionations of Arginine-Rich Histones from Calf
Thymus”. Biochem. J. 77, 631. El treball havia estat rebut a la revista el dia 1 d’abril de 1960;
JOHNS & BUTLER (1962). Biochem. J. 82, 15. “Further Fractionations of Histones from Calf
Thymus”. Treball rebut per publicacié el 8 de juny de 1961.

248 Per més detalls, vegeu BONNER & TS’O (1964).

249 Els aspectes concrets d’aquesta questié van ser exposats a les conclusions de la conferencia
de Robert Sinsheimer (SINSHEIMER, 1964). Les col-laboracions de Zubay i Richards sén: ZUBAY
(1964); RICHARDS (1964).
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mitjancant RX havia donat un gran impetus a aquest enfocament, ja que les
semblances entre els patrons de difraccié6 de RX obtinguts de DNA i de nucleohistona
per Wilkins, Zubay i Wilson I’'any 1962, semblaven demostrar que la configuracié de la
doble helix es mantenia a la nucleoproteina.250

A les conclusions, Bonner i Ts’o van proposar el que era tota una agenda de
recerca: quin seria I'estat natural de la histona i del DNA al nucli. Com es formaria el
complex DNA-histona i com es dissociaria, i quin control exercirien les histones en la
funcié del DNA. Seria diferent el control que exercirien sobre la sintesi del DNA i del
RNA? Les histones, donada la quantitat en que es presentaven, la seva localitzacié
exclusiva al nucli i la seva forta interacci6 amb el DNA, haurien de jugar un paper clau
en I'organitzacié del DNA en la superestructura del cromosoma i en la regulacié de les
propietats i funcié d’aquest DNA. Per tal de descobrir aquestes funcions, aquesta
interaccié entre histones i DNA s’havia de situar en el marc de la biologia molecular.

A data de 1964, els cromosomes no s’havien pogut estudiar mitjancant els
metodes d’analisi estructurals. Per aquest motiu, semblava evident que la resposta a
aquestes preguntes hauria de venir de la utilitzacié de diferents linies de recerca pel
que feia a instruments i tecniques, que hauria d’incloure tant les de la quimica fisica de
macromolécules com les de la quimica classica de histones i les de la moderna biologia

molecular (Bonner i Ts’o, 1964).

5.3. Definicié i composicié de les histones

A la mateixa trobada s’havia debatut la necessitat de definir les histones.25' Es
va acordar definir-les com “proteines basiques que, durant algun temps, es trobaven
associades al DNA”. Aquesta definicié intentava resoldre problemes com el fet que les
histones podien abandonar el DNA en alguns moments durant el cicle cel-lular, i que
no podien confinar-se només al nucli, especialment durant la seva sintesi. A més,

altres components cel-lulars com ara els ribosomes contenen proteines basiques, amb

250 WILKINS, ZUBAY & WILSON (1962). J. Mol. Biol., 4, 50, 1962.
251 Vegeu BONNER | TS’O (1964).
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unes analisis d’aminoacids semblants als que presentaven les histones. Si bé la
definicié proposada podia ser problematica donat el desconeixement que es tenia de
les funcions d’aquestes proteines, calia donar-ne alguna, de treball, operativa. (Bonner
i Ts’o, 1964).252

En aquells moments es comencava a saber que les histones eren una familia de
proteines molt semblants a tots els organismes on s’havien estudiat i que podien ser
classificades en cinc fraccions principals. La seva caracteristica essencial era el seu
elevat contingut en aminoacids basics, superior al 20% en tots els casos: un de cada
quatre aminoacids era de tipus basic, lisina o arginina. Es podien resoldre mitjancant
diverses técniques de cromatografia en columna, i s’obtenia una série caracteristica de
cinc components.253

Els métodes de Johns es van publicar en un moment clau, i van permetre
establir com a proposici6 general que tots els organs d’un determinat organisme
tenien el mateix espectre de histones. Més sorprenent encara, tots els organismes
presentaven histones remarcablement semblants. Tot plegat feia pensar que aquestes
proteines haurien de desenvolupar una funcié basica i important i que aquesta funcié
(o funcions) suposarien restriccions en les modificacions que aquestes poguessin patir
en diferents organismes i que podien estar en relaci6 amb processos evolutius (Bonner

i Tuan, 1968).

252 |es regles proposades per Johns es basaven en el total de grups nitrogen i carboni terminals
que s’obtenien de les analisis d’aminoacids de les histones que, en aquell moment estaven ben
caracteritzades.

253 La primera es coneixia com histona f1, les dues segones com f2A i f2b, i les dues seglients
com histones f3 i f4. La histona de tipus 1 era rica en lisina (i també en alanina. Les de tipus 2
eren conegudes com les lleugerament riques en lisina. Les 3 i 4 eren les riques en arginina. Tant
les 2 com les 3-4 eren pobres en prolina. Les seves dimensions eren semblants, excepte la f1.
Rebien aquestes denominacions en funcié de I'aminoacid basic que presentaven. Per més
detalls, vegeu Johns (1971). Per detalls al voltant de la classificacié de les histones, vegeu
BONNER & TUAN (1968) i http://www.worthington-biochem.com/H/default.html. També,
PHILLIPS (1971) i SUBIRANA (1985).
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5.4. Els meétodes d’obtencié de les fraccions histoniques. Les

técniques i els instruments emprats en la recerca

A continuacié es descriuen els métodes de Johns d’obtencid de les diferents
fraccions (Figures 20 i 21).254 Per a I'obtencié de les histones totals de qualsevol teixit
s’havia d’aillar la desoxiribonucleoproteina en un estat relativament pur. En molts
casos, es tractava d’un procediment senzill consistent en trencar les membranes
nuclear i citoplasmatica, centrifugar el material i rentar-lo diverses vegades en
solucions salines diluides. Un cop obtinguda la desoxiribonucleoproteina, s’havia de
procedir a I’eliminacié de les proteines no histoniques presents, mitjancant un rentat
amb solucions salines de clorur de sodi. Posteriorment, es procedia a I'aillament de les
histones totals mitjancant dos metodes possibles: extraccié mitjancant acid o bé
mitjancant dissociacié salina.2’5 Els meétodes, coneguts com | i Il, eren de caire
preparatiu i permetien la separacié i obtencié en grans quantitats dels quatre grups de
histones, sense entrar en processos posteriors de preparacié i de subseqlient
fraccionament de les histones completes.

Posteriorment, les fraccions obtingudes havien de ser estudiades mitjancant
I’s de tecniques diverses, de les quals es fa una breu descripcié. Es va fer servir
I’espectrofotometria, técnica habitual als laboratoris, que consistia en la mesura de
I'absorciéo o emissié de les radiacions electromagnetiques al passar a través d’una
substancia. L’aplicaci6 més comuna era la de mesurar I'absorcié de llum i els
espectrofotometres més comuns es feien servir en les regions visible i UV de
I'espectre. Quan s’aplicava a la regio dels UV, s’obtenien informacions al voltant de
I’estructura de les molécules. També es van utilitzar les técniques d’electroforesi, que
permetien la separacié de les proteines, aixi com un instrument, |’analitzador
d’aminoacids, que permetia conéixer quina era la seqlieéncia de les diverses fraccions
histoniques obtingudes i procedir a la seva comparacié. Un altre instrument utilitzat va

ser el microscopi electronic, que va permetre visualitzar la mida i I'ordenacido de la

254 \VVegeu JOHNS (1964)
255 VVegeu també JOHNS (1971).
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nucleohistona als nuclis de les cel-lules espermatiques, i establir comparacions amb

els vertebrats.

5.5. Un projecte de recerca en histones a Barcelona

L’any 1965, Subirana i Palau van obtenir I’'ajuda economica dels NIH per al seu
projecte Characterization of Nuclear Proteins from Invertebrates (Figura 22).256 El
projecte s’inseria en el marc més ampli dels problemes generals relacionats amb la
funcio biologica de les histones que, a data de 1966, era confusa. En aquest sentit,
Palau i Subirana suggerien que quan es disposés d’informacioé procedent d’altres fonts
de nucleoproteines, la situacié s’hauria de veure aclarida. La proposta presentada es
desglossa en tres apartats que s’analitzen a continuacié: el primer objectiu consistia
en I'aillament i caracteritzacié de les proteines nuclears, especialment les histones, de
diferents especies d’invertebrats i teixits, aixi com I’estudi de la seva relacié amb la
ultraestructura i composicié del DNA.

El segon consistia en I'aillament d’histones de protozous i I’estudi de la seva
relaci6 amb la composici6 del DNA i amb [I'estructura del nucli. Les proteines
obtingudes haurien de ser caracteritzades segons la seva mobilitat electroforética i la
seva composicié en aminoacids, aixi com pel seu fraccionament mitjancant técniques
de cromatografia.

Un tercer objectiu, menys interessant segons Subirana, era laillament i
caracteritzacié de les proteines de I’aparell mitotic i, a suggeriment de Palau, es va
incloure el treball en histones d’ericons marins. En resum, es volien comparar els

resultats obtinguts amb els ja coneguts d’altres histones. 257

256 Tot seguit es descriuen els detalls de la peticio, obtinguts del document de peticié de
financament presentat per Subirana als NIH amb data 1 de juny de 1965, a partir de I'estudi
d’aquesta font primaria. Les quantitats rebudes van ser les seglients: 1966: 12500 $/735000
pts; 1967: 10400 $/634000 pts; 1968: 9900 $/693000 pts (en dolars USA corrents i els seus
valors aproximats en pessetes constants de 1991). Aquesta documentacié ha estat amablement
posada a disposicié de I'autor per Joan Antoni Subirana. Per més detalls vegeu SANTESMASES
(1997d).

257 JAS a JP, Barcelona, 18-4-65, 5-5-65, 8-5-65.
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En aquest punt és important distingir entre protamines i histones. Les
protamines soén les proteines associades al DNA als espermatozous d’invertebrats
marins i, basicament, es caracteritzen pel seu alt contingut en I’aminoacid arginina.
Les histones sén proteines associades al DNA que sén presents als espermatozous
d’aquests invertebrats, aixi com a les cel-lules somatiques de tots els organismes i es
caracteritzen pel seu elevat contingut en aminoacids basics.

L’estudi de les proteines nuclears dels espermatozous es justificava en les
considerables diferencies que presentaven segons les espécies. Interessava coneixer
els tipus de proteines nuclears presents en una varietat d’organismes, quins tipus de
histones presentaven, les caracteristiques comunes i també les diferencies. S’havien de
comparar amb les obtingudes de timus de vedella, que fins aquells moments eren les
Uniques en les quals el fraccionament s’havia fet en detall i, per aquest motiu calia
estudiar proteines nuclears d’altres fonts. Se sabia que les histones de les plantes
presentaven diferéncies considerables en la seva composicié d’aminoacids, al temps
que el nucli i els cromosomes no mostraven diferencies essencials observables. A més,
les nucleoproteines de I’esperma també presentaven diferéncies considerables entre
espeécies, per la qual cosa era d’interés cercar quin tipus de proteines nuclears hi havia
en una amplia varietat d’organismes, que va incloure els protozous, i es justificava en
I'interés ja esmentat d’estudiar les histones pertanyents a una amplia varietat de grups
zoologics.

S’esperava que tot organisme tingués unes proteines nuclears amb funcions
semblants, encara que la seva composici6 en aminoacids i altres propietats
presentessin diferéncies. En el cas dels espermatozous, era interessant aclarir per qué
proteines de composicio tant diferent en peixos o ericons, podien dur a terme funcions
semblants. Un problema d’interes era relacionar la composicié de les proteines amb la
ultraestructura del nucli de I'esperma. En una fase preliminar, haurien de ser
investigades les histones de diverses especies, en particular aquelles que poguessin
ser obtingudes com espécies quimiques pures, sense contaminacions d’altres fraccions

o per productes de degradacié. Aquestes esdevindrien un material adequat per
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estudiar amb técniques fisico-quimiques la interaccié entre el DNA i les proteines
nuclears.258

Els objectius a llarg termini del projecte eren I'estudi de les interaccions fisico-
quimiques entre el DNA i les histones, en un esfor¢c per aclarir el paper estructural
jugat pels diferents tipus d’aquestes proteines conegudes fins aquell moment. En cas
d’obtenir resultats peculiars, en paraules de Palau i Subirana, els estudis s’haurien de
dur a terme en especies relacionades, per tal de determinar si les troballes es
restringien a determinades espécies o eren aplicables de manera més general a un
grup zoologic.259

El projecte de Palau i Subirana s’inseria en el marc més ampli dels estudis de
I'estructura del cromosoma, aixi com en esbrinar quin era el paper biologic de les
histones, en un moment en que es suggerien possibles funcions reguladores de
I’activitat dels gens. De l'estudi de les proteines nuclears s’haurien d’obtenir
informacions que poguessin aclarir les possibles funcions d’aquestes proteines en el

cromosoma.

5.5.1. L’eleccié dels materials d'estudi i els inicis de la recerca

La lectura de treballs de Maurice Wilkins de 1956 en esperma de salmé i de
sipia, i els de R i E. Vendrelly de 1960 en equinoderms els van fer dirigir-se a I’estudi
d’aquests organismes.260 Els precedents d’aquests son un treball de Wilkins de 1951

en el qual, mitjancant tecniques de difracci6 de RX, s’havien observat algunes

258 A data de presentacié del projecte de Palau i Subirana, estudis d’aquests tipus havien
presentat dificultats perque totes les fraccions que es coneixien consistien en diverses espeécies
moleculars. Només les fraccions F2b i F2a2 de timus de vedella havien estat raonablement
purificades.

259 pPer detalls al voltant dels procediments técnics proposats, vegeu la pagina 4 del projecte
presentat als NIH.

260 Entrevista de l'autor amb Joan Antoni Subirana, 19-02-03. El treball dels Vendrelly és:
"Données biochimiques récentes sur la relation entre Acid Désoxyribonucléique et protéines
basiques dans le noyau” Biochemical Pharmacology, 1960, vol 4, pp.19-28, citat a SUBIRANA,
COZCOLLUELA, PALAU & UNZETA (1973). Vegeu també OLBY (1994).
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semblances entre I'estructura del virus del mosaic del tabac cristal-litzat, els
cromosomes espiralats i la forma helicoide d’alguns caps d’espermatozous.26!

Quasi tots els animals tenien unes proteines nuclears diferents en els seus
espermatozous, protamines en lloc de histones, perd els equinoderms i altres grups
d’animals tenien histones, és a dir, les mateixes que hi havia al nucli somatic, si bé
amb petites diferéncies. Un altre avantatge era la simplicitat de I'organisme escollit,
aixi com la seva disponibilitat, ja fos al Instituto de Investigaciones Pesqueras del CSIC
a Barcelona, als mercats de la ciutat, al Port de Barcelona o pescant-los a la Costa
Brava.z262

Aquesta simplicitat facilitava el seu estudi: disposar de cél-lules que
continguessin els minims components possibles i, entre ells, les proteines desitjades.
Com que al nucli d’'un espermatozou només hi havia DNA i histones, aix0o els va
convertir en organismes model en permetre extrapolar a altres, segons Subirana, els
resultats obtinguts.263 L’ericé de mar, per la seva banda, era un sistema experimental
d’us comu en biologia. Els seus ous, amb una llarga historia dins de I’embriologia
experimental, eren un material molt practic que podia ser obtingut en grans
quantitats, es desenvolupava amb gran sincronia i era raonablement permeable a
precursors marcats (Gross et al., 1964).

Mentre Palau era a Londres i Subirana estava pendent de marxar a Houston, el

projecte de les histones d’equinoderms prenia forma:

“Creo que el trabajo con las histonas de la esperma de equinodermos debera
estructurarse asi:

- Obtener aa [aminoacids] de histonas totales y sus electroforesis.

261 Treballs importants en cristal - lografia del TMV varen ser fets per Rosalind Franklin a partir de
1953, un cop havia deixat el King’s per traslladar-se al Birkbeck College de Londres, amb Bernal.
No va ser fins la década dels anys 1970s que van apareixer uns pocs treballs limitats a I’estudi
de protamines de peixos (OLBY, 1994). Es prestava, doncs, poca atencié a altres espécies que
mostraven diferencies considerables tant en grandaria com en la seva composicié en aminoacids
(SUBIRANA, COZCOLLUELA, PALAU & UNZETA, 1973; SUAU i SUBIRANA, 1977). Si bé es va
comencar amb I'estudi d’ericons i holoturies, després es va ampliar als mol - luscs.

262 Vegeu SUBIRANA, COZCOLLUELA, PALAU & UNZETA (1973). Entrevista de I'autor amb Joan
Antoni Subirana, 11-11-02.

263 Entrevista de I'autor amb Joan Antoni Subirana, 11-11-02 i 21-11-02.
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- Si son iguales hacer cromatografias de columna para aislar una de ellas, Arbacia
seria la mejor seguramente, y analizar cada fraccion a fondo. Hacer lo mismo con
Mytilus, que es distinto.

- La ventaja de Mytilus y Arbacia es que nos sera facil obtener posteriormente
embriones y tejido adulto y comparar con las histonas de éstos.

Los protozoos, creo que debemos dejarlos mientras no tengamos mas colaboracién,

aunque no debemos perder el contacto con el problema”. 264

Un problema tecnic que els preocupava era com poder fer cultius cel-lulars de
protozous que els permetessin obtenir DNA en quantitats suficients i era per aquest
motiu que Subirana proposava posposar-ho i concentrar-se en la separacid i
caracteritzacio de les diverses fraccions d’organismes diferents. 265

Des de Londres, Palau expressava la seva preocupacié per la possibilitat de
overlapping amb altres grups i per la incertesa citologica de si hi havia o no histones
als organismes estudiats. Per Subirana, la qliestio del overlapping era prematura. Sobre

la segona,

“En otra carta me hablas de evidencia citolégica de si hay o no histonas. La verdad es
que las pruebas citolégicas son muy aleatorias y se han de mirar con mucha reserva,
pues las tinciones se aplican a complejos de macromoléculas y es casi seguro que las

histonas tifien o no seglin sus acompafantes”. 266

Calia veure si hi havia diferéncies entre les histones dels ericons, les estrelles

de mar i les holoturies i també es van plantejar diferents métodes de separacié del

264 JAS a JP, Barcelona, 25-8-65. Mytilus edulis és el musclo comu, i es localitza a les costes
catalanes. Arbacia lixula és I'eric6 de mar ja esmentat.

265 Hi havia un grup a al Departament de Quimica de la Universitat de Birmingham que s’hi
dedicaven i que havien publicat un treball al J. Protozool. I'any 1963, i potser seria interessant
que Palau els fes una visita per saber quin instrumental caldria per fer cultius de 50 a 100 litres
de protozous “con todos los truquitos que puedas averiguar. Esto no es urgente, pero hazlo a la
primera ocasién que se te presente”. Vegeu JAS a JP, Barcelona, 8-5-65, 15-5-65.

266 JAS a JP, Barcelona, 25-8-65. Sobre citoquimica de histones, vegeu SWIFT (1964) a BONNER &
TS’O (1964).
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DNA i les histones.?67 La tasca de Subirana a Barcelona va ser la d’aillar les histones
d’esperma de musclo, aixi com en I'extraccié de histones d’equinoderms com Arbacia

(ericd) i Holothuria (cogombre de mar):

“Lo que he aislado son las histonas de la esperma del mejillon (Mytilus edulis), pariente
algo proximo del calamar (Loligo), descrito por Hamer. Te mandaré esto dentro de un
par de dias. Creo que en el primer paso interesa obtener histonas totales, por lo que no
he aplicado el metodo de Johns (....) La esperma de mejillon es un material muy bueno
para aislar flagelos puros, por lo que quizas valdria la pena hacerlo en relaciéon con el
tema de la mitosis. Ponte al corriente de lo que hace el grupo de Randall, Huxley etc. en

el King’s College sobre movilidad en general”.268

El 25 d’agost de 1965, Subirana va comunicar a Palau que, cap a finals d’estiu
marxaria cap els EUA, a Houston, per a donar un curs de polimers i el curs de
bioquimica de Joan Ord, en qualitat de professor associat.269 L‘estada a Houston
consistia en donar les classes d’Oré i preparar les oposicions a catedra a I’Escola
d’Enginyers. Pero al mateix temps, el treball en histones seguia present en la seva
correspondencia amb Palau, a rel dels seus contactes amb el grup de Lubomir Hnilica,

del departament de bioquimica de la mateixa universitat:270

267 JAS a JP, cami de Houston, 17-9-65; JAS a JP, Houston, 23-10-65.

268 JAS a JP, Barcelona, 2-6-65. Vegeu aquesta carta per detalls més concrets sobre tecniques.
Cal recordar que els metodes de Johns permetien obtenir separadament les diferents fraccions
histoniques, que no era I'objestiu de Subirana i Palau en aquells instants. Per altra banda, D.
Hamer va descriure un procediment d’obtencié de histones de calamar, Loligo, I'any 1955, al
Biol. Bull., 108, 35. El grup de John Randall al King’s College havia treballat des de 1964
estudiant I'aparell flagel - lar com a organul model per a I'estudi del creixement i la morfopoiési.
Es pretenia entendre aquests dos aspectes del desenvolupament en termes fisico-quimics,
considerant la seva utilitat en I'estudi de sistemes biologics complexos, en contraposicié a
visions més reduccionistes, com ara els treballs en bacteriofags. Vegeu RANDALL (1969). Per
més detalls de Randall, vegeu WILKINS (1987) i DE CHADAREVIAN (2002).

269 1965-66, segons consta al seu CV.

270 Hnilica i el seu grup varen contribuir a la obtenci6 de les cinc fraccions histoniques al mateix
temps que Johns. Varen col-laborar en el volum de revisié de Phillips de 1971. La seva
contribucié va consistir en la revisé de la biosintesi de histones i el cicle cel-lular. Vegeu
HNILICA et al. (1971).
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“Por aqui voy manteniendo contacto con los histonicos y creo que podemos hacer algo
interesante. No se si te habras fijado que las histonas de Astropecten tienen la misma
composicién que las del timo. Imagino que las de erizo serdn también semejantes, no
tengo aqui los datos. Su estudio es muy interesante pues en el microscopio electréonico
se ve que esta esperma esta ordenada en fibras de 100 Ansgtroms de didmetro,
mientras que en las de tipo protamina son fibras de 40 Ansgtroms, incluyendo los
cefalépos (calamar) que tienen composicion intermedia y que serd interesante estudiar
en una segunda etapa, asi como el mejillén que también era distinto, pero no se como
aparece en el microscopio electronico. Sera interesante buscarlo y podria ser un tema de
tesis para biédlogo (....) Una de las cosas que me animan de este tipo de investigacion es
que, exceptuando los anadlisis de aminoacidos, no se necesitan muchos fondos para

hacer marchar el trabajo y es posible que podamos hacer cosas interesantes”.271

“Desde luego, si Hnilica se dedica a las [histonas] del erizo, es una tonteria competir,
pero la impresion que me dié6 hace unas semanas es que habian obtenido algunas
fracciones pero sin prestarle demasiada atencién -> me ensefid todos los aa-analisis
que habia hecho y demas.(....) Creo que ahora lo mas interesante seria ver si las
fracciones del erizo (o de Astropecten) son iguales a las de timo. Tercer paso ver como

son las proteinas nucleares de embriones y tejido adulto”.272

El fil conductor de la seva recerca en histones, mitjancant els organismes
escollits com a objectes d’estudi, era el d’estudiar la seva semblanca al llarg de la
escala evolutiva, per tal d’intentar explicar la seva funci6 en [I’estructura del
cromosoma. En aquells moments es suposava que les histones s’unien a regions del
DNA ben definides i també hi havia dades que suggerien que ho farien mitjancant
unions electrostatiques. Les dades s’havien obtingut d’estudis d’interaccions entre el
DNA i les histones, tant en complexos naturals com artificials, i era d’interés era
examinar la seva reversibilitat per a esbrinar si aquestes eren especifiques en algun
aspecte, questié que formava part dels objectius a llarg termini del projecte presentat

als NIH. Subirana va suggerir treballar-hi i es va procedir comencant pels estudis de

271 JAS a JP, Houston, 8-12-65. Els histonics de Houston sén el grup de Hnilica.
272 JAS a JP, Houston, 7-1-66.
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caracteritzacié d’aquestes proteines. Posteriorment en el temps es va iniciar el treball

en DNA. 273

5.6. De la Placa de la Universitat a la Diagonal: de la Secci6 de
Biopolimers al Departament de Quimica Macromolecular i el

desenvolupament del programa de recerca

Un cop Subirana va tornar de Houston a Barcelona, es va posar en marxa el
projecte de recerca financat pels NIH. Com s’ha vist, mentre Palau encara era a
Londres, havien anat fent una recerca prévia que va portar a la publicaciéo del seu
primer treball conjunt, I'any 1966.274 Fins 1973 van publicar al voltant d’una vintena
de treballs, ja en col-laboracid, o des de I'Escola d’Enginyers i de I'IBF. Haver passat
amb exit I'avaluacié d’un projecte d’investigacié feta per cientifics dels EUA va ser una
de les més valuoses cartes de presentacio en plena época de consolidacié professional
de Palau, Subirana i el seu grup, com especialistes en una area de recerca que s’estava
establint al pais.

Durant I’any 1968 es va anar desenvolupant la fase preliminar del projecte, que
va consistir en I'estudi de les histones de diverses especies d’invertebrats marins, i va
portar a la publicacié de tres treballs en aquesta linia (Figura 23). Es va treballar
principalment amb el mol-lusc Mytilus, el musclo, donades les diferencies que
presentaven les seves histones respecte de les del timus de vedella, cosa que no

succeia als equinoderms. 275

273 JAS a JP, Houston, 30-1-66. Per més detalls al voltant d’aquests aspectes, vegeu FREDERICQ
(1971).

274 PALAU & SUBIRANA (1966). No es fa esment del financament rebut.

275 COZCOLLUELA & SUBIRANA (1968). A ressaltar que aquest treball ja va comptar amb el suport
dels NIH que els va ser concedit del 1966 al 1968: grant GM 13645. GRAELLS & SUBIRANA
(1968). No es fa esment de financament. Carme Graells va treballar amb el grup durant una
temporada, pero no va fer tesi doctoral. En aquest treball la utilitzacié del microscopi electronic
de la universitat de Barcelona, servei que dirigia Lluis Vallmitjana, del que es parlara més
endavant. SUBIRANA & PALAU (1968). Parcialment financat pel “Public Health Service grant GM-
13645, from the Department of Health, Education and Welfare, USA”. El treball en en Mytilus ja
havia Ja era a la primera publicacié conjunta de Palau i Subirana, on s’havia utilitzat com objecte
d’estudi. Vegeu PALAU & SUBIRANA (1966).
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En paral-lel amb aquests treballs, també es va fer un estudi comparatiu les
proteines dels flagels de I'esperma de I'eric6 de mar i d’ous no fertilitzats de la
mateixa espeécie, fent Us del microscopi electronic. L'estudi de les histones de I’ericé
de mar va permetre la seva comparacié amb les dels vertebrats per tal de donar alguna
clau que expliqués I'empaquetament de la nucleoproteina dins del nucli de I’esperma o
explicar la seva inactivitat metabolica. Palau i Subirana, en col-laboracié amb Carmen
Cozcolluela, Montserrat Pladellorens i Adolfo Ruiz-carrillo, van estudiar el
comportament i l'especificitat d’aquestes proteines nuclears en diverses especies
d’equinoderms en relaci6 amb I’evolucié d’aquestes molecules. Un del materials
d’estudi més interessant en aquest sentit va ser I’equinoderm Holothuria tubulosa.276

Aquests estudis van incloure tant la caracteritzaci6 de les seves proteines
nuclears com I'estudi de la seva espermatogénesi, donada la simplicitat del procés en
aquest organisme. En els animals, durant aquest procés, el nucli cel-lular pateix un
procés de condensacié que finalitza en I’espermatozou i aquesta condensacié nuclear
és produeix per canvis en les proteines que interaccionen amb el DNA. Durant
I'espermatogénesi d’aquests organismes, les proteines somatiques desapareixen
totalment, alhora que apareixen les proteines tipiques de I'esperma, pero els altres
equinoderms i mol-luscs presentaven situacions intermedies. La preséencia de
protamines en alguns peixos i mol-luscs era un cas de convergéncia evolutiva molt
notable que portava a pensar en quina podia ser la funcié biologica de les proteines de
I'esperma, questié ja havia estat tractada per David Bloch I'any 1969, i que era represa
per Palau i Subirana.2?7

Bloch suggeria cinc possibles funcions per a les histones: condensacié del nucli
per tal d’aconseguir una eficacia hidrodinamica més gran; inhibicié de la transcripcio;

proteccié, terme no gaire ben definit; manteniment dels nuclis de la linia germinal en

276  SUBIRANA (1970a); SUBIRANA, PALAU, PLADELLORENS, COZCOLLUELA i RUIZ-CARRILLO
(1970); SUBIRANA, PALAU, COZCOLLUELA & RUIZ-CARRILLO (1970), financat parcialment pels
NIH; PLADELLORENS & SUBIRANA (1970); SUBIRANA (1970Db).

277 BLOCH, DAVID P. (1969). “A Catalog of Sperm Histones”. Genetics, Supl. I. 61-93. Aquest
treball de Bloch es troba a la bibliografia de diversos treballs del grup de Subirana i Palau.
L’explicacio del procés de ’espermiogenesi ha estat elaborada a partir del treball de revisié de
DABAN, CACERES, SAPERAS, GADELL i CHIVA (1991).
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un estat totipotent a fi de permetre la diferenciacié cel-lular; influéncia sobre el
desenvolupament de I'embri6.278

Si els organismes estudiats pertanyien a la mateixa classe, les proteines eren
molt semblants. Perd si s’establia una comparacié6 entre diferents classes
d’equinoderms, era llavors quan apareixien les diferencies. Un estudi més detallat va
permetre saber que aquestes proteines presentaven una gran variabilitat i va portar a
classificar-les en tres grups. En primer lloc, les protamines, amb un alt contingut en
arginina. En segon lloc, les proteines semblants a les histones, histone-like, amb una
composicié quimica similar a les histones totals de timus de vedella. En tercer lloc, les
que presentaven unes caracteristiques a mig cami entre les histones i les protamines,
amb una alta proporcié d’arginina i lisina i proporcions significatives de tots els
aminoacids. Les protamines havien estat localitzades als peixos, les semblants a
histones, a equinoderms i peixos i les de tipus intermedi, als mol-luscs i al gall.

Ara bé, la situacié es complicava pel fet que moltes especies presentaven
alguns components proteics amb caracteristiques diferents. Un exemple era el musclo,
un dels tipus definits per Bloch, on es trobaven dos components minoritaris que no
apareixien en cap altra espeécie relacionada. Una complicacié addicional era que les
protamines es podien trobar a la frontera dels tipus suggerits. Des d’un punt de vista
quimic, les principals proteines basiques presents als espermatozous, que pertanyien
als tres primers tipus suggerits, presentaven caracteristiques comunes, podien
estudiar-se conjuntament i denominar-se protamines.279

Van ser totes aquestes diferéncies les que els van portar a Subirana i a la seva

col-laboradora Montserrat Pladellorens a estudiar amb més detall I’espermatogénesi

278 Bloch també va proposar quins serien els tipus de proteines associades al DNA als
espermatozous. Se’'n reconeixien cinc tipus importants, que van ser classificats per criteris
citoquimics, sense que en principi existissin relacions filogenétiques entre ells. Aquests tipus,
segons Bloch, serien: protamines tipiques, en les quals hi predominava I'arginina; de tipus
musclo, contenint arginina i lisina; protamines que contenien cisteina; histones; absencia de
proteines nuclears. Des que es va establir aquesta classificacio, es va dur a terme un treball
important en quant a la caracteritzacié detallada d’algunes de les proteines que pertanyien a
cada tipus i es va concloure que la classificacié suggerida per Bloch era essencialment correcta.
Des de llavors no s’ha descrit cap altra proteina que (no) pugui ser inclosa en aquesta
classificacio. Vegeu SUBIRANA (1985).

279 Vegeu SUBIRANA (1985).
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d’aquest organisme i amb aquesta finalitat es va estudiar el desenvolupament de les
gonades masculines mitjancant técniques de microscopia electronica. Les imatges
obtingudes els van permetre saber si les extraccions de nuclis aillats contenien o no
impureses relacionades amb el metode utilitzat per a la seva obtencid. 280

Els seus treballs els van permetre saber que hi havia una variabilitat
considerable en les proteines de I'esperma. De fet, es podia establir una gradacié en el
seu grau d’especialitzacié. En un extrem es trobaria el cas més simple que seria el de
Holothuria, organisme en el qual els canvis que es produien en espermatogénesi eren
limitats. En l'altre extrem es podien situar els peixos i alguns altres vertebrats,
juntament amb els mol - luscs cefalopodes i, possiblement, els gasteropodes. En aquest
sentit, I’estudi detallat de les proteines d’Holothuria oferia un interés especial ja que
les transformacions produides durant I'espermatogénesi semblaven minimes i podien
donar la clau del seu significat bioldgic. Finalment calia pensar en quin seria I'origen
genetic d’aquestes proteines de I’esperma. Ja I'any 1968, Palau i Subirana havien
discutit el possible paper que jugarien dos grups diferents de gens en aquest procés,
en el sentit que les histones somatiques i les proteines semblants a histones de
I’esperma fossin codificades respectivament per aquests.28!

L’any 1969, de manera independent, els grups de Koichi lwai al Jap6 i de Hnilica
a Houston, van elucidar completament la seqgiiéncia d’aminoacids del component f2b
de les histones, que era practicament idéntic tant al pésol com a la vedella.282 Aix0 va
permetre suggerir un altre possible origen per a aquestes proteines, que va fer pensar
en la possibilitat que algunes proteines de I’esperma s’haguessin originat per la
ruptura de components somatics, la qual cosa podria tenir lloc al nivell del gen o per
un procés metabolic mitjancant un enzim especific. Aquestes possibilitats mereixien

ser estudiades i era un dels objectius del laboratori en aquells moments. 283

280 | '(1s del microscopi electronic com a técnica complementaria, va ser possible gracies al Servei
de Microscopia Electronica de la Universitat de Barcelona, que dirigia Lluis Vallmitjana.

281 SUBIRANA i PALAU (1968).

82 egeu la contribucié de Phillips al volum dedicat als estudis de la nucleohistona del que en va
ser ’editor 'any 1971: PHILLIPS (1971).

283 En aquest punt és important esmentar alguns aspectes de tipus técnic en referéncia a
aquests treballs, com va ser el desenvolupament per Palau i Adolfo Ruiz-Carrillo d’una técnica

d’electroforesi en gel de poliacrilamida en tubs verticals. El metode havia estat descrit en treballs
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A partir dels estudis de Subirana i Pladellorens fets en Holothuria, es va mostrar
que tots els components de les histones somatiques semblaven conservar-se durant el
procés de I’espermatogénesi i només un nou component, minoritari i semblant a les
protamines, protamine-like, apareixia quan el procés s’iniciava. Semblava interessant
comparar aquests resultats bioquimics amb els canvis en la ultraestructura del nucli
cel-lular durant la diferenciaci6. 284

El problema de fons seguia essent que no se sabia com es trobava organitzada
la nucleohistona.28> S’assumia que quan les histones interactuaven amb el DNA, la seva
conformacioé depenia de la seqgiiéncia de bases del DNA. Restava pendent coneéixer
quina seria la funcié d’aquestes histones sobre I’estructura i el funcionament del
material genétic i com aquest funcionament influiria en la conformacié d’aquestes
proteines. Aquests canvis haurien de proporcionar pistes al voltant de l'activaci6 i
repressid selectiva dels gens. Segons V. G. Allfrey (1971), la quimica de les histones
podia enfocar-se en aquest sentit, ja que hi havia evidéncia de l'accié6 d’aquestes
proteines en mecanismes de control genetic si bé era poc probable que fossin les
principals responsables del control de la transcripcié als cromosomes de diferents
teixits.

L’interes de Subirana per aquesta qgiestié es va fer palés en un treball que va
presentar al FEBS Symposium de 1970 on, basant-se en les idees d’altres
investigadors, suggeria tres possibles mecanismes que es podrien produir al llarg del
procés, de manera simultania.28 En primer lloc, que la conformacié de la doble helix

del DNA no fos alterada i que les histones assolissin una distribucié i conformacié que

anteriors. Si bé el métode tenia poca resolucio, els va permetre separar fraccions que fins
aquells moments presentava dificultats: la fraccié f2a de la f3. Vegeu PALAU, RUIZ-CARRILLO i
SUBIRANA (1969).

284 PLADELLORENS & SUBIRANA (1970). Montserrat Pladellorens ja havia col-laborat en diverses
publicacions del grup, des del servei de microscopia electronica de la Universitat de Barcelona,
que dirigia Lluis Vallmitjana, com ara al treball presentat a la Societat Catalana de Biologia i en
les fotografies de microscopia electronica del treball de Subirana a Experimental Cell Research
del mateix any. El contingut d’aquesta comunicacié va formar part de la seva tesi doctoral. El
titol de la tesi doctoral de Pladellorens era: “Estudios citoquimicos y ultraestructurales de la
espermatogénesis”, llegida I’any 1972a la facultat de biologia de la Universitat de Barcelona. La
comunicacioé encara ve signada com Seccion de Biopolimeros, CSIC.

285 VVegeu BONNER & TUAN (1968) i SUBIRANA (1985).

286 SUBIRANA (1970b).
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depengués de la seqiiencia de bases del DNA. En segon lloc, que [I’estructura
secundaria del DNA canviés sota la influéncia de les histones. En tercer lloc, que
I’estructura terciaria del DNA fos alterada per les histones.287 S’havien fet observacions
que suggerien que el DNA era capac de canviar la seva estructura secundaria, pero
excepci6 feta de les transicions que s’havien trobat en fibres, no es sabia quins canvis
de conformacio es produien. Si es mantenien els aparellaments de Watson i Crick,
només hi havia un nombre limitat de conformacions possibles des del punt de vista
estereoquimic.

L’estructura secundaria del DNA és la que deriva dels estudis de fibres
mitjancant tecniques de difraccié de RX, és a dir, la que es correspon amb el model de
Watson i Crick o, més exactament, amb les formes A i B d’aquesta molécula. EIl DNA
presenta una gran rigidesa, per la qual cosa la seva estructura terciaria vindria
condicionada per les possibilitats de la doble helix d’assolir configuracions més
complexes. Cal pensar que haguessin estat tots aquests coneixements sobre
I’estructura del DNA els que portessin a Subirana a expressar el seu pensament al

voltant d’aquesta qliestié al FEBS Symposium de 1970.288

5.7. L’experimentacié en histones al Departament de Quimica

Macromolecular: problemes i técniques

Els estudis més prometedors per buscar histones significativament diferents
eren els que tenien com objecte d’estudi les especies més primitives. La major part
dels que s’havien fet fins Ilavors ho havien estat en organismes que, generalment, eren
considerats superiors com ara mamifers, peixos ossis i plantes superiors. El grup de

Palau i Subirana ja havia mostrat les diferencies significatives trobades en la

287 La primera possibilitat havia estat suggerida per MURRAY (1969): “Stepwise removal of
histones from native deoxyribonucleoprotein by titration with acid at low temperature and some
properties of the resulting partial nucleoproteins”. J Mol Biol. 39(1):125-144. La segona per
BONNER & TUAN (1968) i la tercera, per Alfred Gierer I’'any 1967.

288 E| mateix any 1970, Subirana va publicar un treball de caire teoric al voltant del moviment
hidrodinamic de les amebes: SUBIRANA (1970c).
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composicié6 en aminoacids i en la mobilitat electroforética quan es comparaven
equinoderms, mol - luscs i vedella.289

Es va suggerir la possibilitat que les diferéncies es trobessin restringides a una
part de la molecula i que la resta d’aquesta fos comuna en estructura i funcié a altres
fraccions del mateix tipus. Calia saber si les histones presentaven restriccions en les
variacions de la seva sequéncia d’aminoacids i poder determinar la distribucio
d’aquestes al llarg de la cadena polipeptidica en el cas d’obtenir prou quantitats de
teixits.290

L’estudi de I'estructura de la nucleohistona seguia essent un dels problemes
pendents de resolucié. Calia entendre com s’organitzaven aquestes fraccions
proteiques ja caracteritzades amb el DNA, la qual cosa va portar a la proposicié de

models en aquest sentit (Figura 24).29

5.7.1. Del supercoiling al nucleosoma

El model de la superhélix o supercoiling havia estat proposat per primer cop
per Pardon, Wilkins i Richards I’any 1967, com ja s’ha dit. Els resultats obtinguts dels

estudis de fibres de nucleohistona de timus de vedella mitjancant técniques de

289 Es el cas de la fraccié f1. Vegeu SUBIRANA, PALAU, COZCOLLUELA & RUIZ-CARRILLO
(1970).Altres autors havien mostrat variacions apreciables en la mobilitat electroforética de la
mateixa fraccié quan es comparaven insectes, amfibis i vertebrats superiors, que es relacionaven
amb diferéncies estructurals.

290 SUBIRANA (1970a). Apart de I'estudi de les fraccions histoniques, i com també s’ha anat
veient, els interessos del grup també passaven per I’estudi dels procesos espermatogénesi. Es va
estudiar la fosforilacié que patien els components semblants a histona durant I’espermatogeénesi
a I'eric6 de mar en un treball que Subirana i Mercedes Unzeta van publicar a FEBS Letters, el
mateix any 1972. Mercedes Unzeta va ser la tercera estudiant de doctorat de Subirana i va llegir
la seva tesi 'any 1973 amb el titol de “Caracterizacidon de las proteinas nucleares de esperma de
invertebrados marinos”. El treball és SUBIRANA & UNZETA (1972), amb financament del
Population Council i de la Junta de Energia Nuclear.

291 Subirana va publicar un treball al voltant de la desnaturalitzacié térmica de les histones i el
seu significat bioldogic I'any 1973 i constituia la continuacié i conclusié d’un de preliminar de
Ilany 1970, que havia consistit en la preparacié i desnaturalitzacié térmica de la
desoxiribonucleoproteina de I’eric6 de mar i, concretament, de la purificacié dels nuclis per tal
d’eliminar la preséncia de proteines no histoniques. Les técniques emprades per a la preparacié
dels materials varen ser les habituals. SUBIRANA (1970d). Treball finangat parcialment pels NIH,
grant GM-13645; SUBIRANA (1973). Treball financat amb el grant del Population Council.
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difraccié de RX els va portar a suggerir que aquesta presentava un empaquetament
repetitiu. 292 Posteriorment, aquest model havia estat qliestionat i cal situar el treball
de Subirana en aquest context. Per a entendre el comportament de la nucleohistona,
calia estudiar la migracié que patien les histones, que estaria relacionada amb els
processos de transcripcié i replicacio del DNA i es suggeria discutir la rellevancia dels
resultats per a [I’enteniment de la condensaci6 de la cromatina durant
I'espermatogenesi.

La hipotesi que les histones fossin la causa que el DNA s’enrotllés en una
superestructura havia estat proposada, com s’ha dit, a partir de la interpretacié dels
estudis de difracci6 de RX en fibres, pero també de les imatges obtingudes pel
microscopi electronic que revelaven una estructura secundaria per a la doble helix del
DNA en la cromatina. En aquells moments, la manca de definicié dels patrons de RX no
permetien deduccions més detallades i es depenia d’evidéncies indirectes obtingudes
d’estudis fisico-quimics com per exemple les possibilitats d’organitzacié de les
histones a les molécules de DNA i la formacié i naturalesa dels enllacos entre ambdds
(Fredericq, 1971).

Tots aquests treballs, tant els de difracci6 de RX com els estudis de la
desnaturalitzacié termica fets per Subirana, admetien de manera implicita que la
nucleohistona era una estructura continua en la que les histones es trobaven
distribuides uniformement al llarg del DNA. A data de 1971, la gran tendéencia a
agregar-se observada en les histones feia pensar que aquest procés donava lloc a un
eix proteic damunt del qual s’enrotllava regularment el DNA, si bé aquesta hipotesi va
ser questionada quan, I'any 1971, es va demostrar que aproximadament cada 200
parelles de bases hi havia zones del DNA amb poca cobertura histonica.2?3 Un any més
tard, el 1972, es va demostrar que l'estructura de la nucleohistona era discontinua,
amb la qual cosa es van modificar considerablement els conceptes aplicats al seu

estudi.2%4

292 PARDON, WILKINS & RICHARDS (1967).

293 Experiments de CLARK & FELSENFELD (1971). Nature New Biology, 229, 101.

294 E| mateix any 1972 es van estudiar les particules resistents a la desnaturalitzacié que
s’obtenien a partir de la cromatina i es va concloure que presentaven una mida molt uniforme.
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Simultaniament, altres investigadors, mitjancant técniques de microscopia
electronica, van observar que la cromatina apareixia com un collar de perles. També es
va descobrir que aquesta podia degradar-se mitjancant una nucleasa endogena,
donant lloc a fragments de DNA d’una mida definida, de forma que els fragments
grans eren multiples dels de mida menor.295 A partir de totes aquestes dades i d’un
estudi detallat de I'agregacié de les histones, Roger Kornberg va proposar, I'any 1974,
el nom de nucleosoma per a aquesta particula de mida menor.29

Aixi doncs, durant el periode 1973-1974, va canviar radicalment la idea que es
tenia sobre I’estructura de la cromatina. A més, I'any 1975, durant la celebracié del
CIBA Symposium al voltant de I’estructura i funcié de la cromatina, i com a resultat de
les discussions que es van produir, Bradbury va proposar la nova nomenclatura, que
substituiria la classica establerta per Johns i Butler 'any 1962, per la qual la “f” era

substituida per “h”, que va ser sotmesa a I’aprovacio de la IUPAC.297

5.8. Estructura i evolucié de les histones

Paral - lelament als estudis estructurals i de caracteritzacié de les fraccions
histoniques, també es va prestar atencié a aspectes de caire evolutiu. L’estabilitat que
presentaven les histones pel que feia a la seva composicié era considerada com un
indicador de que la seva funcidé, encara no clarament establerta en aquells moments,

es donaria d’una manera molt definida en la cel-lula, pel fet que aquestes proteines no

RILL & VAN HOLDE(1973). J. Biol. Chem., 248, 1080-1083.

295 HEWISH & BURGOYNE (1973). Biochem. Biophys. Res. Commun., 52, 504.

296 KORNBERG (1974). Science, 184, 868. La unitat repetitiva de la cromatina seria un fragment
d’unes dues-centes parelles de bases al qual es trobarien unides nou molécules de histona,
dues de cada classe, excepte de la h1 (antiga f1), de la qual n’hi hauria dues. Les unions
esmentades entre el DNA i les histones de tipus electrostatic, hidrofobiques o ponts d’hidrogen,
depenent de I'aminoacid del que es tracti. Informacié obtinguda de SUBIRANA (1985).

297 La nomenclatura classica és a JOHNS & BUTLER (1962). “Further Fracctionations of Histones
from Calf Thymus”. Biochem. J., 82, 15. La nomenclatura moderna és a BRADBURY (1975).
“Histone Nomenclature” a The Structure and Function of Chromatine, FITZSIMMONS &
WOLSTENHOLDM (eds), CIBA Foundation Symposium, 28, Amer. Elsevier, NY, 4. Com es veura
més endavant, el grup del DQM va presentar un treball de difracciéo de RX a aquesta reunio. La
informacié referida a la discusié de la nova nomenclatura em va ser proporcionada per Joan
Antoni Subirana, durant una conversa mantinguda al seu despatx el dia 5 de mar¢ de 2007.
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toleraven canvis en la seva composicido en aminoacids. Tampoc no es coneixien quins
podrien ser els canvis tolerables per les diferents fraccions histoniques en diferents
organismes, ja que s’havien fet pocs estudis en aquest sentit.

A principis de la década dels 1970s, a la vista de les semblances generals en la
composicid, localitzacid i en relacié amb la seva funcié al nucli de la cel-lula, semblava
clar que moltes, siné totes les fraccions, tindrien un origen evolutiu comu en algun
polipéptid més primitiu i la confirmacié d’aquesta idea hauria de venir d’un estudi
comparatiu de les sequiéncies d’aquestes proteines (Johns, 1971; Phillips, 1971).298

La questio de la diferenciacié de les histones al llarg de I’evolucié havia estat
sempre present en els interessos de recerca de Subirana i Palau i es va seguir treballant
en aquesta linia i amb els materials d’estudi habituals.299 L’any 1973, des de
Barcelona, Subirana, Palau i els seus col-laboradors van publicar un treball al voltant
de la caracteritzacié de les protamines i altres proteines basiques dels espermatozous
dels mol-luscs, en el qual es va proposar un patré evolutiu d’aquestes proteines.
Aquest treball ha ser considerat com un producte dels objectius del projecte presentat
als NIH (Figura 25).300

Fins llavors, els estudis de les protamines presents als espermatozous s’havien
restringit a algunes espécies de peixos, pero poc abans de la publicacié d’aquest
treball, la situacié estava canviant. Tot i que les protamines havien estat estudiades
durant quasi un segle, es coneixien poques seqiéncies d’aquestes proteines. La
simplicitat de la seva composicié en aminoacids, la seva mida i la seva estructura va
portar a classificar-les com proteines primitives, més que les histones. Per aguesta

rad, un aspecte important de les seqliéncies de les protamines era que podien donar

298 Els primers intents de fraccionar protamines havien inclds, entre d’altres, métodes de
distribucié contracorrent, electroforesi en solucié lliure, diferéncies de solubilitat, cromatografia
en paper i, potser el de més exit, la cromatografia en columna d’alimina. L’any 1961, fent servir
aquest tipus de cromatografia, es va separar la cupleina en dues fraccions. Vegeu ANDO &
WATANABE (1969). Int. J. Protein Res. 1, 221.

299 E| treball esmentat és SUBIRANA (1970b), presentat al FEBS Symposium de 1970.

300 SUBIRANA, COZCOLLUELA, PALAU i UNZETA (1973). Ja ’'any 1969, havien publicat un treball
que s’hi troba relacionat: PALAU, RUIZ-CARRILLO i SUBIRANA (1969). Aquest havia estat un dels
pocs treballs dedicats a I'estudi dels esprrmatozous d’equionoderms. En aquest sentit, la
publicacié6 de 1973 el completava. Aquest nou treball va ser financat pel grant del Population
Council.
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claus importants al voltant de [I'estructura i evoluci6 de les histones i la
nucleohistona.30!

Com que s’acceptava que les proteines haurien evolucionat pel canvi de certs
aminoacids de les seves seqiiéncies i també a partir de proteines més curtes i menys
complexes, era millor examinar les histones per trobar evidencies d’aquests canvis.
Aix0 es podia fer trencant una seqliencia en fragments i ordenant-los de manera que
s’obtingués la maxima coincidéncia entre els residus aminoacids d’aquests grups. 302

Subirana, Palau i els seus col-laboradors van descriure les proteines obtingudes
dels espermatozous d’algunes espécies de mol - luscs, phyllum zooldgic que inclou una
amplia varietat d’animals que pertanyen a una branca evolutiva diferent que els
vertebrats. El treball volia mostrar la considerable varietat en mida i composicio de les
proteines associades al DNA als espermatozous. Les proteines es van obtenir per
metodes de fraccionament i, posteriorment, es va estudiar la seva mobilitat
electroforetica, aspecte en el qual, aquest treball també va ser pioner.303

En funcid6 de les especies, les gonades masculines es van obtenir per
centrifugacié, homogeneitzacié o agitacié i I'obtencié dels nuclis es va verificar per
microscopia de contrast de fases.304 Si bé en diversos casos es van introduir variants,
la preparacié de les proteines, en general, es va fer seguint els metodes de Johns,

protocol consistent en una successié de medis d’acidesa creixent i la comprovacié en

301 Durant la década dels 1960s s’havia completat la seqliéncia de set protamines que s’havien
obtingut de caps d’esperma de tres espécies de peix: I’areng del pacific (Clupea pallasii), dues
espeécies de truita (Sa/mo gairdnerii i Salmo irideus) i del Onchorhyncus keta (Chum o keta
salmon), els les quals s’hi havia trobat més d’una protamina (Treballs de Ando i Watanabe
(1969) a Int. J. Protein Res. 1, 221). La presencia de tota una serie de homologies en aquestes
proteines va portar a plantejar hipotesis sobre la seva evolucié.

302 Aquesta analisi va ser desenvolupada per a un estudi de la haptoglobina i va ser ampliat a les
clupeines (de I'areng) per BLACK & DIXON (1967), Nature, 216, 152-153.

303 En relacié amb la importancia d’aquest treball, vegeu les cites al SCl a la taula 1 de I'annex 1.
Vegeu també AUSIO (2001).

304 Les especies estudiades varen ser les seglients: Chiton olivaceus (quitén verd, poliplacofor);
Gibbula divaricata (baldufa mediterrania); Haliothis tuberculata (orella de mar); Patella vulgata
(lapa); Loligo forbessi (calamar). Totes aquestes espécies es varen obtenir a L’Escala, Girona,
Costa Brava. Cryptochiton stelleri va ser obtingut de la costa del Pacific dels EUA. Loligo vulgaris
(calamar), Mpytilus edulis (musclo vulgar) i Ostrea edulis (ostra) es varen obtenir de la costa
atlantica de Galicia, de distribuidors comercials; Spisula solidisima i Loligo pealeii (calamar)
varen ser obtinguts de Woods Hole. Octopus vulgaris (pop) es va obtenir a Banyuls, Franca i
Eledone cirrhosa (pop blanc) es va obtenir dels pescadors del port de Barcelona.
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cada etapa del que s’obtenia en cada fraccié, mitjancant técniques d’electroforesi.
Aquesta gradacié de medis acids va permetre la separacié de les proteines semblants a
histones i les proteines basiques.305 Les fraccions obtingudes es van analitzar
mitjancant espectrofotometria. Aixd va cobrir la primera etapa del treball, consistent
en la obtencié de les diferents fraccions proteiques. Per procedir a I'analisi dels
aminoacids, es van hidrolitzar mostres de les diverses proteines i la seva composicio
d’aminoacids va ser determinada mitjancant un analitzador automatic.306

Un aspecte important a destacar en l'apartat de les tecniques va ser el
desenvolupament d’una microtecnica d’electroforesi que es va fer servir en casos en
que es disposava de poca quantitat de mostra. Aquesta tecnica va ser desenvolupada
per I’enginyer Joaquim Lloveras, de qui es parlara detalladament més endavant, i
consistia en fer un gel de poliacrilamida dins d'un capil - lar.

Per a aquest treball, Lloveras també va desenvolupar una técnica d’electroforesi
preparativa, consistent en successives electroforesis que van permetre separar els
diferents components per tal de procedir al seu posterior estudi mitjancant
I’analitzador d’aminoacids. La técnica consistia en separar els components mitjancant
una electroforesi sobre gel pla. Pero en lloc de tenyir-ho tot, per veure'n les bandes
separades, es tallaven els extrems d’aquest gel i es tenyien. La part central del gel era
on es trobava la major part dels components de les proteines ja separades.307

Els resultats van permetre coneixer els diferents tipus de proteines basiques
presents als espermatozous dels mol-luscs. Pero encara s’havia de completar la
caracteritzacié de les proteines presents a cada especie, especialment en el cas dels
cefalopodes. En moltes d’elles, proteines idéntiques o, com a minim semblants a les

histones, eren presents als espermatozous juntament amb més proteines basiques.308

305 La designacio de “histone-like”, es dona a aquelles proteines que mostren una mobilitat
electroforetrica similar a la de les histones somatiques. En tots els casos en que la composicié
en aa ha estat determinada, la seva semblanca ha estat confirmada.

306 Espectrofotometre Beckman DB-GT i un analitzador automatic d’aminoacids Beckman
Unichrom. La compra de I'analitzador d’aminoacids va ser possible gracies a un ajut del Fondo
Nacional para el Desarrollo de la Investigacion Cientifica (FNDIC). Entrevista de I’autor amb Joan
Antoni Subirana a I'autor, 21 de novembre de 2002.

307 Entrevista amb Joaquim Lloveras, 13 de febrer de 2003.

308E] nom de “proteines semblants a protamines” (“protamine-like”), feia referéncia a proteines
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Es va discutir la transcendéncia dels resultats en relacié amb I’enteniment de la historia
evolutiva d’aquestes proteines i es va suggerir que havien evolucionat a partir de
precursors histonics, si bé no podien generalitzar-se a tots els mol-luscs ja que
semblava clar que aquestes proteines variaven considerablement en diferents
espécies.309

Subirana, Palau i els seus col-laboradors van arribar a la conclusié que les
espécies estudiades estaven relacionades amb els precursors, perd no entre elles. Es a
dir: es donava un patré d’evolucié radial. Semblava, doncs, que les proteines dels
espermatozous havien patit canvis evolutius fins que la seva composicié havia estat
I’ladequada per a I’exit reproductiu d’aquestes especies. Tenint en compte que I’éxit
biologic ve donat per factors diversos, els constrenyiments evolutius imposats a les
proteines dels espermatozous haurien estat significativament diferents segons les
espécies. Aquestes circumstancies podien explicar per que les proteines dels
espermatozous havien canviat tant mentre que altres proteines amb una funcié molt
més constant havien evolucionat al llarg d’'un cami més planer en aquest sentit, com
era el cas d’altres proteines estudiades i considerades com punts evolutius destacats.

Per exemple la hemoglobina i el citocrom ¢, que tenien practicament la mateixa
funcié a tots els animals en els quals havia estat estudiada la seva seqiiéncia, sense
gue els canvis en la seva composicié en aminoacids haguessin influit significativament
en la seva activitat biologica. Fos quin fos el cami evolutiu seguit per les proteines dels
espermatozous, semblava clar que presentaven un arbre molt més complex (Figures

26 27).310

amb una mida i amb una basicitat semblant a la de les classiques protamines trobades a peixos,
perd amb una ratio arginina/lisina proxima a 1.

309 Una questié més a considerar era I’extensié de la microheterogeneizitat que podia presentar-
se en els components d’aquestes proteines semblants a protamines, que era d’interés per a
entendre el seu paper biologic al cap de I'espermatozou, tal com s’havia discutit en alguns
treballs, sobre la base d’estudis en difraccié de raigs X. Un primer treball de Subirana i Lluis
Puigjaner mitjancant técniques de difraccié de RX, en aquells moments es trobava en premsa.
Vegeu SUBIRANA & PUIGJANER (1973), al capitol segiient.

310 Aquesta linia de recerca va tenir continuitat en forma d’una nova col-laboracié del grup de
Subirana amb Cole i Phelan. Es volia determinar com eren de restrictives les variacions de la
sequiéncia d’aminoacids de les histones molt riques en lisina en comparacié amb les severes
restriccions que es presentaven en les histones riques en arginina. Es va estudiar una proteina
rica en lisina procedent d’espermatozous del musclo (®3ll), que presentava semblances amb les
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L’estudi de les histones de diferents organismes es devia a un interes de
generalitzacié del coneixement al voltant d’aquestes proteines. No només es volia
conéixer la seva composicié siné també la seva funcié en la cromatina. Les semblances
entre fraccions procedents de diferents organismes, aixi com les diferencies que es
presentaven havien portat a plantejar quins haurien estat els camins evolutius seguits
per aquestes proteines, i haurien de portar a I'obtencié d’aquests coneixements.
Aquesta universalitat que presentaven les proteines associades al DNA havia permes
estudiar-les en organismes senzills, com ara mol-luscs i equinoderms, que havien
esdevingut models.

El treball, que complia amb els objectius del projecte financat pels NIH, va ser
pioner en quant a la caracteritzacid de les proteines nuclears d’aquests grups
d’invertebrats i pels aspectes referits al desenvolupament i optimitzacido de les
tecniques de laboratori que van permetre dur-lo a terme. En aquest sentit, és d’interes
ressaltar la visibilitat dels técnics que ho van fer possible i aquest aspecte anira
ocupant cada cop més espai en el desenvolupament d’aquesta memoria. La
importancia del treball per als cientifics que també treballaven en I'estructura de la
nucleohistona, es va fer palés en el nombre de citacions que es van donar en anys

posteriors a la seva publicaci6.3"!

5.9. La recerca de Palau des de [I'IBF i [I'estructura de Ila

nucleohistona

Des de I'IBF, Palau va continuar la seva recerca en aquest camp i, tal com s’ha
vist, la seva col-laboracié amb el grup de Subirana va seguir. La linia seguida per Palau
va ser complementaria de la seguida per Subirana des del DQM, amb objectius de

recerca i técniques diferents, que justifiquen el seu tractament en un epigraf apart.

protamines si es consideraven les lisines homologues de les arginines. PHELAN, COLOM,
COZCOLLUELA, SUBIRANA & COLE (1974). Treball financat amb els grants Am-6482, 12618 i
8845 dels NIH, per la Agricultural Experimental Station i pel Population Council. Vegeu també:
PHELAN, SUBIRANA & COLE (1972).

' Segons consta al Science Citacion Index, aquest treball ha tingut 105 cites.
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El pas seglient després de la determinacié de les estructures primaries de les
histones havia de ser el d’estudiar nivells estructurals més complexos i la seva relacié
amb [l'estructura de la nucleohistona i, en consequiéncia, amb [I'estructura del
cromosoma.3'2 Es va treballar en dues fraccions histoniques que eren d’interes per a
aquest tipus de recerca: la H3 i la H1. Pero abans d’estudiar la produccié cientifica de
Palau i els seus col-laboradors, cal dedicar un espai a I’estat de la qliestié en quan a
I’aplicacio de les tecniques disponibles a I’estudi de la nuclohistona.

Les técniques de difracci6 de RX aplicades a la nucleohistona només havien
proporcionat un nombre limitat de dades quan van ser aplicades als estudis de la seva
conformacié, la qual cosa era deguda a la naturalesa del material objecte d’estudi que,
normalment, presentava les caracteristiques d’un gel i que era, majoritariament, no
cristal - li. Ara bé, el patr6 de RX de la nucleohistona nativa suggeria I’existencia d’una
unitat fonamental del cromosoma. La presencia d’aquest tret estructural i I’escassesa
de qualsevol altre tipus de informacié detallada de la conformacié de les histones o de
la seva organitzacié espacial en la nucleohistona va derivar en diverses linies de
recerca, per tal d’estudiar les conformacions de les histones unides a DNA natives i de
complexos de histona i DNA reconstituides. Els estudis mitjancant técniques
d’espectroscopia i de difracci6 de RX haurien de permetre obtenir informacions al
voltant de la conformacié de nucleohistones obtingudes de fonts diferents (Bradbury i
Crane-Robinson, 1971).313

Els estudis de la conformaci6 de les histones s’havien comengat a fer
mitjancant tot un seguit de técniques que incloien la dispersié optica rotatoria (ORD) i
I’espectroscopia de fluorescencia combinada amb dicroisme circular (CD), que es
basaven en les propietats especifiques de la refraccié produida per molécules
opticament actives.

La dispersié optica rotatoria és el metode que permet mesurar la dispersié de la

[lum ultraviolada per part d’una molécula opticament activa i determinar la magnitud

312 Aquesta possibilitat havia estat suggerida per Subirana al treball presentat a FEBS Letters
I’lany 1971. Vegeu SUBIRANA (1971)

313 Bradbury i Crane-Robinson del Biophysics Laboratory, Physics Department del Portsmouth
Polytechnic. Hi haura posteriors col-laboracions de Palau i altres membres de I'IBF amb aquest

grup.

203



relativa dels components dextrogirs o levogirs i, a vegades, de trets estructurals de les
molecules, com la presencia de regions en hélix « a les histones. Aquests estudis,
pero, no donaven informacié de les parts precises del polipéptid que s’hi trobaven
implicades.

El dicroisme circular és un métode rapid que no requereix grans quantitats de
mostres ni necessita processar grans quantitats de dades, perd dona menys informacié
estructural especifica que la cristal-lografia de RX o que la ressonancia magnética
nuclear, que proporcionen informacié a nivell atomic. Normalment es fa servir per a
I’estudi de les proteines en dissolucio. Es tracta d’un tipus d’espectroscopia que es fa
servir per a la determinacié de la isomeria optica i I'estructura secundaria de les
molécules. Es mesura l'absorcié diferencial de la llum polaritzada circular en sentit
dextrogir i levogir, es a dir la diferencia entre I'absorcié de la [lum polaritzada en un i
altre sentit, que és funcié de la longitud d’ona.314

L’espectre ultraviolat del dicroisme circular de les proteines permetia predir
caracteristiques importants de la seva estructura secundaria, com ara |’estimacié de
quina fraccid6 de la molecula es trobava en conformacié de helix o« i delimitar les
possibles estructures secundaries que podia presentar la proteina, si bé no podia
predir del tot ni on es trobaven ni quantes n’hi havia. Malgrat tot, aquesta técnica era
una bona eina per mostrar canvis en les conformacions.

La ressonancia magneética nuclear (NMR) és una tecnica que podia donar més
informacié en aquest aspecte. Els principis en els que es basava ja es podien trobar en
alguns llibres de text i en revisions que tractaven de la seva aplicacié en biologia en el
moments en que Palau comencava la seva recerca a I'IBF: els protons en diferents
grups quimics tenien entorns diferents i, per aquest motiu, diferents entorns

magnetics. La técnica podia ser aplicada a I'estudi dels canvis en les conformacions i

314 Per exemple alguns sucres son dextrogirs i alguns aminoacids sén levogirs. Per aquest
motiu, I'helix & de les proteines i la doble helix del DNA tindran unes signatures d’espectre de
dicroisme circular representatives de les seves estructures. L’activitat optica de la helix « va ser
descoberta per Paul Doty i Jen Tsi Yang I’any 1956.

204



d’agregacio de les histones a causa de la distribucié altament poc uniforme dels
residus al llarg de la cadena polipeptidica (Bradbury i Crane-Robinson, 1971).315

Les informacions estructurals també es podien obtenir a partir de les tecniques
de ressonancia paramagnetica electronica (EPR). L’espectre de ressonancia
paramagnetica d’un radical lliure era sensible al seu entorn i com que només una molt
petita proporcié dels components dels sistemes biologics és paramagnétic, els
espectres de ressonancia dels radicals lliures introduits en aquests sistemes es troben
essencialment lliures d’interferencies i reflecteixen acuradament les propietats
paramagnetiques i el seu entorn. Es fan servir els spin label, que sén radicals lliures
sintetics que poden ser incorporats a una molécula o sistema d’interes bioldgic, per tal
de proporcionar informacié relacionada amb I'estructura, canvis de conformacié o
reaccions quimiques. L'espectre de spin labels units a proteines podia proporcionar
informacié estructural i, fent-ne servir un d’adequat, es podria obtenir informacié
valuosa sobre I’estructura terciaria de les histones, aixi com de canvis de conformaci6
particulars.316

Entre 1972 i 1977, el grup de recerca de Palau a I’'IBF va produir set treballs al
voltant de I'estructura terciaria de les histones.3'7 El primer, en col-laboracié6 amb
Esteve Padréds, va ser presentat préeviament a les Gordon Research Conferences de I'any

1972.318 En aquest treball es va fer servir la EPR per estudiar la conformacié de la

315 E.M. Bradbury i C. Crane-Robinson van ser dels primers en aplicar la NMR a les histones.
Vegeu el seu treball a PHILLIPS (1971). L’any 1963, havien participat a la primera conferéncia
mundial sobre histones, ja esmentada.

316 La EPR era una técnica que s’havia posat en marxa I’'any 1967. Informacié obtinguda de
HAMILTON & McCONNELL, (1968). Aquests i altres fenomens havien estat objecte d’estudi per
part de quimics i fisics durant la década dels 1950s i havien aconseguit resultats espectaculars
en referéncia a estructura electronica molecular, distribucions d'espins, aixi com en
instrumentacié de ressonancia magnetica. Cal fer esment en aquest punt que la preséncia
d’estructura terciaria era un tret comu de totes les proteines, ja des de la publicacié per John
Kendrew de I'estructura de la mioglobina. Vegeu DE CHADAREVIAN (1996).

317 PALAU i PADROS (1972); PALAU i DABAN (1974); PALAU i PUIGDOMENECH (1974); PALAU, J. &
PADROS, E. (1975); BRADBURY, CARY, CHAPMAN, CRANE-ROBINSON, DANBY, RATTLE, BOUBLIK,
PALAU, i AVILES (1975); PALAU, CLIMENT, AVILES, MORROS, i SOLIVA (1977); PUIGDOMENECH,
DABAN, PALAU, PODO, GUIDONI i TEMUSSI (1977).

318 Esteve Padrds va ser el tercer dels doctorands de Palau i la seva tesi va estar relacionada amb
el tema d’aquesta publicacié. La tesi es va iniciar I'any 1972 i es va llegir I'any 1975 a la UAB. El
titol: “Estudio sobre la conformacion de la histona f3”. Després de Ruiz-Carrillo i abans de
Padroés, Palau va dirigir la tesi de Fernando Climent, iniciada I’any 1972 i llegida I'any 1974 a la
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histona f3 de timus de vedella i van comptar amb la col-laboracié i la instrumentacié
de Manuel Ballester, llavors al Instituto de Quimica Organica Aplicada del Patronato
Juan de la Cierva del CSIC de Barcelona.319

Un tret interessant de l'estructura de la f3, descrit al treball, era la seva
capacitat de formar helix « i la tendéncia a formar agregats segons augmentaven les
concentracions salines. A condicié que aquesta hélix o« es donés de manera natural,
era evident que podia actuar com un centre promotor d’estructura terciaria.

Seguint en aquesta linia, al llarg de I’'any 1974, Palau i els seus col-laboradors
van seguir treballant en I'estructura terciaria de les histones, en el que es coneixia com
el seu codi estructural, és a dir com, a partir de la seqliencia d’aminoacids, la proteina
aconseguia assolir nivells més alts de complexitat estructural.320 Com a conseqiiencia
dels estudis sobre el codi genetic, s’assumia que la informacié genetica lineal era
suficient per codificar la configuracié completa d’una proteina. El que es coneixia com
codi estructural de les proteines consistia en considerar la influencia de les
interaccions de curt, mitja i llarg abast a les cadenes polipeptidiques. D’aix0 se’n
derivaria I'ordenacié espacial de la molecula que hauria de permetre el pas des de
I’estructura primaria cap a estructures d’ordre més elevat, la qual cosa es trobava lluny
de quedar establerta, ja que es desconeixia com es codificava el plegament singular de

cada proteina.3?!

UAB, amb el titol de “Estudio de la histona f2al y su interaccién con el DNA".

319 Per més detalls de Manuel Ballester, vegeu el capitol corresponent. Cal recordar la seva
contribucio al descobriment dels radicals lliures.

320 | es referéncies sén: PALAU i PUIGDOMENECH (1974) i PALAU i DABAN(1974). Tots dos eren
doctorands seus i els treballs estaven relacionats amb la tematica de les seves tesis.
Puigdoménech va llegir la tesi I’any 1975, com Esteve Padrés, i Daban I'any 1976. La tesi de
Puigdoménech va dur per titol: “Andlisis de correlaciones entre la secuencia de las proteinas y su
estructura secundaria mediante el uso de ordenador. Aproximacién al cédigo estructural de las
proteinas”. La tesi de Daban va dur per titol: “Estudios estructurales sobre la histona h3 y su
interaccion con el DNA. Papel de los residuos de cisteina”. En aquells moments, Puigdomémech
era col-laborador doctor de I'IBF, Padrés era professor adjunt i Daban becari del “Plan FPI”. La
informacié de la situacido dels col-laboradors de Palau s’ha obtingut de les memories
corresponents de I'IBF, dipositats a I’Arxiu General de la UAB, a Bellaterra, Barcelona, capsa P-
1113.

321 Aquest anomenat “codi estructural” havia estat proposat per Pain i Robson els anys 1970 i
1971 i per Ponnuswamy, Warme, i Scheraga, I'any 1973.
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Com s’ha vist, la difraccié de RX s’havia mostrat com la técnica més potent per
als estudis de la conformacié de les proteines i la seva alta resolucié permetia una
localitzacid precisa de les regions que presentaven una estructura secundaria definida,
tal com la configuracié en hélix « o en configuracié B. Pero, com s’ha dit, I'aplicacié
d’aquestes técniques a I’estudi de la nucleohistona no havien donat uns resultats tant
clars.

Per a un cert nombre de proteines era possible establir una correlacié entre
I'estructura primaria i les estructures de major complexitat.322 La seva composicié
permetia explicar la seva configuracié espacial, lineal o plegada, segons els trams. Fins
aquells moments, molts dels esforcos s’havien dirigit a I’elucidacié del codi estructural
per a les hélix « i, en aquest sentit, diferents autors havien intentat establir una
correlacié entre la seqliiencia d’aminoacids de les proteines i el seu potencial de
formacié de helix «.323 D’'una manera global, els codis estructurals parcials per a
hélices, lamines plegades en estructura B i llacos, haurien d’existir i haurien de tenir
relacié amb la composicié en aminoacids de les regions implicades, ja que en aquestes
zones s’havia observat el predomini d’'uns aminoacids per damunt d’altres.

En bioquimica, i en general en biologia, s’acceptava que funcid i estructura eren
dos conceptes intimament relacionats. Desafortunadament, en el cas de les histones es
seguia sense coneixer clarament quina era la seva funcié i no es disposava de dades
sobre les seves conformacions. Mitjancant la tecnica d’EPR, Palau i els seus
col-laboradors van demostrar la preséncia de solcs que contenien cisteina a la histona
f3, fet que els va encoratjar a seguir estudiant la naturalesa i propietats dels
microentorns on es trobaven situats aquests residus aminoacids. En aquest nou treball
es va fer servir la espectroscopia de diferencia, técnica que s’havia mostrat com una
eina molt atil per a estudis d’aquest tipus, ja que una proteina bioldogicament activa

canviava la seva conformacié i les seves interaccions, fet que s’associava amb canvis

322 PONNUSWAMY, P. K. WARME, P. K. & SCHERAGA, H. A. (1973). “Role of Medium-Range
Interactions in Proteins”. Proc. Nat. Acad. Sci.Vol. 70, No. 3, pp. 830-833.

323 Al voltant d’aquesta questid, vegeu: LOW, LOVELL & RUDKO (1968). “Prediction of x-helical
Regions in Proteins of known Sequence”. P.N.A.S., 60, 1519-1526.
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en l'espectre d’absorcié d’infraroig, que podia ser visualitzat en un espectre de
diferéncia.324

Els nous resultats confirmaven els obtinguts anteriorment en el sentit que les
regions de la histona H3 que contenien cisteina presentaven estructura terciaria. Més
interessant encara, en condicions de desnaturalitzacié I’estructura era altament
resistent a la desnaturalitzacié completa, la qual cosa portava a pensar en que es
podria tractar d’un lloc actiu pel que feia a la funcié bioldgica d’aquesta proteina i el
seu paper en I’estructura del cromosoma.

De totes les histones, la H3 presentava unes caracteristiques d’especial interés
des del punt de vista estructural i es proposava que aquesta proteina s’havia conservat
ampliament al llarg de I’escala evolutiva, com havien mostrat alguns treballs publicats
des de principis de la década, si bé no se’n tenia cap evidéncia experimental. A més,
sota certes condicions, la H3, podia formar agregats mitjancant diversos tipus de
interaccions. 325

Els estudis estructurals de Palau van continuar amb la fraccié H1 de timus de
vedella, i la fracciéo ®1 del musclo. Com ja s’ha vist en estudiar treballs anteriors amb
Subirana, la histona H1, antiga f1, presentava certs trets distintius que la feien diferent
de les altres fraccions histoniques que s’havien trobat a la cromatina de les cel-lules

eucariotes (Figura 28).326

324 Vegeu PALAU i PADROS (1972).

325 |a referencia és PHILLIPS (1965) “Cysteine in Calf-Thymus Histones”. Biochem. J. 669. Phillips
havia demostrat I'any 1965 que era I’Gnica de les histones que contenia I'aminoacid cisteina i,
com també havia demostrat el grup de Butler, aquests residus es situaven en una amplia regié
no basica de la proteina. Palau i Padréos també havien contribuit en un treball anterior a la
deteccié de solcs en I'estructura de la histona on s’havien detectat aquests residus i també la
preséncia d’estructura terciaria. La referéncia és PALAU i PADROS (1972). Vegeu també PHILLIPS,
(1967). Biochemical Journal, 105, 46p.; PALAU (1969). An. Real. Soc. Esp. Fis. Quim. 65B, 523-
525.

326 Els treballs es van fer en col-laboracié amb el grup de biofisica de Portsmouth, liderat per
Edward M. Bradbury i Colin Crane-Robinson i es van publicar I’any 1975, al European Journal of
Biochemistry. Les referéncies sén: BRADBURY, CARY, CHAPMAN, CRANE-ROBINSON, DANBY,
RATTLE, BOUBLIK, PALAU & AVILES (1975), financat pel Science Research Council;
PUIGDOMENECH, CABRE, PALAU, BRADBURY & CRANE-ROBINSON (1975). En aquest darrer
treball, Pere Puigdoménech va disposar d’una EMBO short-term fellowship, mentre que Jaume
Palau va disposar d’una beca de la Fundacion Juan March. Oriol Cabré va llegir la seva tesi I’any
1976, i va dur per titol: “Estudios de homologias estructurales de histonas muy ricas en lisina de
esperma de erizo de mar. Comparacién con la histona h1 de tejidos somaticos de mamiferos”.
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Les técniques utilitzades van ser la NMR i el CD i els resultats obtinguts es van
combinar amb prediccions de formacié de hélix per tal de donar una imatge global
millorada de I'estructura i de les interaccions de la histona H1 en solucié aquosa. Es va
suggerir la preséncia d’enllacos ionics, ponts de hidrogen i interaccions hidrofobiques
com a responsables de plegaments especifics en una regioé ben definida de la molecula
que contribuirien a estabilitzar I’estructura. Malgrat tot, el seu significat en I’estructura
de la cromatina encara no estava clar i el treball en aquesta linia seguia al laboratori de
Portsmouth.

L’estudi de les conformacions s’havia ampliat a un grup de histones de
I’esperma d’invertebrats marins, les histones @1, obtingudes del cogombre de mar
Holothuria tubulosa i del musclo Mytilus edulis, per tal d’investigar les homologies
estructurals i establir una comparacié amb la histona H1 de timus de vedella. Les
dades a obtenir serien importants per definir quins aspectes de les estructures
secundaria i terciaria d’aquestes histones serien rellevants per a la preservacio
d’alguna funcionalitat especifica, desconeguda en aquells moments. Malgrat les
variacions que presentaven, havia quedat clar que es trobaven intimament relacionades
amb la H1 de timus de vedella. També es va suggerir que els estudis de les
conformacions haurien de donar claus sobre I’estat del genoma en aquest tipus de
cel-lules.

En resum, les linies de treball del grup de I'IBF durant els anys 1976 i 1977 van
consistir basicament en estudis sobre la interaccié de les histones i de fragments de
histones amb el DNA. Mentre el grup de Subirana es va centrar en la utilitzacié de les

tecniques de difraccié6 de RX, com es veura tot seguit, els grup de Palau va continuar

Francesc Xavier Avilés va llegir la seva tesi I’lany 1975 i va dur per titol “Interaccién de la Histona
muy rica en lisina (f1) con el ADN”. La situacié de Cabré a I'IBF era la de professor agregat, i la
d’Avilés no consta a la memoria consultada de I'any 1977, Arxiu General de la UAB, Bellaterra,
Barcelona, capsa P-1113, tot i donar un seminari al voltant de la H5. En aquells moments, la
posicié de Pere Puigdoménech era la de professor adjunt. Com s’ha anat veient també en el cas
de Subirana, les estades postdoctorals a I’estranger els havien proporcionat la possibilitat
d’establir contactes i col-laboracions amb altres grups de recerca que es van anar
materialitzant.
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fent Us de les tecniques de espectroscopia, microscopia electronica, NMR,
desnaturalitzacié térmica i estudis de solubilitat. 327

5.10. Conclusions

L’estudi de la produccié cientifica dels grups de Subirana i Palau ha permeés
constatar un cop més que la seva recerca no anava a remolc del que poguessin estar
fent altres grups, sind que es trobava plenament integrada en el corrent principal del
camp, fent contribucions originals a I’estudi de les histones. En aquest sentit, el treball
publicat per Subirana, Palau i els seus col-laboradors a Biochimica et Biophysica Acta
I’lany 1973, on es van estudiar i caracteritzar les protamines i altres proteines basiques
dels espermatozous dels mol-luscs, ha de ser considerat com la culminacié d’una
etapa en el programa de recerca, per la repercussio dels seus resultats.328

Va ser aquesta produccié de resultats la que va permetre que, un cop finalitzat
el financament dels NIH, la recerca pogués continuar gracies al suport del Population
Council, institucio filial de la Fundacié Rockefeller, la qual cosa s’ha d’interpretar com
de legitimacié del grup dins la comunitat cientifica internacional. En aquest sentit
també cal remarcar el fet que Subirana fos escollit membre d’EMBO ja I'any 1967 i que
Palau ho fos I’any 1971.

L’estudi d’aquesta etapa permet copsar com s’esta desenvolupant un equip de
recerca format pels seus doctorands, tal com es pot comprovar a la bibliografia. Per
altra banda, també cal fer esment d’un altre aspecte important: I'establiment de

col-laboracions amb grups dels EUA en el cas de Subirana i del Regne Unit en el cas de

327 ’any 1977, el grup de Palau va publicar dos treballs a Biochimica et Biophysica Acta sobre
les interaccions de les histones i dels peptids de histona amb el DNA, mitjancant técniques de
desnaturalitzacié térmica i estudis de solubilitat, aixi com de NMR. Els treballs sén: PALAU,
CLIMENT, AVILES, MORROS i SOLIVA (1977). Avilés rep suport del Ministerio de Educacién y
Ciencia; PUIGDOMENECH, DABAN, PALAU, PODO, GUIDONI i TEMUSSI (1977). La informaci6 sobre
les linies de recerca del grup de Palau s’ha obtingut de les memories del IBF dels anys 1976 i
1977, dipositades a I’Arxiu General de la UAB a Bellatera, Barcelona, capses P-1077 (mem. 1977)
i P-1113 (mem. 1976).

328 SUBIRANA, COZCOLLUELA, PALAU & UNZETA (1973). Aquest treball és citat 105 vegades al
SCI.
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Palau, fet que doéna forca a I'argument de que la seva recerca s’inseria en el corrent
principal del camp i contribuia a la seva legitimacié internacional.

Entre 1966, any de la seva primera publicacié conjunta, i 1977, es va anar
produint un canvi en les temes de recerca: de la caracteritzacié de les proteines es va
passar a I’estudi de les seves estructures i aquest procés va portar a un canvi en les
tecniqgues emprades, com s’ha fet especialment palés en el cas de Palau, i com es
veura en el cas de Subirana al capitol seglient.

L’estudi de la recerca duta a terme no només per Palau i Subirana, sind en
general en el camp de les histones a nivell internacional pot haver deixat la impressio
que no es van produir resultats de relleu. Sense voler avancar fets ni conclusions, el
problema present en el camp de recerca en histones era justament el tipus de material
amb el que es treballava. Es tractava d’un material no cristal-li més complex
estructuralment que el DNA. Si bé des de la quimica fisica de macromoléecules es van
desenvolupar técniques que van permetre la caracteritzaciéo de les diverses fraccions
histoniques, els estudis estructurals es van veure limitats pel tipus de material d’estudi
i també per les limitacions dels instruments per treballar amb aquest material.

Uns altres aspectes d’especial interés, que han anat sorgint al llarg de I'estudi
de la seva produccio cientifica i també en el context internacional, han estat els
evolutius i els d’establir una relacié entre estructura i funcié de les histones. Al llarg
dels anys que s’han estudiat en aquest capitol, aquesta qliestié ja era present als
textos universitaris de bioquimica.32?9 L’Gnica evidéncia experimental de que es
disposava era la informacid sobre les seqliéncies d’aminoacids, que es va fer servir per
comprovar les relacions taxonomiques entre diferents especies per tal de construir un
arbre filogeneétic que mostrés el curs de I'evolucié biologica i també de les
divergéncies que es presentessin. El nombre de diferéncies entre els aminoacids de
proteines homologues de dues espécies variava considerablement segons la proteina i,
funcionalment, les proteines homologues de diferents espécies tenien uns mateixos

aminoacids en certes posicions invariables de la cadena.

32 En aquest sentit, vegeu Lehninger (1972).
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Va ser amb aquests coneixements amb els que es va tractar d’establir el patrd
evolutiu de les proteines nuclears dels invertebrats i també de les histones. Pel que fa
a la relacié entre estructura i funcid, les evidéncies experimentals disponibles eren
poques, ja que els estudis estructurals de la nucleohistona eren, com s’ha vist, limitats.
Malgrat tot, ja des de finals de la decada dels 1960s, la quiestié6 també era a 'ambient
de la comunitat de recerca en histones, quan ja es suggerien tota una serie de funcions
per a aquestes proteines.

De la mateixa manera que Palau i els seus col-laboradors van aprendre tot un
seguit de noves técniques per als seus estudis estructurals, el grup de Subirana al
DQM va seguir un cami paral-lel: la posada en marxa d’un laboratori de difraccié de
RX, per tal de continuar amb els estudis estructurals de la nucleohistona, qliestio a la

que esta dedicat el capitol segiient.
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Studies on Histones
7. PREPARATIVE METHODS FOR HISTONE FRACTIONS FROM CALF THYMUS*

By E. W. JOHNS

Chester Beatty Research Institute, Institute of C:

Reascarch : Royal Cancer Hospital, London, S.W. 3

(Received 29 November 1963)

Previous work from this Laboratory (Johns,
Phillips, Simson & Butler, 1960) has shown that
calf-thymus histones can be separated into three
main groups of basio proteins by column chromato.
graphy on CM-cellulose, Thess three groups were
characterized by their total and N-terminal amino
acid analyses and were designated: lysine-rich
histones, f1; slightly lysine.rich histones, f2; and
arginino-rich histones, f3. A method was also given
for the extraction of fraction {3 directly from the
tissue by using & mixture of ethanol and hydro.
chloric acid.

Somewhat similar fractionations were achioved
by starch electrophoresis by Cruft, Hindloy,
Mauritzen & Stedman (1957), and by chromato-
graphy on Amberlite IRC.50 by Rasmussen,
Murray & Luck (1962). Many other authors have
described lysine.rich and arginine.rich histonee
(for roview seo Phillips, 1962).

In o further paper (Johns & Butler, 1062) the
proparation of two subgroupa of the slightly
lysine-rich histones, £2 (a) and £2 (b), was described,
making use of a combination of ecthanol-hydro-
chloric acid extraction methods and column
chromatography on CM.celluloss. A method for the
extraction of the lysine-rich histones, {1, with 59,
perchloric acid was also given.

These extraction methods have now been studied
further and two preparative methods have been
developed each of which enables the four groups of
histones, f1, 2 (a), 2 (b) and 3, to bo isolated
from calf thymus, in large quantitics, and does not
involve the proparation and subsequent fractiona-
tion of whole histone.

* Part 6: Butler & Cohn (1963).

A method for the further fractionation of f1 is
also described, a preliminary account of which has
boon given (Johns, 1963).

EXPERIMENTAL AND RESULTS

All operstions were carried out at 4% except for the
washing and drying of all precipitates. Summaries of the
extraction methods employed are given in Schemes 1 and 2,

Method 1. Minoed calf thymus (100g.) was homo.
gonized with 700 ml of 099, sodium chloride at top speed
for 2min. in the MSE Ato-Mix. The homogenate was
contrifuged at 1100g for 30 min, The supernatant with some
fatty debris on the surface was discarded, and the sediment
was washed five times more in & similar manner but with
homogenizing for 30 sec. and centrifuging for 15 min. The
sediment obtained from the last washing was homogenized
with 400 m). of 59 (v/v) mm.dd(ouu)hm
bleader for 2 min, at full speed and tho suspension was
centrifuged for 30 min. at 1100g. The sediment was
extracted twice more in the same way with 200 ml. of
59, perchloric acid. The combined supornatants from these
oxtractions were clarified by filtering through & grade-4
sintered.glass funnel. Trichloroscetio scid was then added
to give a final concentration of 189 (w/v) (1-1x). The
lysino-rich histones, {1, that were procipitated were
recovered by centrifugation, wassbed once in acidified
sootone (200 ml. of scetone plus 01 ml, of come, hydro.
ohlorie acid) and then three times in acetome, and dried
under ¥ The v was reloased lonally
during the drying and any lumps were broken up with a
glass rod. By drying in this way a fine white powder was
obtained

which s approx. w%dwunhhwu-dmmbo
oxteacted from calf thymus.

The sediment remaining after the extraction of fraction
{1 with 59 perchloric acid was then mixed with 200 ml. of
ethanol, stirred for 2 min. to break up all lumps, and

Figura 20: Primera plana de l'article d’Ernest Johns on es descriuen les técniques
d’extraccié d’histones de timus de vedella. JOHNS, ERNEST W. (1964). “7. Preparative
Methods for Histone Fractions from Calf Thymus”. Biochem. J., 92, 55-59.
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Calf thymus

00% Nal
Y
Sediment
HOO,
- Supernatant e —» Fraction
1 fl fl
Sediment
Procipitate —— P"“‘;“”
3 Supernatant - —
| £2(a) + 13 tel, ojv) et dhiiond 3 vol. of
Sediment Supernatant =~ =2 (a)
025 x.HOY
ox
o Supornatant 8 vol. of - Fraction
f2(b) acotone f2(b)
Y
Sediment
(discarded)

Scheme 1. Summary of method 1 (see the text) for the extraction of histone groups from calf thymus,

Calf thymus
099 NaCl
'washing
Y
Sediment
Ethanol-1-25 x-HCl Precipitate Fraction
(4:1, v/v) extraction Dialysod against Bas——>- f3
>~ Supernatant - \ ol of
3 vol.
f2(a) + f3 ion
Y Supernatant e f2(s)”
Sediment .
0-25 x-HCl Precipitate ——s- Frwuf 3 on
7
3~ Supernatant 3 vol. of \
fl 4 £f2(b) soetono 2 vol. of .
' Supernatant 25 f;'(‘f,t)m
Sediment
(discarded)

Scheme 2. Summary of method 2 (see the text) for the extractions of histone groups from calf thymus.

Figura 21: Esquemes dels métodes 1 i 2 de Johns d’extraccié de histones de timus de
vedella. JOHNS, ERNEST W. (1964). “7. Preparative Methods for Histone Fractions from
Calf Thymus”. Biochem. J., 92, 55-59.
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Figura 22: Primera plana de la proposta presentada per Subirana i Palau als Instituts

nacionals de Salut (NIH),1 de juny de 1965. Arxiu de Joan Antoni Subirana
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Figura 23: Primera plana del treball de Palau i Subirana, on s’estudien les proteines
semblants a histones presents a I'esperma d’equinoderms. SUBIRANA, JUAN ANTONIO
and PALAU, JAIME (1968). “Histone-like Proteins from the Sperm of Echinoderms”. Exp.

Cell Res., 53, 471-477.
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Figura 24: Models de distribucié de les histones a la nucleohistona, proposats per
Subirana i dibuixats per Joaquim LLoveras. SUBIRANA, JUAN ANTONIO (1973). “Studies

on the Thermal Denaturation of Nucleohistones”. J. Mol. Biol., 74, 363-386, a la pagina
380.
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PROTAMINES AND OTHER BASIC PROTEINS FROM SPERMATOZOA
OF MOLLUSCS
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SUMMARY

The basic proteins obtained from spermatozoa of different species of the phylum
Mollusca have been extracted and fractionated. The amino acid analysis and electro-
phoretic mobility of these proteins show a considerable variation in*the types and
relative amounts of the components present in different species. In some cases
(Gibbwla, Haliotis, Loligo, Octopus) the main components are similar to the prot-
amines found in the salmonid fishes, although they appear to be larger in size (40-80
amino acids) and show significant differences in amino acid composition, In other
cases (Mybilus, Chiton) a complex mixture of proteins is present, which includes
somatic-like histones and proteins intermediate in size and composition between
protamines and histones. Other molluscs (Ostrea, Spisula, Patella) also contain
proteins intermediate in composition between protamines and histones, but their
molecular weight appears to be larger than in histones. In Eledone a complex mixture
of proteins containing cystine is obtained, with some components rich in arginine,
In most species, somatic-like histones are also present. Their type and relative
amount are different in cach species. The significance of these results towards an
understanding of the evolutionary history of these proteins is discussed. It is suggested
that these proteins evolved from histone precursors.

INTRODUCTION

The basic proteins associated with DNA in the head of spermatozoa have only
been studied in detail in some fishes!-2, echinoderms*" and in the bull®, Other species
have also been studied, such as the rooster® and some invertebrates'®.!!, In many of
these species, with the exception of echinoderms, the proteins obtained are similar
to the classical protamines found in the salmonids, although their amino acid compo-

* Present address: Instituto de Biologla Fundamental, Universidad Autdnoma de Barce-
lona, Spain.

Figura 25: Primera pagina del treball publicat per Joan Antoni Subirana, Jaume Palau,
Carmen Cozcolluela i Mercedes Unzeta, que assoleix els objectius fixats al projecte
presentat als NIH. SUBIRANA, JUAN ANTONIO, COZCOLLUELA, CARMEN, PALAU, JAUME,
UNZETA, MERCEDES (1973). “Protamines and other basic proteins from spermatozoa of
molluscs”. Biochim. Biophys. Acta, 317, 364-379.
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Figura 26: Patr6 evolutiu proposat per a les proteines dels espermatozous. SUBIRANA,
JUAN ANTONIO, COZCOLLUELA, CARMEN, PALAU, JAUME, UNZETA, MERCEDES (1973).
“Protamines and other basic proteins from spermatozoa of molluscs”. Biochim.
Biophys. Acta, 317, 364-379, a la pagina 376.
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Figura 27: Electroforesis en gel de poliacrilamida de les proteines basiques
d’espermatozous de les espécies estudiades. SUBIRANA, JUAN ANTONIO,
COZCOLLUELA, CARMEN, PALAU, JAUME, UNZETA, MERCEDES (1973). “Protamines and
other basic proteins from spermatozoa of molluscs”. Biochim. Biophys. Acta, 317, 364-

379, a la pagina 370.
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Studies on the Role and Mode of Operation
of the Very-Lysine-Rich Histones in Eukaryote Chromatin

The Conformation of @1 Histones from Marine Invertebrate Sperm

Pedre PUIGDOMENTCH. Oniol CABRE. and Juone PALAL

Tasseuto de Wologss 1 endamental. Contro Coondinado def Consnyo Superior &0 Tnvestigaciones Clontificas

Unnetadad Amcacma &¢ Rascelors

L Moros BRADBURY and Colyn CRANE.ROBINSON

Beoptywes Laborasores, My Departmest, Portemouth Polytochax

(Reoowed Jane 2 July 31, 1975

Proton magnetic resonance, circular dichroism and infrared spectioscopy are used 10 iavestigate
the secondary and tertiary structures of three very lysine-rich histones from marnne invertebrate sperm
At hagh ionic strength both Arbacia fixuls and Holothurka tubulosa histone @1 are observed to contain
28307, a-hehx, no fstructure and 1o form specific folded structures. Both @1 proton magnetx
resonance spectra have perturbed methy! resonasces at chemical shifts close to those observed for
calf thymus H1, suggesting analogies in tertiary structure. Mysilue edulis histone @1 however, shows no
spectroscopec evidence of secondary and tertiary structure on salt addition

The formation of specific foldod structures in calf
thymus histome HI induced by increase of jon
strength or of pH has been demonstrated in the first
paper of this senies [1]. Tt appears that in histone H1
a highly ordered structure exists. whach involves at
least the central and less hydrophilic region of the
molecule. This conclusson follows from the appearance
of signals in the high-ficld part of the nuclear magnetic
revonance (NMR) spectra of the protein, whaeh are
shifted by the ning-current effects of aromat side
chaims. Furthermore the arcular dichrosm (CD)
spectrum of HI demonstrated the presence of some
a-helix m the folded state

In the presemt work we have extended our con-
formational stadies to a group of sperm histones from
manne nvertebrates (coded as @! histones) which
have been extracted from the species Arhacka lula
(sca urchin). Molothuria tubufosa (sca cocumber) and
Myuws el (sea mussel). These basic protans can
be considered analopous 10 histone HI from somatx
tisswes of vertebrates in the sense that they have been
prepared in the same way as histone H1 by the methods
of Johns [2). they are electrophoretically homogencous
[3.4) and, with the exception of M. edulis histone 91,
they resemble calf thymus histone H1 in amino acid
composation (sec Table 1). The most sinking features
of the composition of these histones are the great

ANveraims NMR . nacloar magrati nesonance : C D, oncslar
dxchrones

variabelity i argniac content, the small number of
AMino acids present in histone @1 of M. edwlis and the
considerable vanation in aromatik resdues and in
histidine, Despite these vanations they are clearly
closely related 1o calf thymus H1 hastone

As carlier stated |3] the high basicaty of these
histones could be related to the synthetic mactivity
of the sperm nucheus as a whole. This also scems to be
the case in different types of sperm (6] undd i avian
crythrocytes [7.8] whah possess the additional has-
tone HS, rich in lysine and in arginine.

Our aim ia this paper is 10 investigate stroctural
homologies and differences within the @1 histones and
1o compare them with calf thymus histone H1. Such
data are important (o Jdefine which aspects of the
secondary and tertiary structure of these histones are
relevant for the preservation of any specific (though
at present unknown) functiomality of the H1 and ¢!
molecules. In addiion conformational stedics on
sperm histones may give a clue as to the state of the
genome in these type of cells

EXPERIMENTAL PROCEDURE
Nuclear Magnerse Resomance Specira

Spectra at 270 Mz were run on a4 Bruker WH.270
spectrometer. Solutions were made up directly in
THLO (9987, Standard S-mm tubes were used, and

Figura 28: Primera plana del treball publicat per Palau i els seus col-laboradors de
I'Institut de Biologia Fonamental amb Edward Bradbury i Colin Crane-Robinson.
PUIGDOMENECH, PEDRO, CABRE, ORIOL, PALAU, JAIME, BRADBURY, EDWARD M. &
CRANE-ROBINSON, COLIN (1975). “Studies on the Role and Mode of Operation of the
very-Lysine-Rich Histones in Eucaryote Chromatin. The Conformation of ®1 Histones
from Marine Invertebrate Sperm”. Eur. J. Biochem. 59, 237-243.
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Capitol 6
El DQM i les tecniques de difracciéo de RX aplicades als

estudis de la nucleohistona

Un pas més en el programa de recerca d’estudis estructurals de les histones i
altres proteines nuclears en invertebrats va ser la posada en marxa del laboratori de
RX, on es van aplicar les tecniques de difraccié de fibres per a I’estudi de la relacié
estructural entre aquestes proteines i el DNA. Aquest procés es va iniciar I'any 1968 i
el laboratori va comencar a ser operatiu cap el 1973. En aquest capitol s’estudia el
procés pel qual es produeix aquesta posada en marxa i inclou un repas de l'estat de la
questié en I'aplicacio d’aquestes técniques a I’estudi de la nucleohistona en el moment
en que es decideix la seva posada en marxa al DQM, aixi com el paper jugat per
Alexander Rich en aquest procés. També s’estudia la produccié cientifica del DQM
mitjancant I'aplicacié d’aquestes tecniques i les capacitats del Departament i dels
tallers de I’Escola d’Enginyers per dissenyar, construir i introduir modificacions en els

instruments en funcié de les necessitats de la recerca.

6.1. Estructura d’histones i tecniques de difraccié de RX

La idea de posar en marxa un laboratori d’aquestes caracteristiques a Barcelona
havia estat en el pensament de Palau i Subirana ja des de les seves estades
postdoctorals als EUA i al Regne Unit, respectivament.330 Ara bé, al projecte de recerca
desenvolupat des de 1966 amb I’ajut obtingut dels NIH s’havia fet Gs d’altres
tecnigues de la quimica fisica de macromolecules amb les quals van contribuir a
I'estudi de I’estructura de la nucleohistona. En aquest epigraf es repassen els inicis de

I’aplicacio de les técniques de difraccié de RX a I’estudi de la nucleohistona, que havia

330 JAS a JP, Rehovoth, 11-02-64 i 4-07-64; Barcelona, 5-05-65; Madrid, 10-07-65.
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comencat al Regne Unit a principis de la década dels 1960s, aixi com de les principals
contribucions a aquest camp de recerca.33!

La difraccié de fibres havia estat el metode escollit per a I’estudi dels polimers
en estat solid, seguint la linia de recerca de Franklin i Wilkins, que va ser la base de la
proposta de Watson i Crick d’una estructura per al DNA. La unitat de biofisica del
King’s College, el grup de Butler al Chester Beatty Research Institute, aixi com el grup
de biofisica de Portsmouth, liderat per Bradbury i Crane-Robinson, havien
desenvolupat un enfocament de I’estudi de I’estructura de les histones mitjangant les
tecniques de difraccié de RX de fibres, fet que va influir decisivament en la decisié de
Subirana de fer-les servir.

En general, la técnica més important que es feia servir en I’analisi estructural de
molécules complexes era la difracci6 de RX, si bé cal recalcar que aquesta donava
informacions principalment de regions de I’espécimen en qliestiéo on les molecules es
trobessin de manera ordenada, com per exemple les regions cristal-lines. Per poder
decidir sobre el que es sabia de I'estructura de la nucleohistona calia comptar amb els
resultats obtinguts mitjancant altres técniques, com ara l'espectroscopia d’infraroig i
la dispersi6 optica rotatoria (ORD), entre d’altres ja esmentades, i discutir aquests
resultats juntament amb els de la difraccié6 de RX. Per exemple, mitjancant I’ORD,
s’observava que la histona es trobava en una configuracié plegada, probablement en
helix «.332

En aquells moments no era senzill interpretar els patrons de difraccié de RX
obtinguts de macromolecules en dissolucié. Mitjancant el metode d’assaig-error que
es feia servir de manera comu en la cristal-lografia de RX, les estructures probables
eren construides en forma de models, que eren observats, manipulats, provats i
contrastats amb les dades obtingudes mitjancant les tecniques de difraccié. Aquesta

construccié de models era una part integral del procés de recerca i un pas essencial en

331 Vegeu BONNER & TS’O (1964).

332 Aquesta estructura per a les proteines havia estat proposada I’lany 1950 per Linus Pauling i el
seu col-laborador Robert Corey, tasca que ja havia comencat cap a I’any 1939. Al voltant de
Pauling i la helix &, vegeu OLBY (1994). Per detalls sobre I'estructura, vegeu LEHNINGER (1972).
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els intents d’interpretacié de les estructures dels cristalls i de les fibres, a partir de les
imatges de RX que s’obtenien (Francoeur, 1997; de Chadarevian, 2004).333

Per als estudis de la nucleohistona per RX, es construien models estructurals
amb angles i distancies d’enllac acceptables fins que es trobava una estructura
estereoquimicament raonable de manera que el calcul del patré de difraccié estes
d’acord amb el que s’observava. Els angles i les distancies d’enllag s’obtenien de les
conformacions determinades per a grups semblants en compostos més senzills. Calia
coneixer, doncs, I'estructura quimica de les subunitats de les que estava format el
polimer biologic abans d’emprendre la determinaci6 de [I’estructura. D’aquesta
manera, l'estructura de la macromolécula a les seves regions cristal-lines podia ser
establerta, sempre que el patré de difraccié contingués suficient informacié per tal que
no sorgissin ambiguitats.

Els estudis de difracci6 de RX havien mostrat que I’estructura del DNA era la
mateixa si es trobava aillat o en combinaci6 amb histones o protamines. Aquestes
troballes estaven d’acord amb els resultats obtinguts en estudis de fibres orientades
de DNA i nucleoproteina mitjancant la espectroscopia d’infraroig. Encara que no
s’havia determinat la conformacié del component proteic de la nucleohistona, hi havia
propostes sobre I’estructura de la protamina. La incertesa en el cas de la nucleohistona
es devia a que els patrons de difraccié obtinguts, en no tractar-se de materials de
naturalesa cristal-lina, no proporcionaven evidencies positives de la presencia
d’estructura en heélix «.334

A no ser que els patrons obtinguts fossin deguts als processos de preparacio
dels materials, i que poguessin ser millorats per estudis bioquimics posteriors, els
metodes de difraccié de RX no semblaven poder portar a la determinacié d’una Unica
estructura molecular, si es que aquesta existia. Les fibres estan formades,
normalment, per llargues molécules semblants a cadenes, empaquetades amb els seus
eixos paral-lels o quasi paral-lels a I'’eix de la fibra i tenen un eix direccional comu,

pero el grau d’ordre dins de les fibres varia considerablement. En algunes, les

333 Per més detalls al voltant de la construcié de models, i també per detalls sobre el model del
DNA de Watson i Crick, vegeu DE CHADAREVIAN (2003).
334 En aquest sentit, cal recordar els treballs de Palau estudiats al capitol anterior.
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molecules es troben arranjades de manera regular, formant regions quasi cristal - lines,
pero les diferents regions cristal-lines dins d’una fibra es troben orientades a I'atzar
respecte del seu eix (Wilson, 1966). Si bé I'ordenacié d’una fibra no era perfecta, a
partir de la disposicié de les taques a la imatge obtinguda es podia determinar la
forma global de la molécula. Es va observar que els patrons de difraccié de RX de la
nucleohistona mostraven una serie de canvis caracteristics en la seva conformacio, en
funcié de la humitat a la que es trobava el material (Richards, 1964).

Un aspecte important de la recerca era I'estudi de les associacions que es
donaven entre el DNA i les proteines nuclears. En aquells moments no se sabia del cert
si la nucleohistona consistia en una sola molécula de DNA unida a una histona o
diverses molécules de DNA unides amb aquesta proteina basica. Tampoc se sabia res
al voltant de com la proteina s’uniria amb el DNA. La manca de dades fisiques era tal
que qualsevol model proposat per a la nucleohistona era especulatiu (Bradbury i
Crane-Robinson, 1964).

A principis de la década dels 1960s s’intentava establir una correlacié entre els
patrons de difracci6 de RX i les imatges de I’estructura cel-lular obtingudes per
microscopia electronica, i el cromosoma era una de les estructures més interessants
per ser estudiades d’aquesta manera. Era dificil establir correlacions entre els patrons
de difracci6 de RX i les imatges de microscopia electronica obtingudes de les
estructures cel-lulars que contenien nucleohistona, perd es pensava que podia ser
important per coneéixer I’estructura cromosomica.335

Aquest era 'estat de la qliestié pel que feia a I'aplicacié de les tecniques de
difraccié de RX als estudis de la nucleohistona. Com s’ha vist en capitols anteriors, un
cop es van caracteritzar les proteines nuclears, es va procedir als estudis estructurals
de la nucleohistona, en els que els grups de Palau i Subirana van intervenir, si bé fent
Us de técniques diferents. Dins del ventall de les disponibles en aquells moments,
Subirana es va decidir per les de difracci6 de RX. Pensar en I’Gs d’aquestes tecniques

malgrat les dificultats que presentava el material objecte d’estudi i els pocs resultats

335 A la unitat de recerca en biofisica del King’s College de Londres, Brian M. Richards treballava
en aquesta questié. A Londres, Palau va treballar conjuntament amb Richards i Pardon en la seva
Unica publicacié en RX. Vegeu PALAU, PARDON i RICHARDS (1967).
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que s’havien obtingut fins aquell moments es trobava en I'ambient del camp de

recerca en el que van treballar.

6.2. La primera posada en marxa del laboratori de RX

La posada en marxa del laboratori de RX del DQM passa per dues etapes: des
de 1968 a 1972, en paral-lel amb el desenvolupament del programa financat pels NIH,
quan es van comprar i instal-lar alguns dels instruments i es va iniciar un periode de
proves. Una segona etapa va comencar a finals de 1972 i va permetre que, ja I'any
1973, comencés la publicacio de treballs en aquesta linia. Pero primer calia obtenir les
fibres i aprendre a fotografiar-les mitjancant RX. Com es recordara, al treball de
Rehovoth, Subirana havia preparat les fibres, perdo no havia intervingut en I'aplicacié
d’aquestes tecniques. Pero abans de mostrar aspectes concrets de la recerca al DQM
mitjancant I'aplicacié de les técniques de difraccio de RX, cal dedicar un espai a
destacar el paper central que han jugat els instruments en el desenvolupament de la

biologia molecular.

6.2.1. Algunes consideracions al voltant dels instruments de la

biologia molecular

L’estudi de les macromolécules es troba intimament relacionat amb el disseny i
desenvolupament d’instruments sofisticats i complexos, aptes per treballar en I'ordre
de dimensions requerit. Aquesta relacié no és univoca: sovint, aquests instruments van
esdevenir els principis organitzadors de la recerca i van fer que aquesta es definis en
funcié seva i de les técniques emprades. El procés de desenvolupament dels
instruments que han jugat un paper crucial en la biologia molecular es pot dividir en
dues etapes molt clares: el disseny de prototipus i la posterior produccié d’instruments

estandard.336

336 Vegeu KAY (1988 i 1996); ELZEN (1993); RHEINBERGER (2001), BERTOMEU i GARCIA (2002);
CREAGER (2002).

227



Mentre aquests aparells es troben en fase de prototipus es déna la interaccio
entre els cientifics que els fan servir i els enginyers que els dissenyen: les
contribucions mutues sén conegudes i es pot parlar de col-laboracié. Va ser aquest
pas de la col-laboracié a la comercialitzacié el que va marcar el seu desenvolupament:
quan els aparells esdevenen productes comercials, la col-laboracié es perd i les
contribucions que havien permes el seu desenvolupament queden dins d’una “caixa
negra”, quan es deixa de coneixer exactament el seu mode de funcionament intern. Un
aspecte del canvi d’escala que es va produir en la recerca cientifica al llarg del segle XX
va ser que els fabricants d’instruments van preferir manufacturar aparells genérics, és
a dir, produir eines que podien ser utilitzades per diversos grups de cientifics i
adaptades als recursos i interessos locals (Gaudilliere i Lowy, 1998; Bertomeu i Garcia,
2002).337

Moltes vegades, els aparells s’utilitzen tal com els ha subministrat el fabricant,
pero hi ha d’altres en que sén modificats d’acord amb els objectius que es
persegueixen. Nous plantejaments dins de la recerca generen noves preguntes i nous
problemes i com més es fan servir els aparells per a diferents aplicacions, més
problemes nous es presenten i s6n el punt de sortida de nous desenvolupaments en
una amplia varietat de direccions. Moltes vegades, el refinament dels aparells prové de
les persones que, al laboratori, s’enfronten amb els seus problemes experimentals i
intenten explotar els instruments per als seus proposits particulars. En aquest sentit, el
camp de la difraccié de RX va portar sovint a la construcciéo o a l'adequacié de la
instrumentaciéo a les necessitats dels laboratoris i el DQM no va ser alié@ a aquests
processos.338

També s’ha de tenir en compte que els aparells es troben dins d’un laboratori i
necessiten un procés d’instal - lacid, tenen uns requeriments per al seu funcionament i
també una feina de manteniment, reparacié i, si és el cas, de millora. Es a dir, cal
concebre i construir una instrumentacié especial i instal-lar i mantenir 'equip del

laboratori. En aquest sentit, els instruments s6n sempre individuals per molt que es

337 Per més detalls sobre fabricants d’instruments i la seva utilitzacié pels cientifics, vegeu
GAUDILLIERE i LOWY (1998).
338 Per un cas concret en relaciéo amb la difraccié de RX, vegeu BERNAL (1927, 1928, 1929).
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vulgui suposar que hagin de funcionar segons uns principis generals, i no sén
invariants als trasllats d’un laboratori a un altre ni a les descontextualitzacions, siné
que soén elements plastics de la activitat cientifica. Hi ha, doncs, una correspondéncia
entre les necessitats de l'usuari i les solucions técniques que els enginyers poden
oferir. Aixo vol dir que no es pot establir una separacié clara entre els enginyers i els
cientifics. Tot i essent personatges diferents, treballen amb una mateixa finalitat:
desenvolupar aparells eficacos per la (re)produccié de fenomens (Kay, 1988; Elzen,
1993; Rheinberger, 2001; Creager, 2002).

Un problema afegit en el cas espanyol va ser que els instruments i, en general,
els metodes experimentals havien estat inventats a I’estranger i la seva aplicacié als
laboratoris del pais va fer que la frontera entre el coneixement i la técnica, o
I'instrument associat amb ella, es fes difus. Aixi, els instruments van esdevenir un
actor més del procés de produccié de coneixement i condicié indispensable per
I'existéncia de la biologia molecular en un determinat context local: disposar dels
instruments va permetre I’articulacié de laboratoris i grups de recerca al seu voltant.

En el cas objecte d’aquest estudi cal saber qui va posar en marxa i va
optimitzar el funcionament d’aquests instruments i qui va ensenyar les noves
tecniques. La interaccié amb els enginyers no es va perdre siné que es va donar una
implicacié directa d’aquests tant en la posada en marxa dels instruments com en la
recerca que es feia al departament, com es veura. Després d’un periode de proves,
d’aprenentatge de les técniques i de la transmissié d’aquestes a més persones, es va
donar la possibilitat d’obrir la “caixa negra” i introduir modificacions: I'instrument
comercial és obert al laboratori per intervenir-hi, o dissenyar-ne i construir-ne de

nous.

6.2.2. Alexander Rich

L’any 1968, aprofitant el parell de mesos d’estiu que va passar a Harvard,
Subirana va establir contacte amb Alexander Rich, a qui va posar en coneixement del

seu projecte d’aplicacié de la difraccié de RX als estudis de la nucleohistona. En aquells
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moments, Rich ja havia deixat de treballar en fibres per passar a fer-ho en cristalls de
macromolecules. Concretament estava treballant en estructura del RNA i la seva
recerca s’emmarcava en la comprensio de la funcié d’aquest acid nucleic en la sintesi
de proteines.339 Rich va suggerir a Subirana que anés a aprendre les técniques amb els
que encara treballaven en fibres, al Massachusetts General Hospital, on hi havia un
laboratori de RX. Dins d’aquest grup s’hi trobava Lawrence Bonar, amic de Subirana
des d’abans, qui el va ensenyar a treballar en fibres i on va fer les seves primeres fotos
de DNA.

Un fet essencial va ser el material que Rich va proporcionar a Subirana: les
microcameres de difraccié, copia de les Philips comercials que, segons Rich, haurien
de ser molt atils per a la tasca que es volia dur a terme a Barcelona.340 Aquest
aprenentatge i els materials proporcionats per Rich van ser essencials per tal de
permetre la posada en marxa del laboratori de Barcelona I’any 1969.

En aquest punt, cal fer esment d’alguns trets de la trajectoria de Rich per
valorar la seva importancia i recordar el pes de Cambridge en el camp de la
cristal - lografia i la combinacié d’aquesta amb els ordinadors disponibles a I’época. La
utilitzacié d’aquest aparell, ’'EDSAC, Electronic Delay Storage Automatic Calculator,
conjuntament amb el poderés equip de difracci6 de RX construit al taller del
Cavendish, havia contribuit a convertir el laboratori en el centre mundial de
cristal - lografia de proteines cap a finals de la década dels 1950s.341

L’equipament i les habilitats disponibles al laboratori de Cambridge van atreure
nombrosos visitants, especialment a partir de la meitat de la decada dels 1950s, entre
ells Alexander Rich, postdoc fellow de Pauling, a Caltech. Des de 1954, Rich va

treballar amb Crick a Cambridge en I’estructura del col-lagen i en aquest camp hi ha

339 Amb data 20 de desembre de 1968, Rich va publicar un treball a Science al voltant de
I'estructura dels RNAs de transferencia. El treball en questié és: “Single Crystalls of Transfer
RNA: an X-Ray Diffraction Study”. Science, 162, 1381-1384. La seva publicacié va venir
acompanyada d’una polemica de Rich amb Aaron Klug i Francis Crick, de Cambridge, al voltant
de qui tenia prioritat en la descoberta de I'estructura del t-RNA. Els detalls d’aquesta disputa,
cartes, pre-prints dels treballs i la publicacié de la polemica per part de New Scientist, s’han
pogut consultar a la Wellcome Library de Londres, referéncia PP/CRI/D/2/35.

340 Entrevista de I'autor amb Joan Antoni Subirana, 1 de juny de 2005 i 13 de juliol de 2005.

341 Per més detalls al voltant dels ordinadors disponibles i de la seva construccid, vegeu DE
CHADAREVIAN (2002).
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una publicacié conjunta de 1955 on van proposar una estructura de triple helix per a
aquesta molécula.342 Mentre va ser a Cambridge, Rich va continuar els seus estudis
sobre I'estructura del RNA, fent servir les técniques de difracci6 de RX per obtenir
imatges de RNA artificials (de Chadarevian, 2002).

El treball en DNA de Watson va guiar a aquest i a Rich en I'intent d’establir
I'estructura del RNA mitjancant els métodes de fabricacié de fibres i la interpretacié
dels seus patrons de difracci6.343 Fins 1956, Rich i Watson van continuar la seva
col-laboracié, incloent una nova estada a Cambridge. Des de 1955, Rich havia estat el
cap de la seccio de biofisica dels NIH i, I'any 1957, es va traslladar al departament de
biologia del Massachusetts Institute of Technology (MIT), des d’on, mitjancant I'’enzim
descobert per Ochoa i Grunberg-Manago, va seguir fabricant RNA artificials que li van
permetre observar que els patrons de RX obtinguts eren semblants als naturals
(Judson, 1996).344

Rich també va participar en els projectes de desxifrar el codi genetic liderats
per George Gamow. Aquest, Alexander Rich i Martynas Ycas van treballar mitjancant
models teodrics en el trencament del codi genétic. Mentre Rich era postdoc amb Pauling
a Caltech, Gamow havia visitat Berkeley per tal de discutir sobre el codi amb Delbriick i
els seus col-legues i va ser on va coneixer Rich. Després d’aquestes trobades, Gamow
va decidir organitzar una xarxa de cientifics: I"”’"RNA Tie Club”. L’objectiu era afavorir la
comunicacio i els contactes, fent circular notes i manuscrits aixi com aconseguir
financament per dur a terme trobades regulars. Tant Rich com Paul Doty van formar

part del Club (Kay, 2000).

342 RICH i CRICK (1955). “The structure of collagen”. Nature 176, 915-16.

343 RICH i WATSON (1954a).; RICH i WATSON (1954b). Per més detalls de caire experimental,
vegeu HOLMES (2001).

344 GRUNBERG-MANAGO, ORTIZ, & OCHOA (1955). “Enzymatic Synthesis of Nucleic Acidlike
Polynucleotides”, Science, 122: 907-910; GRUNBERG-MANAGO, ORTIZ & OCHOA (1956).
“Enzymatic Synthesis of Plynucleotides”, Biochim. Biophys. Acta, 20, 269-285. Per més detalls,
vegeu SANTESMASES (2002c, 2005) i RICH (1957, 2006).
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6.2.3. Les tecniques de difraccié de RX a Barcelona

Un detall que permet constatar que la qiestié dels RX es comencava a moure
era que, en una carta de Subirana a Palau datada a I’estiu de 1968 a Harvard, es feia
esment a certa documentacié sobre aparells de RX que s’havia deixat a Barcelona i que
volia li fos enviada per correu. També es tractava d’establir contacte amb el grup de
cristal - lografia de Manuel Font-Altaba, de la catedra de Cristal -lografia i Mineralogia
de la Facultat de Geologia de la Universitat de Barcelona, per fer proves de difraccié de
fibres. 345

Font-Altaba, que havia guanyat la catedra I'any 1960, va aconseguir dotar el
departament amb nous instruments que van permetre la posada en marxa de la
recerca en cristal - lografia i mineralogia. La primera etapa d’aquesta recerca, durant la
decada dels 1960s, es va centrar en tres grans linies: cristal - loquimica i cristal - lofisica
de minerals i resolucié d’estructures fonamentals de materials organics. La linia de
resolucié d’estructures va representar, de fet, la continuitat de la recerca personal de
Font-Altaba, i va esdevenir un dels eixos fonamentals de la recerca del seu
departament. Una segona etapa que es pot considerar que va comencar ja la decada
dels 1970s va produir la posada en marxa d’un servei de difraccié de RX. En definitiva,
es tractava d’un grup molt consolidat. De fet, per al grup de Subirana, quan es va
comencar a pensar en treballar en RX, poder demanar assessorament a aquest grup va
ser un avantatge important.346

Subirana va tornar a Barcelona amb els coneixements necessaris per afrontar la
tasca de desenvolupar el laboratori de RX i amb un instrumental que havia de resultar
de gran utilitat: les cameres que van rebre el nom de RICH. No hi ha constancia de que
ningu en concret donés aquest nom a aquests instruments, si bé a I’hora de registrar-

los a l'inventari del departament, les copies que es van fer al taller de I'Escola

345 JAS a JP, Harvard, 30-6-68; JAS a JP, Harvard, 19-7-68.

346 Les dades del grup de Font-Altaba han estat obtingudes gracies a Francesc Xavier Mafies, del
CEHIC-UAB, que ha posat a la meva disposicié un document inédit de Miquel Angel Cuevas i
Duarte que explica la historia del grup.
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d’Enginyers es van catalogar amb aquest nom, que també es feia constar gravat a les

cameres.347

6.3. L'origen de les cameres RICH

Estudiar I’origen d’aquestes cameres i el procés de transformacié al que van ser
sotmeses a Barcelona és de gran interés ja que permet seguir les etapes de
desenvolupament i modificacié dels instruments de laboratori, a I’hora que mostra les
capacitats del departament de Subirana en aquest sentit. Les cameres que va portar
dels EUA eren copies d’'una microcamera Philips que es van fer per indicacié del
departament de Rich als tallers del MIT, on van ser modificades en la distancia entre la
fibra i la pel-licula. D’aquestes se’n van fer copies al taller de I’Escola, com més
endavant es veura.348

La microcamera Philips de la qual va derivar la RICH va tenir el seu origen en un
prototipus dissenyat per Frank Chesley, dels Central Research Laboratories Inc., a Red
Wing, Minnesota, EUA, I’any 1947 (Figura 29). Chesley proposava el disseny d’aquesta
microcamera per l'interés que hi havia en el camp de la tecnologia de les fibres,
especialment en I'aplicacié de les técniques de difraccié d’alt angle a I'examen tant de
fibres naturals com sintetiques, aixi com en les aplicacions en que era desitjable que
els especimens fossin especialment prims. L’objectiu d’aquest disseny era el de
aconseguir un arranjament senzill i mecanic del col-limador, del suport de la mostra i
del suport de la pel-licula, que fos compacte i que permetés I’evacuacié de I'aire del
seu interior, per tal d’eliminar el seu efecte en la dispersié dels RX. Un altre dels
avantatges de la camera havia de ser la seva facilitat per situar en posicié la mostra
que havia de ser examinada mitjancant un feix molt estret (col-limat) de RX (Chesley,

1947).

347 Vegeu l’inventari d’instruments de laboratori de RX i les imatges obtingudes d’aquests
instruments.

348 Comunicacié personal de Joan Antoni Subirana, Lourdes Campos i Joaquim Lloveras a I'autor,
11 de desembre de 2003. A I'inventari d’instruments del laboratori RX, amablement posat a la
meva disposicié per Subirana i Campos es pot consultar el preu d’aquests instruments i la
propietat.
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Les microtecniques de difracci6 de RX havien estat descrites i utilitzades
principalment per Isidor Fankuchen i Hermann Mark, per a I’analisi de fibres de nil4.349
Fankuchen va fer suggeriments tant pel que feia al disseny d’aquest instrument com
de posteriors modificacions a introduir. En una curta nota a The Review of Scientific
Instruments del mes de setembre de 1949, signada conjuntament amb Max E.
Bergmann, es van presentar una serie de modificacions al prototipus de Chesley de
I'any 1947. Per treballar amb fibres i amb espécimens biologics, sovint era desitjable
obtenir detalls del patré de difraccié corresponents a espaiats més grans dels que
permetia la camera original. Es podia incrementar la distancia entre la pel-licula i la
mostra movent el suport d’aquesta cap a I’extrem de la camera i reconstruint la part
frontal per desplacar el sistema de ranura i el suport de ’espécimen més enlla.350

La camera que va arribar a Barcelona, coneguda com RICH | ja presentava,
doncs, tota una serie de modificacions introduides al MIT respecte del prototipus i del
posterior disseny Philips, especialment en el sistema col-limador i en la distancia entre
la fibra i la pel-licula (Figures 31 i 32). Com es veura, algunes de les noves

modificacions introduides a Barcelona també van anar en aquest sentit.35!

349 FANKUCHEN & MARK, H.: Report on Progress in Chemistry (July-October, 1943); KRATKY &
MARK: Forstchritte auf dem Gebiete der Hochpolymeren (Verlagsbuchhandlung Julius Springer,
Berlin, 1938); FANKUCHEN & MARK: J. App. Phys. 15, 364 (1944). Herman Mark, juntament amb
Kurt Meyer, havien establert ’estructura de la cel-lulosa i de la fibra de seda I’any 1928. Isidor
Fankuchen havia estat col-laborador de J.D. Bernal.

350 FANKUCHEN & BERGMANN (1949). “Modification of X-Ray Microcamera to Permit Study of
Long Spacings”. The Review of Scientifc Instruments, 20, 9.

351 La microcamera Philips era utilitzada pel grup de Wilkins al King’s College. Aquest darrer
detall s’ha pogut coneixer en consultar l'autobiografia de Maurice Wilkins. En ['apartat
d’imatges, amb el n° 21, es pot observar l'instrument en questio, aixi com llegir que,
efectivament, és un producte de Philips Electronic Instruments, perd resulta impossible llegir el
tipus de camera del que es tracta, aixi com el n® de série. En consultar el treball de Palau al
King’s College, no es pot saber si va ser aquesta la cdmera que es va fer servir. Les referéncies
bibliografiques sén: PALAU, PARDON & RICHARDS (1967) i WILKINS (2003).
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6.4. Les primeres proves a Barcelona

Generalment, les fonts documentals relacionades més directament amb els
instruments son els registres numeérics o grafics que molts d'ells produeixen, dels
quals deriven les dades que cerquen els cientifics. En aquest sentit, les cameres de
difraccié de RX produeixen imatges que posteriorment s’han d’interpretar fent Us de
les matematiques, és a dir, que la seva interpretacié és el producte de calculs
numeérics. Una altra font important de dades sén les llibretes on es registren els
experiments. Els inicis de les proves de RX a Barcelona s’han pogut seguir mitjancant
la consulta de les llibretes on es van registrar aquests experiments, la qual cosa ha
permes saber quina camera i quin generador es va fer servir, qui va ser I’operador, la
mostra que se sotmetia a prova, hores d’exposicié als RX, voltatge i intensitat, aixi
com les incidencies que es produien (Figura 32).

Quan es van comencar les proves i la recerca amb les tecniques de difraccio de
RX, I'any 1969, es disposava de l'instrumental segiient: la camera RICH I, dita de
col-limacié, que Subirana havia portat dels EUA, proporcionada per Alexander Rich;
una camera WAHRUS n° 073 de col-limacié, tipus Statton i un generador de RX, ENRAF
NONIUS model Difractis K, n® TC1088, amb tub Philips, PW 2113/35, n® 204747, de
focus fi.352 També es disposava d’un projector de perfils NIKON, model 6¢c, n® 11318,
que permetia mesurar les distancies entre les taques de difraccid, com s’explicara més
endavant (Figura 33).353

De la consulta de la llibreta de registres del laboratori s’ha pogut saber que la
primera prova de difracciéo de RX feta per Subirana va tenir lloc el dia 21 de novembre
de 1969 amb la camera RICH | i el generador ENRAF NONIUS i que, amb aquesta
camera, es van fer tres proves fins final d’any (Figura 32). Amb data 12 de desembre

del mateix any 1969 es va fer la primera prova amb la camera WAHRUS.

352 Aquest tipus de material es va canviar sovint, per desgast. El n°® esmenat és el del primer que
es va adquirir.

353 Documentacié de la instrumentacié del laboratori RX. Es pot consultar el preu d’aquests
instruments i la propietat. El pais de fabricacié6 d’aquest instrumental és EUA, a excepcié del
projector de perfils NIKON, de fabricacié japonesa.
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Durant I’'any 1970, es van utilitzar les dues cameres disponibles, sempre amb el
mateix generador, ’ENRAF NONIUS. Les primeres 38 proves, entre el 21 de novembre
de 1969 i el 20 de marc de 1970 les va fer Subirana. Posteriorment, s’hi van incorporar
Palleja, Lluis Puigjaner, Pere Suau i Joaquim Lloveras. Mentre van durar aquestes proves
es van adquirir altres instruments, com les cameres SEARLE n°® WS 0109-16, d’optica
toroidal, i la SEARLE n°X109, amb optica FRANKS (Figures 35 i 36).

També es va adquirir un microdensitometre JOYCE-LOEBL model MK Il CS n°
1272.354 Aquest darrer instrument, aixi com el projector de perfils abans esmentat,
complementaven la instrumentacié (Figures 36 i 37) .355 El microdensitometre es feia
servir per mesurar la intensitat d’ennegriment dels films després de la difraccidé i la
distancia diametral de les taques quan era dificil d’esbrinar el punt exacte de maxima
intensitat d’aquestes. Aquest ennegriment estava en relacié directa amb la intensitat
del feix difractat. L’'instrument no s’emprava en totes les fotos sind només en aquelles
en les que es creia que s’havia produit un canvi en I’estructura, i s’havia de fer calculs.

El projector de perfils era un aparell que ampliava I'objecte en una pantalla, i
permetia observar i mesurar amb precisio els seus detalls. La seva utilitat principal era
la comprovacié de I'estat i posicié de les fibres dins de capil-lars o enfront del forat
del col-limador i per mesurar el diametre de les taques simetriques de difraccio als
films, els seus angles, i conéixer la seva area. També es feia servir per mesurar amb
precisiéo el diametre de I’anell de difracci6 de mostres patrd, per tal de calcular la
distancia entre la mostra i el film.356 Una altra utilitat d’aquest instrument va ser la de
comprovar les peces fabricades al departament, fetes amb un petit torn de rellotger, i

les fetes al taller de I’'Escola, com després es veura.

354 Informacié referida a instrumentacié obtinguda de I’inventari del laboratori de RX.

355 Inventari d’instruments del laboratori RX. Entrevista de ’autor amb Joaquim Lloveras, 27-03-
03.

356 Per exemple, es feia servir la pols de cristalls de sulfur de molibdée, del que es coneixen els
seus espaiats cristal - lografics.
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6.5. L'optimitzaci6é del laboratori de RX al DQM. Joaquim Lloveras,

el disseny i les modificacions dels instruments

En aquest punt s’ha de ressaltar la col-laboracié Joaquim Lloveras, enginyer
industrial especialitzat en electronica. El tema de la seva tesi va ser la
microelectroforesi, I’electroforesi preparativa i la difraccié de RX, i va ser dirigida per
Lluis Puigjaner. El seu treball en les técniques d’electroforesi preparativa, com ja s’ha
explicat, va ser el primer encarrec que va rebre i va ser utilitzada en el treball que va
culminar I'etapa d’estudi de les proteines nuclears dels invertebrats marins.357 La seva
arribada al DQM es va produir en resposta a un anunci publicat a “La Vanguardia” on es
demanava personal per a un laboratori de recerca. Després d’'un breu intercanvi
epistolar amb Subirana, on primer se li va comunicar que la placa havia quedat ja
coberta, va ser seleccionat per fer les proves i va passar una entrevista, després de la
qual va ser escollit (Figura 38).358

Després de ser contractat, I'octubre del mateix any 1972, va sol-licitar, per
indicacié de Subirana i Puigjaner, una beca de formacié de personal investigador (FPI)
al Ministeri d’Educacio, que també va obtenir i, en I'interval de la concessié d’aquesta
beca, va tenir un contracte de mestre de taller. A més de la tasca propia del laboratori,
va ensenyar les técniques tant als nous tecnics com als estudiants, i va donar classes
practiques a primer i segon cicle d’enginyeria industrial i en postgrau. També va donar
classes de doctorat i va col - laborar en diverses tesis d’alumnes.359

Una tasca important va ser la d’impulsar el laboratori de difraccié de RX que, en
aquells moments, es trobava en una fase incipient. Lloveras va participar en el disseny
i modificacié dels aparells utilitzats en aquesta recerca i en el disseny dels serveis del
laboratori. Aquesta feina, que va consistir tant en la posada en marxa com en la
modificacioé i/o disseny de les cameres, es va desenvolupar en funcié de les necessitats

del departament, comptant amb les capacitats d’aquest enginyer i les interaccions que

357 Vegeu SUBIRANA, COZCOLLUELA, PALAU & UNZETA (1973).

358 Cartes de JAS a Joaquim Lloveras, 7/03/72 i 13/03/72. Aquests materials han estat posats a
la disposicio de I’autor per Joaquim Lloveras.

359 Entrevista de I'autor amb Joaquim Lloveras, 13 de febrer de 2003.
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va establir amb els cientifics que es dedicaven a la recerca i amb els mestres del taller
de mecanica de I'Escola d’Enginyers, que tenien la possibilitat, dins d’una série de
limitacions, de fabricar els aparells i les peces o d’introduir les modificacions
sol - licitades.

Els instruments, tant les cameres RICH com les adquirides posteriorment, les
Wahrus, la Toroide i la Franks, van ser modificats i/o redissenyats en alguns aspectes
per tal d’obtenir més prestacions. Els dissenys i/o modificacions es basaven en el fet
de saber el que aquests aparells havien de portar i en les necessitats de la recerca. A
partir de la idea sobre el disseny o de la modificacié que s’havia de fer, es passava a
I’elaboraciéo d’un planol senzill, fet normalment sobre paper mil-limetrat, que es
portava al taller de I’Escola, juntament amb el material necessari per a la seva

construcci6.360

6.5.1. Un exemple de les capacitats del DQM: les cameres RICH
fabricades a Barcelona i les modificacions dels instruments

estandard

La camera coneguda com RICH I, de la qual ja s’ha parlat anteriorment i, cal
suposar que també la Philips que la va originar, va incloure modificacions respecte del
prototipus original de Chelsey, especialment en el sistema col-limador i en la distancia
entre la fibra i el film. Com es veura, algunes de les modificacions introduides en les
copies fetes a Barcelona també van anar en aquest sentit. Quina és la importancia
d’aquestes microcameres? Tot i no ser un disseny original, van ser les primeres que es
van fer servir al laboratori, van estar en actiu fins I'any 1993 i permeten veure la

capacitat del laboratori i del taller per construir i modificar instrumentacio.36!

360 També entrevista de 'autor amb Cayetano Sierra, Francisco Navarro i Joaquim Lloveras, 25 de
juny de 2003. D’aquests instruments i de la seva adquisicié se’'n ha fet esment en estudiar la
primera posada en marxa del laboratori de RX. LA documentacié consultada ha estat I'inventari
d’instruments del laboratori de RX.

361 Comunicacié personal de Lourdes Campos i consulta dels llibres de registre d’activitats del
laboratori RX.
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Mentre va durar el periode de proves, la camera RICH | va ser utilitzada sense
introduir noves modificacions. Posteriorment, els seus components van ser estudiats i
es van elaborar els planols, incloent les modificacions desitjades, que van permetre la
construccio de les copies al taller de I’Escola (Figures 39,40, i 41).

La descripcid segiient correspon a la camera RICH IV (Figures 42, 43 i 44). Les
modificacions introduides, que anaven dirigides a la seva millora i optimitzacié van
consistir, entre d’altres, en afegir nous components entre el col-limador (cilindre de
vidre amb plom que té un petit forat cilindric -capil - lar- al centre que el travessa, com
si fos un tros de vidre de termometre, i que deixa passar i defineix un estret feix de
RX) i el generador. També es va millorar el seu aillament pel que feia a la radiacié RX i
amb I'exterior, i també en relacié amb les técniques concretes que es van aplicar.

Pel que fa a la estanquitat, es va afegir un film de Mylar que era prou
transparent a la radiacié alhora que resistent, la funcié del qual era el manteniment del
buit a I'interior de la camera. A continuacié del Mylar, es va afegir un O-ring circular
fet de elastomer, després del qual anava una rosca que va ser modificada per afegir
plom protector. Aquesta peca permetia la seva adaptacié a la finestra del generador de
RX. Les modificacions esmentades fins aqui es refereixen als components situats entre
la camera propiament dita i el generador de RX. A l'interior de la camera s’hi van
introduir tot un seguit de modificacions dirigides a optimitzar la disposiciéo de les
fibres de DNA que s’havien d’estudiar.

Hi havia dues maneres de situar la fibra dins la camera: dins d’un capil -lar
segellat en el que es posava en un extrem una gota de solucidé salina saturada que
donava a la fibra una humitat controlada, o bé la fibra posada directament davant del
col-limador sense capil-lar, tot mantenint l'interior de la camera en condicions
d’humitat controlada. En el cas de fer servir els capil - lars, aquests es subjectaven amb
plastilina, material ductil que permetia manipular-lo per poder centrar la fibra davant
del forat del col-limador. En el cas de fer servir les fibres directament en tensid es va
dissenyar un estirador de fibres, ja que no hi era a la RICH I, pero si al prototipus de
Chesley. Per fixar aquesta peca dins la camera, i com que tenia un cert pes, va ser

modificada afegint un imant circular al seu interior, que li donava una llibertat de
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posicié com la plastilina perdo amb un grau de fixacié superior, ja que aquesta acabava
movent-se a causa del pes i de les petites vibracions (Figura 45 i 46). Una modificacié
posterior va consistir en augmentar la distancia entre la mostra i el film, per recollir
millor unes difraccions a prop del centre del film.

Una de les prestacions requerides en la recerca era que totes les cameres que
es feien servir al laboratori poguessin funcionar en atmosfera d’hidrogen. Es va
incloure la nova modificacié consistent en un nou orifici per permetre el seu
funcionament en aquestes condicions (Figures 41 i 43). Com que l'aire frenava la
difraccié, en funcio del tipus de camera o bé de les necessitats de I'experiment que
s’estava fent, aquestes podien funcionar al buit, o bé en atmosfera d’hidrogen
d’humitat controlada. Les funcions de I’hidrogen eren la d’eliminar l'aire i la de
mantenir la mostra humitejada quan aquesta no estava tancada dins d’un tub capil - lar.
Cal tenir en compte que les estructures de plegament del DNA depenen de la humitat i
per aconseguir el grau d’humitat necessari en que tenia lloc I’experiment, es feia
bombollejar hidrogen en dissolucions saturades de certes sals, les quals donaven una
pressio de vapor determinada, amb la qual cosa es podia saber la humitat que portava
I’hidrogen a I’hora que es mantenia la fibra de DNA a la humitat adequada, ja que
aquesta afectava l'estructura i al diagrama de difraccié6 que s’obtenia. Aquestes
modificacions es feien en base a que s’havia d’assolir un objectiu. Si s’havien
d’aconseguir certes difraccions, s’havien d’ajustar molt bé les cameres. De vegades
aguestes no donaven les prestacions anunciades pel fabricant i, modificant peces,

s’arribava a aconseguir.362

362 Un cas va ser el de la camera Wahrus, modificada per tal de reduir el background de
I'instrument, que es va fer servir en un treball de 1977 del que es parlara posteriorment.
Entrevista de l'autor amb Joaquim Lloveras, 13-02-03 i 27-03-03. El treball és SUBIRANA,
AZORIN, ROCA, LLOVERAS, LLOPIS, i CORTADAS (1977). Segons consta a la memoria del
laboratori de RX del periode 1-9-75 fins 10-4-76 elaborada per Lloveras, la camera d’optica
toroidal va ser enviada al King’s College de Londres per tal que Pardon, del grup de Wilkins
comprovés si aquest instrument donava un excesiu background. Es va arribar a la conclusio,
segons Lloveras, que I'instrument no era apte per apreciar amb claretat certs anells de difraccio,
si bé constava aixi al manual d’instruccions. Vegeu memoria del periode.
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6.5.2. Serveis i manteniment del laboratori de RX

El funcionament del laboratori de RX no depenia Unicament de la disponibilitat
de generadors i cameres, sind que calien uns serveis i un manteniment. Es a dir, hi
havia molts detalls técnics a tenir en compte. Joaquim Lloveras i I’enginyer técnic Josep
Maria Ripol s’encarregaven del manteniment del laboratori i dels aparells. Una de les
preocupacions era la d’evitar tota radiacié no desitjada, per petita que fos, en totes les
cameres i equips de RX, per protegir I'investigador i I’entorn del laboratori. En aquest
sentit, Ripol va contribuir a la instal-lacié d’un circuit electronic de deteccié de
radiacié ambient i amb aquesta finalitat es van instal-lar peces de plom addicionals a
les cameres de difraccié i es va mantenir vigilada radiologicament I’area del laboratori
(Figura 47).

Lloveras va dissenyar els serveis del laboratori posteriors a la primera posada
en marxa i aixo va incloure un circuit d’hidrogen, que després va ser d’heli, i un servei
de buit. Es disposava d’una bomba de paletes, funcionant continuament al soterrani,
que feia el buit al circuit situat al laboratori i que servia per eliminar I'aire de les
cameres (Figura 48).

També es va instal-lar un circuit tancat d’aigua de refrigeracié que es va anar
modificant a mesura que anaven creixent en nombre les cameres i els generadors.363
En els circuits d’aire a pressid, es va instal-lar un sistema de compressor, de filtres,
manometres de pressio, regulacid, etc. Tota la maquinaria i altres aparells necessaris
d’aquests circuits ha estat instal-lada i funcionant al soterrani de I’'Escola d’Enginyers,
a sota del departament, excepte el d’heli, que es troba al mateix laboratori de difraccié

de RX (Figura 49).364

363 Ja durant I’eépoca en que es va comencar a treballar amb cristalls, es va instal-lar un circuit
d’aire sec a pressid, que es refredava poc abans d’injectar-lo al cristall i mantenir-lo fred.
Mantenint el cristall a una determinada temperatura es mantenia I’estructura.

364 Les obres que s’estan fent a I’'Escola d’Enginyers des de 2006 han fet desmantellar aquestes
instal - lacions.
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6.6. La interaccié entre el DQM i el taller/laboratori de I’'Escola

d’Enginyers: obrint les “caixes negres”

Les necessitats del DQM van anar des de la construccié de peces per modificar
les cameres de difraccié6 de RX, fer-ne copies, com el cas de les RICH, fins la
instal-lacio d’aquests aparells al laboratori.365 Aquest procés de modificacié i/o
disseny d’instruments va ser possible perqué es disposava d’un taller capac de dur a
terme el procés. El taller de I’Escola d’Enginyers va comencar a funcionar el curs
academic 1967-68, sota la responsabilitat del Professor Cayetano Sierra, catedratic de
Mecanica. Aquest taller/laboratori tenia com a objectiu i estava dissenyat per a les
practiques de mecanitzacié de materials que haurien de fer els estudiants.366

Les primeres maquines del taller es van comprar amb una subvencié ministerial
de dos milions de pessetes.367 El primer problema que es va afrontar va ser la falta de
personal, i la direcci6 de I'Escola va contractar a Francisco Navarro com mestre de
taller, amb la missié de fer servir les maquines i ensenyar el seu funcionament als
alumnes, tot i que encara no es va establir un programa de practiques. Amb I’arribada
de Navarro el taller va comencar a tenir la possibilitat de funcionar i de ser atil a
I’Escola.

La maquinaria i les eines de que es disposava permetien fer unes tasques molt
fonamentals. No hi havia un pressupost que permetés I’adquisicié de noves i era dificil
treballar en aquella situacié. Va ser en aquells moments quan van rebre els primers
encarrecs d’en Subirana, de la ma dels projectes de Lloveras. Aquests consistien en
peces Uniques, de les que se'n feien cinc o sis una sola vegada i aix0 plantejava dos

problemes. El primer, el cost, en cas d’haver necessitat un taller extern a I’Escola. El

365 En el camp dels dissenys propis, cal esmentar una camera d’alta definicié per part de
Lloveras, si bé ja va ser duranta la decada dels 1980s.

366 La informaci6 al voltant de la posada en marxa del Taller s’ha obtingut de I'entrevista de
I’autor amb Cayetano Sierra, Francisco Navarro i Joaquim Lloveras , 25-06-2003.

7 Entrevista de I’autor amb Cayetano Sierra, Francisco Navarro i Joaquim Lloveras , 25-06-
2003.
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taller no tenia pressupost per fer-ho i qui demanava la feina portava aquest material,
en aquest cas Subirana. La ma d’obra no es cobrava i el petit pressupost a disposicio
del taller es feia servir per comprar eines noves. El segon problema eren les dificultats
que aquestes peces presentaven. La major part dels encarrecs consistien en peces de
mida petita per a les cameres de difracci6 de RX, amb els seus problemes de
mecanitzacio.

Les eines de taller no eren les més adequades i tot acabava essent una qliestio
de paciencia, delicadesa i savoire faire per part de Navarro. Un cop fetes, les peces es
provaven al laboratori, es comprovaven mitjancant el projector de perfils i, si era el
cas, es modificaven seguint les noves indicacions. A falta d’eines més adequades, les
solucions s’anaven trobant sobre la marxa. Malgrat aquestes dificultats els encarrecs
es podien complir ja que es tractava d’una feina que tenia un bon suport técnic inicial:
hi havia uns planols. Per altra banda, Lloveras no es limitava a fer i dur els planols, siné
que explicava quina era la funcié de la peca que encarregava i aix0 facilitava el
desenvolupament del procés de mecanitzacio.

El desmuntatge dels instruments els va permetre aprendre sobre aquests i
dissenyar les modificacions necessaries en funcié de la recerca que es volia dur a
terme. La camera RICH, com totes les altres disponibles, va ser desmuntada en sentit
literal i metaforic. Literal, perqué ho va ser peca a peca. Si no s’anés més enlla, es
podria parlar senzillament de tasques de manteniment i de neteja de I'instrument. El
pas segient va ser el de la interaccié entre els cientifics, els técnics i el taller: es van
estudiar les peces que constituien I'instrument i es va proposar la seva reproduccié i/o
modificacié: I'instrument va esdevenir una font d’obtencié de coneixement. Desmuntar
I'instrument peca a peca també va permetre conéixer el funcionament de les seves
parts i del conjunt. Obrir la caixa negra va permetre analitzar els components i pensar
en com es van pensar.

En el cas objecte d’aquest estudi, els instruments no van ser en absolut caixes
negres. El fet de desmuntar I'instrument s’ha d’interpretar com una conseqiiencia de
I'interés especial que es tenia per augmentar les seves prestacions, per a poder-lo fer

servir en unes condicions experimentals diferents de les originals per a les quals havia
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estat dissenyat. No es va tractar tant d’obtenir informacié sobre la historia de
I'instrument, com de la possibilitat de, un cop adquirits els coneixements que aquest
els havia proporcionat, pensar i dur a terme modificacions concretes. Es sabia
I'experiment que es volia fer i aix0 portava a plantejar unes modificacions i no pas
d’altres. D’aquest coneixement i de la interaccio entre les persones que podien produir
materialment aquestes modificacions, el taller de mecanica, se'n va derivar la
possibilitat de dur-ho a terme.

La interaccié entre els cientifics i els enginyers al DQM va ser continua: els
enginyers no eren personal alie que rebia encarrecs d’un departament de recerca
biologica. Cal recordar la situacié fisica del DQM: la seva pertinenca a una escola
d’enginyeria industrial. La cooperacid, doncs, entre el personal tecnic i cientific era
singular i caracteristica d’aquest cas. Cal ressaltar, pero, la dicotomia que es donava
pel que feia al tipus de recerca: una vessant dedicada a I’enginyeria industrial
propiament dita i la de I'estudi estructural del DNA i les histones duta a terme per
quimics (Palau) i per enginyers quimics (Subirana). Hi havia doncs recerca industrial i
recerca biologica, aquesta darrera fomentada particularment per Subirana en el sentit
d’acollir titulats de les facultats de ciencies per als seus estudis de doctorat en biologia
molecular estructural (UPB, 1977; Palau i Subirana, 1994; Cornudella, 2001). Tots els
fets referits a la posada en marxa del laboratori de RX, amb les implicacions amb els
enginyers i el taller, van portar a l'inici dels treballs del departament fent servir

aquestes tecniques (Figura 50).

6.7. Els primers treballs en difraccié de RX (1973-1977)

Tal com s’ha esmentat anteriorment, la posada en marxa del laboratori de RX
va transcorrer en paral -lel amb el projecte de caracteritzacié de les proteines nuclears,
que va culminar I'any 1973 i, entre aquest any i 1977, el DQM va produir nou treballs

aplicant les tecniques de difraccié de RX.368 El mateix 1973, Subirana i Puigjaner van

368 Les referencies son: SUBIRANA i PUIGJANER (1973); PUIGJANER i SUBIRANA (1974); SUBIRANA i
PUIGJANER, LUIS (1974); SUBIRANA, PUIGJANER, ROCA, LLOPIS i SUAU (1975); LLOPIS i SUBIRANA
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presentar una ponéncia al Jerusalem Symposia on Quantum Chemistry and
Biochemistry, que tractava dels estudis per difracci6 de RX de les protamines de
mol-luscs. Es volia determinar com els canvis en la composicié de les proteines
associades al DNA podrien influir en la seva estructura secundaria i en la manera com
aquestes proteines s’associaven a aquest DNA als caps d’esperma d’aquests
organismes. Es volia estudiar la conformacié que presentaven en el complex format
amb el DNA en tres especies de mol-luscs, a partir dels patrons de difraccié
obtinguts.369

Els materials d’estudi, doncs, van ser els habituals als treballs del grup i, com
també s’havia donat en el cas de Palau, s’estava donant un clar canvi en les tecniques
emprades. Com es recordara, les proteines associades al DNA als nuclis espermatics
mostraven una gran variaciéo en mida i en composicié a diverses espécies. Per exemple,
als equinoderms eren semblants a les histones, tal com Subirana i Palau havien
demostrat ja I’any 1968.370

Les cameres utilitzades van ser la RICH i les WAHRUS. Les fibres obtingudes van
ser posades dins d’un capil -lar que contenia una certa quantitat de dissolucié saturada
de la mateixa sal amb que s’havia preparat la mostra a estudiar. Es van estudiar fibres
al 100% de humitat relativa, en les quals es va fer servir aigua destil-lada i la mostra es
va segellar dins del capil-lar. També es van estudiar fibres al 0% de humitat relativa,
amb la qual cosa el capil-lar quedava obert, si bé es feia passar una atmosfera de
hidrogen assecat sobre NaOH per la camera. Com s’ha vist, el fet que les cameres
poguessin funcionar en atmosfera de hidrogen va ser possible després de les
modificacions introduides per Joaquim Lloveras qui, en el moment en que es va fer
aquest treball, ja era al departament.

Els resultats obtinguts van fer pensar que les petites diferencies d’estructura

obtingudes eren degudes a petits canvis en la composicié de les proteines i al

(1975); SUBIRANA i MARTINEZ (1976); SUBIRANA (1975); SUBIRANA, AZORiN, ROCA, LLOVERAS,
LLOPIS i CORTADAS (1977); PUIGJANER i SUBIRANA (1977); SUAU i SUBIRANA (1977).

369 Els organismes estudiats van ser: Mytilus edulis, Loligo pealeii, Gibbula divaricada. Les
caracteristiques d’aquestes proteines feien que fossin considerades protamines. Als mol-luscs,
aquestes proteines basiques eren intermeédies en mida i en composicié a les histones i les
protamines. El treball és: SUBIRANA i PUIGJANER (1973). Grant del Population Council.

370 SUBIRANA i PALAU (1968).
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contingut sali. També es va comprovar que les fibres estudiades presentaven el DNA
en forma B. Es convenient recordar que aquesta és la forma considerada de major
interés biologic i és la que sol trobar-se al estudiar-se en dissolucié, mentre que la
forma A és la conformacié que presenta el DNA en condicions de menor humitat i té
una major tendencia a cristal - litzar que la forma B, amb la qual cosa les seves fibres es
disposen de manera molt més ordenada.3”!

Per altra banda, el grau de cristal-linitat i d’orientacié de les fibres canviava
segons els materials i en aquells moments no era possible decidir si les diferéncies es
devien a les condicions de preparaci6 de les fibres o si eren intrinseques a la
composicié quimica de les diverses protamines estudiades, si bé aquest darrer factor
no semblava tenir molta influencia en els trets basics dels complexos que es formaven.
Dels patrons de difraccié obtinguts semblava deduir-se la ubicacié de la protamina en
un solc estret del DNA, tal com havia estat interpretat amb anterioritat.372

Pel que feia a la influencia de la humitat relativa, els resultats obtinguts
demostraven que I'aigua tenia un accés limitat a I’estructura. Al mateix temps, la
forma B del DNA s’estabilitzava i esdevenia menys sensible als canvis en aquesta
humitat relativa i aquest comportament era consistent amb la idea que les protamines
exercien un funcié de proteccié del DNA als caps d’esperma, qliestio ja suggerida per
Bloch I'any 1969, si bé en aquells moments, com s’ha vist, no es trobava gaire
definida. L’estabilitat de la xarxa suggeria que els enzims degradadors i altres

macromolecules no podien penetrar facilment en aquesta i no tenien accés al DNA.

371 Es donava un empaquetament hexagonal, amb una sola molécula per cel-la unitat, aixi com
un desordre en aquest empaquetament, que es podia detectar per la forta difraccié que produia.
Es d’interés esmentar el treball de Rosalind Franklin en la forma A del DNA, cosa que potser
podria considerar-se com un error per la seva part, perd, si el DNA també es podia trobar en
aquesta configuracio, no havia de deixar-se sense investigar. La transicié entre les dues formes,
qguan es variaven les condicions d’humitat de la mostra, demanava una explicacié que requeria
un ampli coneixement de les dues. Si es considera I'apropament sistematic i metodologic des
del punt de vista cristal - lografic aplicat per Franklin, la forma A oferia avantatges considerables,
ja que aquesta es presentava en una forma més cristal - lina i donava millors patrons de difraccié,
tot i que la forma B, si bé donava un patré més difas, apareixia més helicoide. Com que la forma
B ha demostrat ser més productiva en suggerir una estructura, el treball de Franklin amb la
forma A ha estat bastant ignorat. Per més detalls al voltant d’aquesta qiiestié, vegeu SAYRE
(1975).

372 Treballs de Wilkins i els seus col-laboradors i de Bradbury i els seus col-laboradors al Journal
of Molecular Biology 'any 1962. Vegeu FREDERICQ (1971).
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Aquesta insensibilitat en front dels canvis en la humitat relativa indicava que
sota aquestes condicions, el DNA tenia disminuida la seva reactivitat quimica i, per
tant, seria menys susceptible a reaccions mutagéeniques, de manera que les protamines
protegien el DNA de I'’esperma en front de canvis quimics, funcié que ja havia estat
suggerida en treballs anteriors. Els resultats contribuien, segons els autors, a
I’enteniment del paper biologic que jugaven aquestes proteines al cap de I'esperma,
questié que ja formava part de la recerca del grup. (Subirana i Puigjaner, 1973).373

A la breu discussio posterior a la presentacié de la comunicacid, es va fer
palesa la dificultat experimental que presentava I’estudi de fibres de nucleoprotamina
per difraccio de RX, questié que ja s’havia plantejat anys enrere als grups que s’havien
dedicat a aquest tipus de recerca, en tractar-se de materials no cristal - lins.374

Les dificultats que presentava la interpretacié dels patrons de difracciéo de la
nucleohistona els va portar, I’any 1974, a proposar certs models teorics per tal
d’establir correlacions amb els resultats experimentals i que fossin utils per a la
interpretacio dels patrons de difraccié de RX de sistemes desordenats o parcialment
ordenats, com era el cas de la nucleohistona.375 Es d’interés esmentar que el darrer del
treballs publicats aquell any ho va ser als Proceedings of the National Academy of
Sciences, que va ser comunicat per Paul Doty (Figura 51).

El primer dels models proposats, en la linia de treballs anteriors i que consistia
en una estructura polihelicoidal, presentava una bona correlacié amb algunes de les

caracteristiques que s’havien observat per microscopia electronica, si bé no permetia

373 Si bé aquest treball es va dur a terme al laboratori de RX que ja es trobava en funcionament, i
amb les cameres de les quals ja s’ha parlat, el treball de calcul matematic es va fer al
departament de control automatic de I'Escola, on es va disposar del temps lliure de I'ordinador
disponible.

37 Al voltant d’aquesta qiiestid, vegeu BRADBURY & CRANE-ROBINSON (1964 i 1971), RICHARDS
(1964), ZUBAY (1964) i SUBIRANA (1985).

375 Subirana i Puigjaner van presentar una comunicaciéo al 17a reunié anual de la Societat
Americana de Biofisica, i van publicar un treball als Proceedings of the National Academy of
Sciences dels EUA el mes de maig del mateix any, aixi com al Journal of Applied Crystallography.
Les referencies sén: PUIGJANER i SUBIRANA (1974); SUBIRANA i PUIGJANER (1974), financat pel
grant del Population Council, publicat al PNAS. Un nou treball de caire teoric va ser SUBIRANA,
PUIGJANER, ROCA, LLOPIS i SUAU (1975). Subirana va dirigir la tesi doctoral de José Roca, de titol
“Histonas y Nucleohistonas espermaticas”, llegida I'any 1975. Subirana també havia dirigit la tesi
de Remedios Llopis, filla de Juan Llopis Mari, que es va llegir I’'any 1974 de titol “Fisicoquimica
de las nucleoproteinas”.
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interpretar del tot els resultats obtinguts per RX sense haver de fer algunes
assumpcions addicionals. Un segon model, en el qual es donaria una distribucio
regular de ponts entre la histona i el DNA al llarg d’aquest, semblant al col-lagen, si
que presentava correlacio amb les dades de RX: es podia predir una distribucié regular
de les histones al llarg del DNA aixi com algunes caracteristiques estructurals que
impedien I'orientacié de les seves moléecules, si bé no es disposava d’evidéncies
experimentals en aquells moments.

La semblanca entre les proteines de I’esperma i les histones somatiques i el seu
significat biologic seguia essent d’interes per Subirana i els seus col-laboradors. Els
resultats disponibles en aquells moment permetien saber que es donava un ampli
ventall de variabilitat en aquestes proteines, si bé no es podia establir cap correlacio
clara amb el tipus de fertilitzacio, el desenvolupament embrionari, o la posicid
evolutiva de les diferents especies estudiades.376 Hauria d’existir alguna correlacio
entre el grau de condensacié de la cromatina als espermatozous i la naturalesa de la
proteina associada amb al DNA, quiestié suggerida anys enrere a partir dels resultats
obtinguts fent servir técniques de microscopia electronica.377 A més, les técniques de
RX havien permes mostrar que l'aigua tenia poc accés al complex DNA-protamina i
que la forma B del DNA quedava estabilitzada i esdevenia menys sensible a canvis en la
humitat relativa.378

A data de 1975 es disposava de nova informacié que permetia clarificar alguns
dels problemes plantejats en referencia a les possibles funcions de les histones. Un

dels papers que jugaven aquestes proteines era el que empaquetar el material genetic

376 SUBIRANA (1975). Es tracta d’un treball de revisié.

377 Vegeu PLADELLORENS i SUBIRANA (1970). Un nou treball de Subirana amb Pladellorens al
voltant de I’espermiogeneési de Holothuria tubulosa es va publicar I'any 1975. Vegeu
PLADELLORENS i SUBIRANA (1975).

378 Un percentatge baix de conservacié de histones somatiques i una alta basicitat de les
proteines espermatiques anava en paral-lel amb un alt grau de condensacié de la cromatina al
nucli de I'esperma. A més, en mamifers i cefaldopodes, que presentaven proteines espermatiques
molt basiques i no pas histones, la cromatina era molt compacta. En aquest sentit, els estudis de
RX fets per Wilkins I'any 1956 semblaven confirmar aquest punt de vista. Vegeu SUBIRANA i
PUIGJANER (1973).
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per qué ocupés un volum petit. Aquest empaquetament, com s’havia suggerit, hauria
de fer eficient la forma hidrodinamica de I’espermatozou durant la fecundaci6.379

En aquest punt s’ha de recordar el treball de I'any 1973 a Biochimica et
Biophysica Acta, on els resultats de I’estudi de les proteines espermatiques de tot un
conjunt de d’espécies, els havia portat a suggerir que aquestes haurien sorgit d’un
precursor histonic comi per pressié selectiva.380 La variabilitat que presentaven
aguestes proteines podien fer pensar que la funcié d’empaquetament i proteccio seria
inespecifica. Si bé en algunes espécies ho semblava, probablement no seria la seva
funcio general i caldria pensar que aquestes es trobessin involucrades en altres
processos bioquimics que tinguessin lloc durant I’espermatogenesi i, potser, durant la
fecundacié. El desconeixement de la bioquimica de I’espermatogeénesi en aquells
moments no permetia majors precisions.

El treballs experimentals aplicant les tecniques de RX van continuar en forma de
publicacions a partir de 1975.381 Es van preparar fibres de nucleohistona a partir dels
organismes utilitzats habitualment. Els patrons de difraccié es van obtenir amb la
camera RICH, la Franks, fabricada per Searle, aixi com amb la d’optica toroidal i la
Statton pinhole, fabricades per W.H. Wahrus, als EUA. Indistintament, aquestes
cameres es connectaven als generadors de RX disponibles, ’'ENRAF de focus fi i ’AMR-
Norelco de microfocus i també al ELLIOT GX6 d’anode rotatori.382

En aquest punt cal donar alguns detalls al voltant d’aquesta instrumentacid, ja
que un dels majors problemes de la cristal-lografia de molécules grans havia estat el

feble poder de difracci6 de les mostres. Per resoldre-ho es van construir els

379 La preséncia de ponts de cisteina, qliestié que havia estudiat Palau des de I'IBF, semblava
reforcar la hipotesi d’aquesta funcié de proteccio del DNA. Vegeu també SUBIRANA (1975).

380 Vegeu SUBIRANA, COZCOLLUELA, PALAU & UNZETA (1973).

381 LLOPIS & SUBIRANA (1975); SUBIRANA & MARTINEZ (1976).

382 Vegeu l'inventari dels instruments del laboratori de RX, per a dates concretes de compra i
propietat d’aquests materials. Es d’esmentar que al treball de 1975 signat per Remedios Llopis i
Subirana, es parla de la utilitzacié d’una microcamera Philips, quan al DQM el que hi havia eren
les copies que s’havien fet de la RICH | que, al seu temps Sl que era copia d’un original Phillips.
Per a detalls d’Us, reparacions i manteniment de I'equip, vegeu memoria del periode 1-9-75 al
10-4-76 d’activitats del laboratori de RX, amablement posada a la meva disposicié per Joaquim
Lloveras. Aquesta va ser la primera memoria d’activitats del laboratori de RX.
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generadors d’anode rotatori per incrementar la brillantor i la poténcia i concentrar el
feix d’electrons del tub en una superficie petita.

El tub generador de RX d’anode rotatori havia estat dissenyat per Abraham
Taylor a Birmingham. A partir d’aquest prototipus, I’enginyer Anthony Broad, a
Cambridge, el va desenvolupar millorant el disseny previ I’any 1952, en un moment en
que el desenvolupament de noves tecnologies era una prioritat i molts instruments
havien estat introduits als laboratoris abans d’estar disponibles comercialment. El tub
proporcionava un feix deu vegades més fort que qualsevol aparell comercial d’aquella
epoca i el fet que I’anode rotés feia que cap dels seus components s’escalfés prou com
per patir danys, amb la qual cosa podia funcionar durant mesos sense espatllar-se.
L’instrument va ser millorat per Hugh Huxley i Ken Holmes abans de ser produit
comercialment per Elliott Bros (Arndt, 2001; de Chadarevian, 2002; Ferry, 2007).

A més de les cameres RICH fabricades al taller de I’'Escola, les estandard van ser
modificades en funcié de les necessitats de la recerca. Un cas concret va ser el de la
camera Wahrus, especialment esmentat a les publicacions del DQM. Per tal de millorar
la precisié, aquesta camera va ser modificada en el sentit de reduir el soroll de fons
produit per I'instrument, seguint recomanacions d’altres autors sobre I's efectiu de
les obertures dels col-limadors en cameres de RX de baix angle. 383

La regié de baix angle del patré de difraccié correspon a la que es troba
proxima al feix directe de radiacié. Com que hi ha una relaci6 inversa entre I’angle de
difraccié i I'espaiat en I'objecte difractat, I'angle de difraccié baix dona informacié a
gran escala sobre I'estructura de les molécules més que no pas sobre I’estructura
atomica. D’aquesta manera, la dispersié de RX de baix angle pot donar informacio
sobre la forma general de la molécula estudiada (Wilson, 1966).

Els treballs en difracci6 de RX del DQM havien permes obtenir resultats al
voltant de l'estructura de la cromatina més precisos dels que es disposaven fins
llavors, perd aquests no permetien donar una interpretacié inequivoca i semblaven

indicar que les nucleohistones dels espermatozous de les especies estudiades només

383 Vegeu SUBIRANA, AZORIN, ROCA, LLOVERAS, LLOPIS & CORTADAS (1977). En aquest treball
es va disposar de la col-laboracié6 de F. Daniels, del King’s College de Londres, que els va
construir un col - limador.
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presentaven lleugeres diferencies en composicié quimica i patrons de difracciéo de RX
quan eren comparades amb les nucleohistones somatiques. Cal recordar que el model
que comencava a ser acceptat en aquells moments era el del nucleosoma, proposat per
Kornberg, perdo semblaven possibles altres interpretacions. Hauria de ser I’analisi
detallada d’aquestes possibilitats la que podria aportar dades per dissenyar
experiments decisius per trobar la interpretaci6 més adient per a determinar la
distribucié espacial del DNA i de les proteines associades en les subunitats de la
cromatina.

Calia coneixer amb detall aquesta disposici6 fonamental si es volien
comprendre els mecanismes de regulacié genética i I'estructura dels cromosomes i
qualsevol model estructural de la cromatina havia de ser compatible amb els resultats
experimentals que proporcionava la difraccié de RX. A I’hora d’interpretar els resultats
s’havia de tenir en compte que els gels de cromatina que es feien servir estaven
formats per una barreja de dos tipus d’estructura, fibrosa i globular, tal com havien
mostrat publicacions recents del grup.384

Subirana i els seus col-laboradors es van basar en model del supercoiling,
superenrrotllament, proposat per Pardon i Wilkins I'any 1972 i que es trobava sota
estudi en aquells moments. Van generalitzar aquesta proposta en un model
polihelicoidal, en el qual es mostrava que els resultats experimentals obtinguts podien
explicar-se millor si es considerava aquesta mescla d’estructures: fibrosa i globular.38>
Pero aviat es van adonar que un model basat en la simetria helicoidal no era I’adequat
per a la interpretacié dels resultats de la difraccié i es va plantejar una organitzacié
repetitiva de les histones i el DNA que era consistent amb els patrons de RX
obtinguts.386

El model del nucleosoma era el que permetia explicar la falta d’ordenacié que

presentava el DNA als diagrames de difraccié de RX, aixi com I’existencia d’aquesta

% Ja des dels inicis dels estudis estructurals de les proteines, es va plantejar I'existéncia de dos

tipus generals: les fibroses i les globulars. Vegeu LEHNINGER (1972) per I’estat de la gliestié en
els moments en que Subirana i els seus col-laboradors hi estaven treballant. Per una perspectiva
historica del tema, vegeu OLBY (1994).

385 Vegeu PARDON i WILKINS (1972). També LLOPIS i SUBIRANA (1975), PUIGJANER i SUBIRANA
(1977), i SUBIRANA, AZORiN, ROCA, LLOVERAS, LLOPIS i CORTADAS (1977).

386 Vegeu SUBIRANA, PUIGJANER, ROCA, LLOPIS i SUAU (1975).
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estructura repetitiva i, mitjancant I’analisi d’aquests diagrames, es podia arribar a
precisar que aquestes subunitats dels cromosomes estaven constituides per un globul
de histones envoltat per DNA. 387

Com més s’en sabia d’altres coses, DNA, codi genetic, els diversos tipus de
RNA, etc.,, més complexes eren les preguntes al voltant de les histones i les
protamines, i més dificil donar respostes. Si bé el DNA i les histones es trobaven
implicats en tots els processos genéetics com a constituents quimics dels cromosomes,
no se sabia com aquesta organitzaci6 en nucleosomes podia intervenir en els
processos bioquimics especifics com ara la duplicacio, la sintesi d’acids ribonucleics i
el control de [l'activitat d’un gen en diferents cél-lules. Tampoc se sabia com
s’articularien els nucleosomes per formar els cromosomes o el nucli cel-lular i es
desconeixia com, des del punt de vista estructural, aquests nucleosomes es podrien
associar mutuament, tot i que, en aquells moments es pensava que algun tipus de
histona, com la HI1, intervindria determinant la seva forma d’associacié, si bé el
mecanisme d’accié no estava clar. En poques paraules: es continuava sense saber com
relacionar estructura amb funcié al cromosoma.

Una contribucié important en aquest sentit es va donar quan, I’any 1977, el
grup de Bradbury i Crane-Robinson, de Portsmouth, amb els que Palau col - laborava en
aquells moments, va publicar un treball on es presentaven els resultats obtinguts
treballant amb fibres reconstituides de DNA i histones H3 i H4.388 La fibra obtinguda va
ser estudiada per difraccié de RX de baix angle, i es va obtenir un patré que es
corresponia amb el de la cromatina. Més interessant encara, mitjancant la seva digestio
per nucleasa, es va obtenir una particula de mobilitat electroforética semblant a la del
nucleosoma, que els va portar a suggerir la importancia de les histones H3 i H4 en la
generacid del supercoiling que donava lloc a aquesta estructura. Aquests resultats van
permetre comencar a relacionar fraccions histoniques concretes amb I’estructura del
nucleosoma i, en definitiva, del cromosoma, tal com també estava fent Palau, si bé

aplicant altres tecniques, com s’ha vist.

387 Aquesta revisio al voltant del nucleosoma ha estat elaborada a partir d’un treball que
Subirana va publicar a Investigacion y Ciencia, I’octubre de 1977. Vegeu SUBIRANA (1977).
388 MOSS et al.(1977).
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La recerca del DQM no només havia tingut com objecte d’estudi les histones,
sind que també s’havien estudiat les protamines. D’aquesta manera, es van utilitzar les
tecniques de RX amb I'objectiu de coneixer el significat biologic d’aquestes proteines
en els caps d’esperma on es trobaven presents.389 Els treballs que havien aparegut des
de la meitat de la década dels 1960s i durant la primera meitat de la década dels
1970s duts a terme, entre d’altres, per Suwalsky i Traub, amb qui Subirana havia
col-laborat a Israel, s’havien limitat a I’estudi de protamines de peixos, de manera que
s’havia dedicat poca atencié a altres especies que mostraven diferéncies considerables
en la seva mida i en la seva composicié en aminoacids, tal com Subirana, Palau i els
seus col-laboradors havien mostrat I’any 1973.390

Si bé mitjancant I'Us de tecniques d’espectroscopia ja s’havia mostrat que les
protamines estabilitzaven el DNA en la seva forma B, Subirana i el seu col-laborador i
doctorand Pere Suau ho van confirmar mitjancant I'aplicacié de les tecniques de
difraccié de RX, i van arribar a la conclusié que aquesta estabilitzacio seria una de les
caracteristiques més importants del complex de la nucleoprotamina. Igualment, dels
patrons obtinguts se’n va derivar la conclusié que les diferéncies en la composicid i la
mida de les protamines no semblaven tenir molta influéncia en aquests, si bé semblava
que serien uns aminoacids concrets els que es trobarien implicats en aquesta
funci6.39

Malgrat les diferencies considerables que presentaven les protamines en la seva

composicié en aminoacids, totes elles tendien a tenir la mateixa funcié estabilitzadora

389 SUAU i SUBIRANA (1977). La camera de difraccié de RX que es va ser servir en aquesta ocasio
va ser la Statton pinhole de baix angle que ja havia estat modificada per a millorar les seves
prestacions, tal com s’ha esmentat més amunt.

Suau tenia una beca del Ministerio de Educacion y Ciencia. La seva tesi doctoral es troba
relacionada amb aquesta publicacié. El seu titol és “Aspectos estructurales de las
nucleoprotaminas por difracciéon de RX”, que va ser llegida I’any 1975.

390 Es va concloure que els ponts entre la protamina i el DNA, relacionats amb la quantitat de
tirosina present en aquestes molecules, serien els responsables d’aquest fet. Vegeu SUBIRANA,
COZCOLLUELA, PALAU i UNZETA (1973) i SUBIRANA i PUIGJANER (1973).

391 Aspecte ja esmentat a SUBIRANA i PUIGJANER (1973). La presencia de tirosina i la seva relacié
amb I'estructura de la nucleohistona havia estat estudiat per Palau des de I’'IBF, si bé fent servir
altres tecniques, com ja s’ha estudiat. Aquest aminoacid es trobava present en quantitats
substancials a diverses protamines i tenia un interés especial per la seva potencial interaccié
amb les bases nitrogenades del DNA. Vegeu PALAU i PADROS (1975).
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en el DNA, que mantenia la seva forma B en totes les condicions de humitat, és a dir,
prevenint la transicié6 a altres formes, si bé els requeriments estructurals per a
I'estabilitzaciéo de la forma B semblaven més complexos. El treball en curs al DQM
anava dirigit a investigar complexos de DNA i histones concretes, com va ser el cas del
DNA amb la histona H1, i veure com es produien transicions cap a la forma A quan la
humitat disminufia.

En definitiva, es volia conéixer I'estructura de la nucleohistona, que era
I'objectiu final del projecte de recerca que havien comencat a madurar Palau i Subirana
ja des de les seves estades postdoctorals. A I'IBF, Palau i els seus col-laboradors
estaven intentant resoldre el mateix problema fent Us, com s’ha vist, de tecniques
diferents: es volia coneixer quins aminoacids estarien directament implicats en aquesta
funcid protectora i/o estabilitzadora de la nucleohistona i quines serien les seves

particularitats estructurals.

6.8. Conclusions

Entre 1968 i 1973 es va posar en marxa el laboratori de difracci6 de RX al
Departament de Quimica Macromolecular. Els estudis de difraccié de fibres que es van
posar en marxa cercaven determinar si el DNA canviava la seva estructura quan es
trobava associat a proteines i, d’aquesta manera, proposar models estructurals per a la
nucleohistona.

Per tal d’assolir aquest objectiu, Subirana va aprendre aquestes técniques al
Massachusetts General Hospital. Cal fer esment de la importancia de les orientacions
donades per Alexander Rich i dels instruments que va proporcionar a Subirana, per tal
de poder dur a terme la recerca que el seu grup s’havia plantejat: les cameres que a
Barcelona es van coneixer amb el nom de RICH.

En aquest punt és de cabdal importancia ressaltar la importancia de la
instrumentacio. La disponibilitat dels instruments proporcionats per Rich i d’altres que
van ser adquirits en aquells moments, la feina desenvolupada per I’enginyer Joaquim

LLoveras, i la capacitat del taller de mecanica de I’Escola d’Enginyers per construir-ne
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de nous o introduir les modificacions requerides en els aparells estandard seguint els
seus requeriments, van permetre que el DQM comencés la seva produccio cientifica
amb les noves técniques seguint amb el mateix objectiu que anys abans s’havien
proposat Palau i Subirana en aquest camp. Els treballs del grup en aquest camp, entre
1973 i 1977, van aportar nous coneixements al voltant de I’estructura de la cromatina,
de la funci6 d’empaquetament del material genétic al cap dels espermatozous i de la

funcio estabilitzadora del DNA que desenvolupaven les protamines.
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Figura 29: Prototipus de microcamera de difraccié de RX, publicat per Frank Chesley.
CHESLEY, FRANK C.(1947). “X-Ray Diffraction Camera for Microtechniques”. Rew. Sci.
Ins., (18), 6, 422-424, a la pagina 422.
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Figura 30: Microcamera Phillips de difraccié de RX, derivada del prototipus de Frank
Chesley i precedent de les cameres RICH. WILKINS, MAURICE H.F. (2003). The Third
Man of the Double Helix. Oxford University Press, Oxford, al quadern d’imatges entre
les pagines 114i 115.
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Figura 31 : Parts A i B de la camera coneguda com RICH I, proporcionada per Alexander
Rich a Joan Antoni Subirana, 1968 (fotografia de I'autor)
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Figura 32: Quadern de registre del laboratori de RX, amb la primera prova de RX a
Barcelona, feta per Subirana amb la camera RICH I, 21

Laboratori de RX del Departament de Quimica Macromolecular

de novembre de 1969.
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Figura 34 : fotografia del projector de perfils Nikon Model 6C, n°® 11318, adquirit I'any
1969 (fotografia de I’autor).

Figura 34: Josep Roca, col-laborador de Subirana, ajusta la camera d’optica toroidal
fabricada per la companyia Searle, adquirida I’any 1971. SUBIRANA, JUAN ANTONIO
(1975b). “La arquitectura de la célula, base de la vida”. Avances del saber, tomo Xl,
Enciclopedia LABOR, Barcelona, Editorial LABOR, S.A., 27-57.
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Figura 35: Les cameres Franks i Warhus, adquirides respectivament els anys 1975 i
1969, en funcionament. (fotografia de Joaquim Lloveras). Arxiu de Joaquim Lloveras
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Figura 36: Joaquim Lloveras i alumnes amb el microdensitometre de Joyce-Loebl, ca.
1974 (autor desconegut). Arxiu de Joaquim Lloveras

Figura 37: Microdensitometre de Joyce-Loebl MK3 C5, n°1272, adquirit I'any 1972
(fotografia de I'autor).
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DEPARTAMENTO DE QUIMICA MACROMOLECULAR -
Consejc Svperior de Investigociones Clentificos
Escunla Técrico Swperior de Ingenieros ladestricles
Diogonol, 957 - Borcelono (14 - Teldlono 247 S8 00

Barcelona, 13 de marzo de 1972

Sr. D. JOAQUIN LLOVERAS MACIA
Regimiento Mixto de Ingenieros n°. 1
Campamento

MADRID

Apreciado amigo:

Por la presente le comunico gue he-

- mos ya cubierto la plaza de Ingenierc de Laboratorio,
por lo que le devolvemos los datos que vd. nos envié
agradeciéndole mucho su interés por trabajar con no-
sotros.

Aungue esta plaza ya no est& disponible,
le agradeceré mucho que cuando tenga ocasién, acabado
su servicio militar, pase a vernos de nuevo, pues qui-
z&s existan otras posibilidades para incorporarle a
nuestro grupo de trabajo.

Hasta entonces, reciba un cordial sa~-
ludo,

J.A. Subirana

Figura 38: Carta de Subirana a Joaquim LLoveras, 13 de mar¢ de 1972, en relacié amb
I’anunci que s’havia publicat al diari LA VANGUARDIA el 27 de febrer de 1972, on es
demanava un enginyer industrial per al DQM. Arxiu de Joquim Lloveras
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Figura 39: Planol de la camera Rich IV, part B, elaborat en paper mil-limetrat per
Joaquim Lloveras i signat per Subirana, 11 de febrer de 1975. Arxiu de Joaquim
Lloveras




Figura 40: Planol de les connexions de la camera RICH IV amb el circuit d’hidrogen i
tap del col-limador, elaborat per Joaquim LLoveras i signat per Subirana, 11 de febrer
de 1975. Arxiu de Joaquim Lloveras

264



2 -
-
» / / /
<
| |
o — \ ] {
I \ =
a=t — —
'
( \ !
| |
/'- { [}
| \ |
' \ [ -
) . . [ ¢
: | <y
; A ) e Vs
‘ NS N { |
A . T N— - - \ \
K ! s
| ]
9 N
C '
\ —
~ Y
|
N \ o ’, /
Riceocannna f,/,,. Rl
— )
. f‘ ——
' D
£ Feyal
-~
/ \C y
@Iw«r W~ _
s e — . B -
/ 3
A JSrA
A/7/
o g
’//-.’/ >~/
ETT
J 4

LEN

Figura 41: Planol de la forquilla de suport de la camera RICH, elaborat per Joaquim
Lloveras i signat per Subirana, 4 de marc de 1975. Arxiu de Joaquim Lloveras
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Figura 42: Camera RICH IV, construida I'any 1975 al Taller de Mecanica de I’Escola
d’Enginyers, a partir dels planols elaborats per Joaquim Lloveras (fotografia de I'autor).
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Figura 43: Camera RICH 1V, construida I’any 1975 al Taller de Mecanica de I’Escola
d’Enginyers, a partir dels planols elaborats per Joaquim Lloveras (fotografia de I'autor).
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Figura 44 : Desmuntatge de la camera RICH IV. (fotografia de I'autor)

1.- Film de Mylar.

2.- O-ring.

3.- Peca externa de metall.

4.- Protecci6 de plom.

5.- Peca de metall interna amb doble rosca.

6.- Peca de plom amb orifici, que encaixa damunt la peca que conté el col-limador (7).
7.- Col-limador.

8.- Tub de vidre de 100um de diametre intern.

9.- Part A de la camera, on s’acoblen les peces anteriors i on es posa la fibra de DNA.
Es la part de la camera que es connecta al generador de RX.

10.- Part B de la camera, on s’acoblen les peces que contenen el film (11, 12).

11 12. Peces que contenen el film.

13.- Base de repos de la camera.
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Figura 45: Planol de la part B de la camera RICH IV, modificat per introduir un imant
que servia per a la subjecciéo de I'estirador de fibres. Elaborat per Joauim Lloveras

sobre una fotocopia del planol original, signat per Subirana, 11 de febrer de 1975.
Arxiu de Joaquim Lloveras
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Figura 46: Part B de la camera RICH IV, amb I'imant afegit per fixar I'estirador de fibres
(fotografia de Joaquim Lloveras). A la dreta, I’estirador de fibres (fotografia de I’autor)

Figura 47: Protecciéo de plom afegida a la camera Franks, per millorar la proteccié
contra la radiacié (fotografia de I’autor)
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Figura 49: Sala de serveis del laboratori de RX, situada al soterrani de I'edifici de
I’Escola d’Enginyers (fotografia de I’autor).
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Figura 50: Dos assaigs fets amb la camera RICH IV amb dates 25 d’abril i 2 de juny de
1977. Arxiu del laboratori de RX del Departament de Quimica Macromolecular (escaner
de I'autor).
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X-Ray Diffraction Studies of Nucleohistone: A Polyhelical Model of

Chromosome Organization
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Communicaled by Paul Doty, January 21, 1674

ABRSTRACT  The possibility that nucleohistone is con.
stituted by & helical arrangement of DNA moleculos in
analyzed in this paper. A polyhelical model of nucleohise
tone in nemic double colls of variable dimensions is
found to be compatible with the x-ray diffvaction results
obtained in this and other laboratories. The radius of the
coils varies Botween 35 and 45 A, whereas the pitch varies
between 200 and 120 A. Anolh-pnnolmnlnblﬁomh
nnahl—ncdldnn‘m-uﬂnl-lolho“

ng of the ple. This ded in ¥ chnllh-
la-wbnuh ganization of the ch

Saveral models have baen propased for the structuse of nueleo-
histone on the basis of x-ray diffraction studics, Thus, Bram
and Ris (1) have suggested that in dilute solution it is made of
an irregular coil with & radius of gymtion of about 30 A. In
more concentrated systems it has been known for some time
(2, 3) that nuckohi A more ordered conforma-
tion, chn.c«nadbynmo‘dnlmm rings which have
been interpreted to arise cither from intermolecular packing
(3) or from the i Jecular leohi conformati

(4, 5). More recently new x-ny diffmetion studies have been
publishad (6, 7) which show that the position and relative
intenaity of the diffraction rings may vary depending on the
conditions used to prepare the samples. In this paper we show
that these results can be interpreted on the basis of a poly-

Mathematical Madel, The model used by Franklin and
Klug (9) in their studies of tobaceo mosaic virus (TMV) was
adapted to the present problem. The axis of each DNA mole-
cule was assumed to follow & helix (which we will call coil to
distinguish it from the DNA double belix) of radius § and
pitch p. The mtio p/8 will be called 2. Two DNA molecules
were assumed 1o be wound into & plectasemic double coil.
The crosssection of each DNA molecule by a plane perpen-
dicular to the axis of the coil was assumed o be a cirele of
radius 10 A. The angle formed by the lines which go from the
center of cach DNA molecule to the axis of the coil in & cra-
section was called a. The cylindrically averaged transform of
such s model placed perpendicular to the xsray beam can be
ealoulatad as deseribed by Franklin and Klug (9). Under the
assumption that the molecules are infinitely long, the trans-
form of a fully disordered system of sach coils can be obtained
simply by superposing the diffraction at all points in two-
dimensional reciprocal space, divided by the distance to the
conter of coardinates in reciprocal space. This was shown quite
generally by Porod (10), The intensity is, therefors, ealeulatad
by the following expressson :

IHR) = (Au + ADV/R
BT Beas
+2 El (Aa? + Au® + 24udcos na)/R (1)

helical model of niselaohistone structure,
MATERIALS AND METHODS where
Preparation of Nucleohistone. Nuoleohist from call 2/,(2xR'r)
thymus was prepared as described elsewhere (8), In esence, Au = J2ebR)m? 2eR'r, 2)

the method consists in purifying the nuclel by sacoessive re-
saspenson in the following reagents: (J) 0.25 M sucrese, 3
mM CaCly; (#) 2 M suercee, 3 mM CaCly, 0.59 Triton X-100;
(%) 0.1 M Tris- HCY, pH 8, twice; (4) 0.15 M NaCl The pun-
fied nuclei obtained in this way are ressspended and sheared
in 1 mM ethylenediaminetetrancetie acid (EDTA), 1 mM
sodium cacodylate, pH 8. Fibers were pullcd from the pre-
cipitate obtained after mixing the nucleohi
with an equal volume of 0.25 M NaCl.

Xeray Diffiraction Studies. Fibers were placed in sealed
capillaries which contained a drop of saturated salt solution to
mamntain & comstant relative humidity. Diagrams were
obtained either with & Statton pinhole camera (specimen to
film distance 7 cm) and an Enraf fine focus generator or with a
commercial toroidal camers (Baird and Tatlock) and an
AMR-Noreleo microfocus generator,

Ly

2/4(2eR'ry)

2¢R'ry el

A = J2ehR) wry?

R' = |R* — (n/p)}'" (4]

In these expressions = s the layer line number, J s are the
Bossal funetions of arder n, and R is the reciprocal space co-
ardinate, equivalent to the abecissa in the intensity plots given
bedow. The expression 7 is valid up to a value of R given by
Ruosx ™ Meax/P. The caleulstions were usually carried out for
Reas = 0.06, The cross seotions of the coils by & plane perpen
dicular to their commeon axis are circles of radii r, and ry. In
maat calcalations, 7, = 7y = 10 A, and & = & = &, the radius
of the coils. However, in Fig. 1D, # was equal to zero and the
value of r, was sdjusted so that the mass per unit length of
both components of the coil was the same.

Figura 51: Primera plana del treball de Puigjaner i Subirana publicat als Proceedings of
the National Academy of Sciences, I'any 1974, on es proposava un model
d’organitzacié del cromosoma. SUBIRANA, JUAN ANTONIO & PUIGJANER, LUIS (1974).
“X-Ray Diffraction Studies of Nucleohistone: A Polyhelical Model of Chromosome
Organization”. Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 71, 5, 1672-1676.
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Capitol 7

Epileg

7.1 De les fibres als cristalls

El principal problema amb el que es van trobar tant el grup de Subirana com els
altres grups de recerca que treballaven en aquest camp era la naturalesa del material a
estudiar: era molt diferent estudiar materials cristal - lins que no pas fibres. Els primers
presenten ordenacions clares, cosa no tan evident ni present als segons. En
conseqliencia, el maxim que es podia fer en aquestes condicions era donar resultats al
voltant de la totalitat de la moléecula, sense tenir la possibilitat d’estudiar el que
succeia a nivell atomic. Els métodes de difraccié de fibres només podien proporcionar,
com s’ha dit més d’un cop, una visioé global de I’estructura del DNA. Els resultats van
confirmar que la doble hélix era molt estable: la seva conformacié no canviava quan es
trobava associat a les proteines que s’havien estudiat. 392

Pero la seqliencia del DNA varia al llarg del cromosoma, per la qual cosa calia
preguntar-se quina seria la influencia de la seqliencia en la seva estructura i saber si
aquestes variacions tindrien alguna influéncia en la seva organitzacié i activitat al nucli
cel-lular. Per respondre aquesta pregunta calia determinar I’estructura de fragments
de DNA de seqiiéncies conegudes i diferents. Un fet decisiu es va produir quan, cap a
finals de la década dels 1970s, els quimics organics van descobrir com sintetitzar
fragments cristal-lins de DNA de seqliencies conegudes. Aquest fet va obrir el cami
per a l'estudi de I’estructura del DNA a nivell atomic, amb els metodes molt més
precisos de la cristal - lografia de cristall simple, que ja era un camp madur de recerca

en el cas del RNA.393

392 Per més detalls al voltant del que s’explica en aquest epigraf, vegeu SUBIRANA (2005).

3% Al voltant d’aquesta qiiestié, vegeu HARVEY, OLSON, DE CZEKALA & NUSSBAUM (1975).
“Contruction of a double-stranded deoxyribonucleotide sequence of 45 base pairs designed to
code for S-peptide 2-14 of bovine ribonuclease A”. Nucleic Acids Res. 1975 Nov; 2 (11): 2007-
20.
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Les primeres estructures van donar al mateix temps una sorpresa i una llarga i
esperada confirmacid: I’'any 1979, el grup d’Alexander Rich al MIT va obtenir DNAs
artificials que cristal - litzaven de manera diferent que el model estandard de Watson i
Crick: el DNA deixava de ser una invariable hélix dextrogira. L’hexamer d(CGCGCQG)
cristal - litzava de forma levogira, i va rebre el nom de Z-DNA. Aquesta estructura es
trobava rarament en sistemes biologics i la seva rellevancia per a la vida de les
cel-lules ni tant sols esta establerta en I'actualitat.

La cristal-lografia de cristall simple va permetre I'observacié d’una doble hélix
en detall a nivell atomic, gracies al treball del grup de Richard Dickerson a la
Universitat de California a Los Angeles (UCLA), quan el mateix any 1979, va sintetitzar
una estructura en doble helix en forma B, que es corresponia de manera practicament
idéntica amb les dades de difraccié que Franklin i Wilkins havien obtingut més de dues
decades abans. Aquest fet va ser un pas més en la legitimacié del model de Watson i
Crick.

El laboratori de Subirana també va entrar en aquest camp, gracies a la
col-laboracié establerta amb el grup de Manuel Font-Altaba. Els objectius van ser dos
principalment: en primer lloc, la confirmacié a nivell atomic dels resultats que s’havien
obtingut mitjancant la difraccié de fibres i, en segon lloc, intentar obtenir cristalls de
DNA amb noves conformacions.

Aquest nou canvi en les técniques utilitzades, de les fibres als cristalls, va ser
possible gracies a tota la tasca duta a terme des de 1968, quan es va plantejar
I'aplicaciéo de la difraccio de RX als estudis de la nucleohistona. Sense aquests
aprenentatges, propis i dels col-laboradors, I'optimitzacié del laboratori, el treball en
la instrumentacié en sentit ampli, el canvi cap a les noves tecniques no hagués estat
possible i cal ressaltar en aquest punt tota la feina feta pels técnics en la posada en
marxa del laboratori, en els processos d’instal-lacié, manteniment, reparacié i, quan

es va donar el cas, de modificacié, millora o de nous dissenys d’instrumentacio.
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7.2. Trobades cientifiques i trobades humanes

Aquest resum final de la recerca duta a terme i de les perspectives de futur que
es presentaven a mitjan de la decada dels 1970s sén inseparables de tota una série de
circumstancies que es van anar produint dins de Seccié6 de Biopolimers i,
posteriorment, del Departament de Quimica Macromolecular on, a més de les relacions
cientifiques també van ser molt importants les relacions humanes, que van
complementar les primeres (Figures 52, 53, 54).

Amb el seu accés a la catedra, Subirana va obrir camins cap a noves
possibilitats de I’enginyeria quimica, on I'estudi d’estructures de materials organics
oferien grans potencials d’investigacié6. Com a conseqiiéncia dels coneixements
adquirits durant les seves estades postdoctorals, al principi conjuntament amb Palau,
va posar en marxa un laboratori que es va anar dotant d’una bona infrastructura, on es
va posar cura en que es considerava necessari per a la bona marxa de la recerca: la
biblioteca, la secretaria, els seminaris d’investigacid, el manteniment de I'equip
cientific i la nitida adequacié dels mitjans i dels objectius. Es van propiciar contactes
amb centres externs, que van fer possible que moltes personalitats cientifiques
visitessin el laboratori (Figura 55). Les seves estades a Harvard i a Israel el van marcar
molt positivament, important a Barcelona els aspectes més positius pertocant a
I'organitzacié del treball, que va compartir amb altres cientifics espanyols que havien
seguit camins semblants, com el seu company d’estudis i amic Jaume Palau.

Tots aquests aspectes, si bé resumits, son els han anat sorgint al llarg del
desenvolupament d’aquesta memoria, la qual cosa porta a plantejar quines sén les

conclusions.
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Figura 52: Membres del DQM durant I'estiu de 1977, segons una pintura de Jordi
Maragall i Mira. A la primera fila, d’esquerra a dreta: Elisabet Rocha, Joan Ausid, Ignasi
Fita, Jenny Colon, Ferran Azorin, Sebastidan Mufioz i Lluis Cornudella. Darrera,
d’esquerra a dreta: Josep Maria Ripol, Luis Pérez, M. Fornells, Lourdes Campos, Neus
Tur, Joaquim Lloveras, Antonio Martinez, Agnes Jordan, M. Vallés, Lluis Puigjaner, Joan
Antoni Subirana, desconegut (eliminat en una modificacié posterior del quadre per part
de I'autor), José Botella i Lluis Otzet. (Dimensions: 390 x 180 cm; cortesia de Jordi
Maragall i Mira).
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Figura 53: Reuni6 de membres del DQM durant els nadals de 1973. Alguns dels
col-laboradors de Subirana, d’esquerra a dreta, Jenny Colon, Joan Ausio, Agnes Jordan,
Joaquim LLoveras, Lluis Otzet i Lluis Cornudella (autor desconegut). Arxiu de Joaquim
LLoveras

Figura 54: Joan Antoni Subirana, Nadal de 1977 (autor desconegut). Arxiu de Joaquim
LLoveras
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Figura 55: Alexandr I. Oparin al Departament de Quimica Macromolecular, en ocasi6 de
I’ISSOL (4t Simposi Internacional sobre I’Origen de la Vida, 21-23 de juny de 1973,
organitzat per Joan Oré), amb alguns dels col-laboradors de Subirana. D’esquerra a
dreta, Esther Peleteiro, Mercedes Unzeta, desconegut, Jenny Colon, Oparin, Remedios
Llopis, Lluis Otzet i Josep Roca (autor desconegut). Arxiu de Joaquim Lloveras

280



Capitol 8

Conclusions

Les trajectories dels cientifics catalans Jaume Palau i Joan Antoni Subirana sén
I'objecte d’estudi d’aquesta memoria. La investigacié duta a terme ha consistit en
I'estudi del conjunt d’episodis que van contribuir a la construccié de les investigacions
en biologia molecular a Catalunya entre 1958 i 1977. Aquesta tesi explora I’origen del
Departament de Quimica Macromolecular i, en part, de [I'Institut de Biologia
Fonamental. La posada en marxa d’aquestes institucions locals va ser una
conseqliencia de les habilitats, les xarxes de relacions establertes i els interessos dels
cientifics estudiats. Aquests interessos van prendre forma durant les seves estades
postdoctorals en centres de recerca estrangers, i es van desenvolupar amb el
recolzament de noves fonts de financament que unes incipients politiques cientifiques
van posar a disposicié de la recerca a Espanya.

La producciéo de coneixement al voltant de les estructures biologiques i de
processos de laboratori des del final de la Segona Guerra Mundial sén inseparables
dels desenvolupaments tecnics i instrumentals. Interesos, politiques i instruments que
van permetre a Jaume Palau i Joan Antoni Subirana participar en la produccié de
coneixement sobre I’estructura del cromosoma.

Aquestes conclusions posen I’émfasi en la participacié dels instruments i de les
tecnigues en el procés d’establiment a Barcelona d'una escola i d’unes practiques
d’investigacié. Un conjunt d’instruments i de dispositius tecnics van viatgar i es van
adaptar als laboratoris del Departament de Quimica Macromolecular i de I'lnstitut de
Biologia Fonamental, viatges i adaptacions que portaven coneixement biologic. Aquest
conjunt de conclusions s’exposa a continuaci6 com a resum de les troballes i

principals aportacions d’aquesta tesi doctoral:

1.- L'estudi detallat dels anys de formacié de Joan Antoni Subirana i Jaume Palau
mostra que les seves estades postdoctorals a I’estranger van exercir una influéncia

essencial en la construccio dels seus interessos cientifics i en la definicié de les seves
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agendes de recerca i académiques. Des de la quimica organica a les histones, en el
context dels estudis de I’estructura del cromosoma, aquest desplacament dels seus
objectes d’estudi van incloure la posada en marxa d’un grup de recerca propi al tornar
a Barcelona I'any 1966. La formacié de Subirana va ser lleugerament anterior a la de
Palau i entre tots dos van tracar el cami a seguir. D’aix0 n’és mostra la
correspondencia entre ambdéds cientifics durant aquesta etapa que, donat el nombre
de cartes conservades, ha permeés un seguiment detallat d’aquest procés. Els objectius
de treballar en grups de biologia molecular estructural es van assolir en tots dos casos,
i es va donar una combinacié eficac entre les destreses experimentals i les ambicions

cientifiques, en DNA de Subirana i els d’histones de Palau.

2.- A més de la influéncia de la seva formacié a I’estranger, les condicions que es
donaven a Espanya durant la decada dels 1960s també van intervenir de forma
influent. De forma conjunta, Subirana i Palau van sospesar les possibilitats i, influits
pels seus treballs a Harvard i Londres respectivament, van prendre la decisié de fer de
I'estudi de les histones I’objecte principal de la seva recerca. La importancia dels grups
amb els que van anar a treballar a I'estranger i les seves publicacions durant aquesta
etapa van esdevenir una carta de presentacio per establir-se a Barcelona. La formacié
postdoctoral els va proporcionar els coneixements, no tant sols de caire cientific, siné
també I'accés als recursos que els va permetre planificar, madurar i posar en marxa el
seu projecte de recerca. Aquest projecte es va desenvolupar, en una primera etapa, a la
facultat de ciéncies de la Universitat de Barcelona. Una subvencié del Programa
Extramurs dels Instituts Nacionals de Salut dels EUA (NIH) els va permetre posar en
marxa la seccié de biopolimers al departament de genetica de la facultat de ciéncies de
la Universitat de Barcelona. Els seus treballs publicats, les seves contribucions
cientifiques i el prestigi adquirit al llarg de la seva formacié potdoctoral a I'estranger
els va permetre superar I'avaluacié dels NIH i obtenir la subvencié. Aquest assoliment
va resultar clau per a posteriors obtencions de fons per seguir desenvolupant el seu
programa de recerca. Es conclou que la legitimacio estrangera va ser previa al

reconeixement cientific i académic que Subirana i Palau obtindrien després a Espanya.
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3.- En una segona etapa es va produir la separacio professional de Subirana i Palau i la
formaci6 de dos grups de recerca en institucions diferents. Subirana es va establir com
a catedratic a I’Escola d’Enginyers de Barcelona, i, en coordinacié amb el CSIC, va posar
en marxa el Departament de Quimica Macromolecular. En aquest departament,
Subirana va posar en marxa un programa de recerca en biologia molecular, que va
permetre la formacié de cientifics i va obtenir reconeixement tant a Espanya com a
I'estranger. A més de I’activitat investigadora, Subirana va assumir activitats docents i
de recerca en enginyeria quimica.

Per la seva banda, Palau va jugar un paper crucial en la posada en marxa de
I'Institut de Biologia Fonamental (IBF), que tenia I'ambicié d’integrar-se en la llavors
recentment creada Universitat Autonoma de Barcelona (UAB), projecte per al qual va
cercar recolcament. L’'Institut estaria format per diverses unitats de recerca dirigides
per investigadors del CSIC, professors universitaris i cientifics més joves formats a
I’estranger, o encara en procés de formacid.

Ambdues institucions, el DQM i I'IBF, van esdevenir escoles de recerca: van
formar cientifics més joves en un camp, I’estructura de la nucleohistona, del qual no hi
havia especialistes a Espanya en aquell moment. Anys després, la majoria d’aquests es
dedicaria també a la la investigacié i a la docéncia universitaria després de completar
la seva formacid, i crearien els seus propis grups de recerca en arees relacionades, tal
com es dedueix del nombre de tesis llegides entre 1970 i 1977 i del seu posterior

desti professional.394

4.- Els grups espanyols dedicats a les investigacions en bioquimica i biologia
molecular durant la década dels 1960s estaven al dia en aspectes relacionats amb la
seva recerca i aspiraven a estar presents a les institucions internacionals que van sorgir
en el seu ambit. Palau i Subirana van intervenir en els processos d’institucionalitzacio
de la biologia molecular a Espanya, contribuint a lograr un espai académic per a
aquesta, i van ser escollits com a primers membres espanyols de la Organitzacio

Europea de Biologia Molecular (EMBO), que havia estat creada a Ginebra I’any 1963. La

394 Vegeu taules n° 2 i 3 a I’lannex 1 on es citen les tesis dirigides per Subirana i Palau durant els
anys estudiats i el posterior desti professional dels seus deixebles.
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capacitat i la possibilitat de desenvolupar el seu programa de recerca i la seva posicio
professional sén inseparables d’aquests processos.

S’han estudiat els documents relacionats amb els contactes internacionals de
Subirana, que van portar a I’organitzacié de la primera Reunion Nacional de Biofisica a
Barcelona I’'any 1968 i a plantejar I'ingrés d’Espanya a la International Union for Pure
and Applied Biophysics (IUPAB). Les actes d’aquesta reunid, publicades en forma de
monografia als Anales de la Reial Societat Espanyola de Fisica i Quimica, mostren un
conjunt de cientifics dedicats a la investigacido en bioquimica i biologia molecular
interessats, com Subirana i Palau, en obtenir reconeixement per a les seves
especialitats a Espanya i en participar a les organitzacions internacionals existents,
algunes d’elles de recent creacié. Les especialitats dels cientifics assistents a la reunid,
que incloien la recerca en histones dels grups de Subirana i de Palau, la bioquimica
amb Angel Martin Municio i Manuel Rosell, el treball en biologia molecular de fags
d’Eladio Vinuela i Margarita Salas, i els estudis de radiacions aplicades al DNA del grup
de radiobiologia de Carlos Davila, entre d’altres, mostren la varietat de la recerca que
aspirava a situar-se sota el paraigua de la biofisica i de la biologia molecular.

Altres esdeveniments analitzats en aquesta memoria, que reforcen el
protagonisme que s’adjudica aqui a Subirana i Palau, han estat el discurs de Subirana a
la inauguracié del curs académic de 1966-67 a I’Escola d’Enginyers de Barcelona, i el
projecte de [lInstitut de Biologia Fonamental, recollit al document conegut com
Esquema Comprensivo. En el seu discurs, Subirana assumeix I'opinié oficial del CSIC i
mostra unes preocupacions i un interes per les politiques cientifiques que comparteix
amb les expressades per altres cientifics espanyols. Subirana, com els seus col-legues
més actius i influents, s’alinea amb el discurs dominant en reclamar la implicacié tant
de I’Estat com de les empreses per tal d’afavorir la recerca industrial. En plena epoca
del desenvolupament economic occidental que també es va manifestar en I’economia i
en la societat espanyola, Subirana sintonitza amb les idees difoses pels paisos
membres de I’OCDE en assenyalar les contribucions que la recerca podria fer a la
industria, i el que considera com una necessaria modernitzacié6 de les estructures

universitaries i de recerca.
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El document de I'IBF, redactat per Palau i Claudi Cuchillo, s’emmirallava en els
centres de recerca en biologia molecular que s’estaven posant en marxa a Europa, a
I’hora que delimitava els camps que havien de ser inclosos dins de I'ambit de la
biologia fonamental. Estaven pensant concretament en I’exclusié de les denominades
ciencies naturals, entre elles la botanica i la zoologia. Es un discurs de modernitzacid i
renovacid, que planteja novetats d’organitzacié dels grups i d’objectius de recerca,
inspirat en I'organitzacio i el tipus de gestid dels centres estrangers en els que havien
fet els seus estudis postdoctorals.

S’ha mostrat el paral-lelisme entre tots dos documents, que comparteixen
I'ideari de modernitat i d’introduccié de reformes en les estructures universitaries. Si
bé es tracta de dos documents amb objectius i audiéncies forca diferents -el de
Subirana és un discurs de caire clarament institucional, mentre que el signat per Palau
i Cuchillo és un document de circulacié interna dins de la UAB- semblen inspirats per
les tendéncies dominants tant als centres de recerca com a les politiques cientifiques

estrangeres.

5.- Les trajectories investigadores dels grups de Subirana i Palau durant els anys que
abasta aquesta memoria s’han estudiat a través de les seves publicacions durant
aquest periode, la majoria en revistes cientifiques estrangeres de molt amplia difusio
internacional. En aquests treballs, ambdés cientifcs, juntament amb els membres dels
grups de recerca que dirigien, van fer contribucions originals a I'estudi de la
nucleohistona: I’analisi de la composicié6 de les nucleoproteines de I'esperma
d’invertebrats, particularment de mol-luscs i equinoderms i els estudis estructurals de
la nucleohistona. El treball publicat per Subirana, Palau i els seus col-laboradors a
Biochimica et Biophysica Acta I'any 1973, en que s’estudien i caracteritzen les
protamines i altres proteines basiques dels espermatozous dels mol-luscs, va ser el
que va obtenir major reconeixement, d’acord amb el nombre de cites recollides al

Science Citation Index.395

395 SUBIRANA, COZCOLLUELA, PALAU & UNZETA (1973). Vegeu annex 1, taula n°1, on es pot
comprovar que el treball és «citat 105 vegades al Science Citation Index
(https://troia.upf.edu/http/sauwok.fecyt.es/apps/WoS/CIW.cgi). A la mateixa taula es pot
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S’ha mostrat com, entre 1966, any de la primera publicacié conjunta de Palau i
Subirana, i 1977, es va anar produint un canvi en els temes de recerca: la primera
etapa, dedicada a la caracteritzacié de les proteines associades al DNA a 'esperma
d’invertebrats marins, ericons, holoturies i mol-luscs, va portar a una segona, d’estudi
de les seves estructures, que va dur associat un canvi en les teécniques i en els
instruments emprats en ambdéds grups.

Els estudis estructurals els van dur a interessar-se en els aspectes evolutius
d’aquestes proteines, interés que van compartir amb altres grups dedicats a aquestes
investigacions en centres de I'estranger. Es van concentrar també en establir una
relacio entre estructura i funcié de les histones, gilestié present a I'ambient de la
comunitat de recerca en histones, quan es suggerien unes funcions per a aquestes
proteines que comencaven a incloure’s als textos universitaris de bioquimica.3%

A partir de les diferéncies entre les seqgiiéncies d’aminoacids de proteines
homologues d’especies diferents i les seves relacions taxonomiques, es va tractar de
construir un arbre filogenétic que il-lustrava el curs de I’evolucié bioldogica de les
proteines nuclears dels invertebrats i també les divergéncies que presentaven. Ja
s’havien descrit una gran varietat de proteines que es trobaven al nucli dels
espermatozous: histones, protamines i altres proteines nuclears. Amb aquests
coneixements es va tractar d’establir el patré evolutiu d’aquestes proteines, aixi com
també de les histones.397

Es conclou que el seu programa de recerca pretenia establir el nombre de
diferents proteines nuclears i caracteritzar-les, en el marc més ampli dels estudis al
voltant de l'estructura del cromosoma i, per aquesta via, d’establir relacions entre

estructura i funcio.

6.- L’estudi de la seva etapa de formacié postdoctoral, seguida de la creacié dels seus

grups de recerca com trajectes complets, mostra el protagonisme de I’aprenentatge en

comprovar com els treballs publicats amb els grups de Doty i Butler van rebre I'atencié dels
cientifics del camp.

396 Vegeu LEHNINGER (1972).

37 vegeu especialment SUBIRANA, COZCOLLUELA, PALAU & UNZETA (1973).
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les investigacions bioldogiques que s’han estudiat en aquesta tesi. Les técniques i els
instruments que havien previst emprar en la recerca que posarien en marxa al tornar
ocupen una part important de la correspondéncia i de les publicacions estudiades al
llarg d’aquesta memoria. Els instruments van ser comprats i posats a punt per als
diferents usos als quals van ser destinats, periode d’aprenentatge tant de les técniques
en si mateixes com de la seva participacié en la delimitacié dels camps d’investigacid i
especialitzacioé de Subirana i Palau.

Les técniques no van ser simplement aplicades, sind que van passar per un
periode d’estabilitzacio i van ser provades per a les finalitats a les quals es destinaven:
els estudis de caracteritzacié de les proteines nuclears i els estudis estructurals de la
nucleohistona. Posteriorment, les tecniques van ser modificades en funcié de les
necessitats de la seva recerca, com s’ha pogut comprovar en estudiar els apartats de
material i métodes de les seves publicacions.398

Els canvis en les técniques de laboratori acompanyen els que s’havien anat
produint en les seus interessos de recerca, nous interessos que van portar associats
nous aprenentatges sobre el funcionament de nous instruments i técniques que
permeten distingir dues etapes. La primera va ser dedicada a la caracteritzacié de les
proteines nuclears dels invertebrats, projecte subvencionat pels NIH, on les necessitats
tecniques i instrumentals van ser poques. Es van aplicar i modificar tant els metodes
experimentals desenvolupats per Ernest Johns per a I'obtencié de les diferents
fraccions histoniques com les d’electroforesi per separar-les i es va utilitzar
I’analitzador d’aminoacids per determinar la seva composicio.

La segona etapa de les investigacions de Subirana i Palau es caracteritza per la
formacio dels seus grups de recerca separats i per I'inici dels seus estudis estructurals.
Al Departament de Quimica Macromolecular, Subirana va fer servir les técniques de
difraccié de RX, per la qual cosa es van comprar nous instruments, principalment
generadors de RX i cameres. Palau, a I'Institut de Biologia Fonamental, va comencar a
aplicar altres técniques addicionals, entre elles la ressonancia paramagnética

electronica (EPR), la ressonancia magnetica nuclear (NMR) i el dicroisme circular (CD).

398 Vegeu PALAU, RUIZ-CARRILLO & SUBIRANA (1969), SUBIRANA, PALAU, PLADELLORENS,
COZCOLLUELA & RUIZ-CARRILLO (1970) i SUBIRANA, COZCOLLUELA, PALAU & UNZETA (1973).
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Tant en el cas de Palau com en el de Subirana, els nous instruments utilitzats
van passar per un procés d’instal-lacié, aprenentatge i optimitzacié abans de poder
ser utilitzats en el programa de recerca. Com les técniques, els instruments sén més
que meres construccions tecnologiques que funcionen de la mateixa manera en
qualsevol circumstancia. Els protocols es van ajustar i la caixa negra no va ser tal: es va
obrir i va romandre oberta fins que es va estabilitzar per ser utilitzada.

Es conclou que I'aprenentatge, les técniques i els instruments van participar en

el procés de definicié i desenvolupament de la recerca.

7.- S’ha mostrat la capacitat d’intervenir en els instruments. Uns van ser copiats, altres
dissenyats i en d’altres, que eren aparells estandard, s’hi van introduir modificacions.
Aquests instruments van formar part del procés pel qual el grup de Subirana va posar
en marxa del laboratori de difracci6 de RX entre 1968 i 1973. EIl DQM va estudiar
I’estructura de la nucleohistona per difracci6 de RX de fibres de DNA i histones i els
possibles canvis en I'estructura de I’acid nucleic quan es trobava associat a proteines i,
d’aquesta manera, proposar models estructurals per a la nucleohistona.

L’aprenentatge de Subirana en metodes experimentals i I'Us d’instruments i
tecnigues al Massachusetts General Hospital, les orientacions donades per Alexander
Rich, aixi com els instruments que aquest li va proporcionar, van orientar la recerca
que el grup s’havia plantejat. Les cameres de difraccié de RX que alli es van coneixer
amb el nom de RICH van articular el conjunt de destreses técniques i practiques
d’investigacid. Tant les cameres RICH com els seus dispositius acoplats i d’altres que
van ser adquirits, aixi com la feina desenvolupada per tal de posar en marxa el
laboratori de RX, van participar en la produccié de coneixement al DQM, amb el mateix
objectiu que anys abans s’havien proposat Palau i Subirana.

La col-laboracié entre els investigadors i els técnics que desenvolupaven les
modificacions en la instrumentacio i els utillatges va generar un equip de treball.
L’enginyer Joaquim LLoveras destaca en I’historia del grup del DQM estudiat aqui, tant
per la implementacio definitiva del laboratori de RX com per la modificacio i disseny de

cameres de difraccio. Aquestes es desmuntaven per l'interés que es tenia d’augmentar
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les seves prestacions i per provar-les en unes condicions experimentals diferents de
les originals per a les quals s’havien dissenyat. Un cop adquirits els coneixements que
aguestes proporcionaven, es duien a terme modificacions concretes i innovadores: se
sabia I'experiment que es volia fer i es plantejaven les modificacions necessaries.

El laboratori de RX i les investigacions sobre I’estructura de les proteines
nuclears i la nucleohistona fetes pel grup que dirigia Subirana entre 1973 i 1977, van
contribuir a la produccié de nous coneixements al voltant de I'estructura de la
cromatina, de la funci6 d’empaquetament del material genétic al cap dels
espermatozous i de la funcié estabilitzadora de les protamines en el DNA i a la cerca

d’una relacié entre estructura i funcio.

8.- Tant el DQM com I’'IBF van aconseguir crear una massa critica d’investigadors que
va posar en practica projectes formatius i de recerca. La formacié doctoral de
llicenciats universitaris especialitzats en estructures de macromolécules bioldgiques
era un dels objectius que Subirana i Palau s’havien plantejat en dissenyar els seus
projectes d’investigacio. Aix0 es va materialitzar a la seccié de biopolimers, amb les
primeres tesis que Subirana i Palau van dirigir. La continuitat d’aquest procés es fa
palesa en la bibliografia d’aquesta memoria, en el nombre de tesis dirigides i en el
posterior desti professional dels seus deixebles.399 Es conclou que el desenvolupament
de la investigacié cientifica resulta inseparable dels seu temps, té edat, noms i
cognoms i el que avui sén institucions de recerca consolidades a Catalunya han estat
construides en bona mesura gracies a la contribucié i a la influencia dels cientifics

protagonistes d’aquesta memoria.

Consideracions finals i recerca oberta

Si bé Palau i Subirana van seguir trajectories diferents ja des dels primers anys

de la década dels 1970s, coincidint amb la posada en marxa dels seus grups de

recerca, la seva relacié personal i cientifica va continuar fins la mort de Palau, I'any

3 Vegeu taules 2 i 3 de 'annex 1.
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2000. L'objectiu d’aquesta memoria ha estat investigar en els origens d’aquesta relacié
i els seus primers productes: la secciéo de biopolimers i el Departament de Quimica
Macromolecular. La recerca s’ha centrat en la trajectoria de Subirana i s’ha estudiat la
influéncia de Palau en tot el conjunt d’esdeveniments que es van produir, especialment
en la genesi i desenvolupament de I'Institut de Biologia Fonamental, fins a les seves
estades posteriors al Centro de Investigacion y Desarrollo (CID) i a I'Institut de Biologia
de Barcelona, ambdos centres del CSIC, entre 1978 i 1985 (Palau i Subirana, 1994).

Com s’ha esmentat, la linia de recerca iniciada per Subirana l'any 1968 i
definitivament establerta I’any 1973 amb I’aplicacié de les tecniques de difraccié de RX
va patir un canvi important poc temps després del limit temporal que s’ha establert per
a aquesta memoria. Queda obert per a una futura recerca el procés d’adequacio del
grup de Subirana a les noves técniques i les noves contribucions del seu grup, aixi com
els processos de disseny i desenvolupament dels instruments relacionats amb les
tecniques de difracci6 de RX al llarg dels anys posteriors als tractats en aquesta
memoria.

Si bé els aspectes relacionats amb la recerca de Palau des de I’Institut de
Biologia Fonamental han estat tractats amb I’extensié necessaria, mereix igual
dedicacié la documentacié relacionada amb aquesta institucié, dipositada a I'Arxiu
General de la Universitat Autonoma de Barcelona, I'estudi de la qual ha de permetre
seguir el procés de posada en marxa i la consolidacié d’aquest influent centre catala

de recerca.
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Capitol 10

Anhexos

10.1. Annex 1: Taules

Taula 1: Les cites de les publicacions Subirana i Palau entre 1966 i 1977
Any Autors Publicacié Cites
1966 Subirana, Doty Biopolymers 41
1966 Palau, Butler Biochemical Journal 32
1967 Palau, Butler Biochemical Journal 13
1967 Palau, Pardon, Richards Biochimica et Biophysica Acta 4
1968 Subirana, Palau Experimental Cell Research 27
1969 Suwalsky, Traub, Schmueli, Journal of Molecular Biology 122

Subirana
1969 Palau, Ruiz-Carrillo, European Journal of 68
Subirana Biochemistry
1970 Subirana, Palau, Cozcolluela, Nature 15
Ruiz-Carrillo
1971 Subirana FEBS Letters 25
1972 Phelan, Subirana, Cole European Journal of Biochemistry 34
1973 Subirana, Palau, Biochimica et Biophysica Acta 105
Cozcolluela, Unzeta
1973 Subirana Journal of Molecular Biology 78
1974 Phelan, Colom, Cozcolluela, Journal of Biological Chemistry 21
Subirana, Cole
1975 Pladellorens, Subirana Journal of Ultrastructural Research 22
1977 Suau, Subirana Journal of Molecular Biology 55
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Taula 2: Tesis dirigides per Joan Antoni Subirana i Jaume Palau entre 1970

i 1977.

Any de lectura tesi

Joan Antoni Subirana
(en I’ambit de la biologia

Jaume Palau

molecular)

1970 Adolfo Ruiz Carrillo: Estudio Bioquimico
de proteinas nucleares basicas de
equinodermos.

1971 Carmen Cozcolluela: Estudio

Bioquimico de proteinas nucleares
basicas de moluscos.

1972 Montserrat Pladellorens: Estudios
citoquimicos y ultraestructurales de la
espermatogénesis.

1973 Mercedes Unzeta: Caracterizacién
de proteinas nucleares basicas de
esperma de invertebrados marinos.

1974 Remedios Llopis: Fisicoquimica de |Fernando Climent: Estudio de la histona

nucleoproteinas. f2al y de su interaccién con el acido
desoxirribonucléico.

1975 José Roca: Histonas y Esteve Padros: Estudios sobre la

Nucleohistonas espermaticas. conformacion de la histona 3.
Pere Suau: Aspectos estructurales Pere Puigdomenech: Andlisis de
de las nucleoprotaminas por correlaciones entre la secuencia de las
difraccion de RX. proteinas y su estructura secundaria
mediante el uso de ordenador.
Aproximacion al cédigo estructural de las
proteinas.
Francesc Xavier Avilés: Interaccion de la
Histona muy rica en lisina (f1) con el ADN.
1976 Jorge Cortadas: Estructura de la Montserrat Soliva: Estudio de la
cromatina reconstituida con ADN total | conformacién de la histona h2a y de sus
y ADN satélite de timo de ternera. interacciones con el ADN.
Oriol Cabré: Estudios de homologias
estructurales de histonas muy ricas en
lisina de esperma de erizo de mar.
Comparacién con la histona h1 de tejidos
somaticos de mamiferos.
Joan Ramoén Daban: Estudios
estructurales sobre la histona h3 y su
interaccion con el DNA. Papel de los
residuos de cisteina.
1977 Angel Mozo: Métodos electrodpticos e

hidrodinamicos de determinacién de
interacciones de DNA y las histonas h1y
h4.

Enric Querol: Ultraestructura de

314




| complejos artificiales de ADN-Histona.

Taula 3: Desti professional dels estudiants de doctorat de Palau i Subirana

entre 1970i 1977.

Doctorands de Palau i Subirana
entre 19701i 1977

Desti professional posterior

Adolfo Ruiz-Carrillo

Professor d’investigacié del CSIC. Catedratic de la
Universitat de Laval, Quebec, Canada

Carmen Cozcolluela

Sense dedicacio posterior a la recerca

Montserrat Pladellorens

Laboratori d’analisis cliniques

Mercedes Unzeta

Catedratica UAB

Remedios Llopis

Cap de laboratori de Quimica a la Seguretat Social a
Valéncia

Fernando Climent

Professor titular a la Facultad de Medicina de la UB

Josep Roca

Director general de Henkel Espanya

Pere Suau

Catedratic de la Universitat Autonoma de Barcelona

Esteve Padros

Catedratic de bioquimica ibiologia cel - lular a la UAB

Pere Puigdoménech

Professor d’investigacié del CSIC

Francesc Xavier Avilés

Catedratic de bioquimica i biologia molecular i director
del IBF

Jordi Cortadas

Defuncid

Monserrat Soliva

Catedratica de Quimica a I'escola d’enginyeria técnica
d’agricultura, UPC

Oriol Cabré

Professor titular de biologia cel-lular, facultat de
ciencies, UAB

Joan Ramén Daban

Professor titular de bioquimica i biologia molecular,
facultat de ciencies, UAB

Angel Mozo

Professor titular de bioquimica i biologia molecular,
divisio territorial de Lleida, UB

Enric Querol

Professor titular de bioquimica i biologia molecular,
facultat de ciencies, UAB
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10.2. Annex 2: glossari de termes

Activitat optica: capacitat d’algunes substancies per fer rotar el pla de polaritzacié

de la llum.

Bacteriofag: virus capac de replicar-se en una cel-lula bacteriana.

Configuracié B: configuracié estesa en ziga-zaga d’una cadena polipeptidica.

Conformaci6: forma tridimensional d’'una macromolécula.

Cristal-lografia de RX: aplicacié6 de la difracci6 de RX a cristalls, per a la

determinacié de I’estructura tridimensional de molecules.

Desnaturalitzacié: desplegat parcial, o complet, de la configuracié nativa de les

cadenes que formen les proteines o els acids nucleics. El procés contrari és la

renaturalitzacio.

Dextrogir: estereoisomer que fa girar el pla de polaritzacié de la llum cap a la dreta.

Difraccié: fenomen d’interferéncia multiple produit pel caracter ondulatori de la [lum.

DNA (acid desoxiribonucleic): polionucledotid que posseeix una seqiiencia

especifica de desoxiribonucleotids i que funciona com a portador de la informacié

genética als cromosomes.

Efecte hipercromic: gran augment de I’absorcié lluminosa a 260nm, que es

produeix quan fon la doble helix del DNA.
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Electroforesi: transport de soluts amb carrega eléctrica, com a resposta a un camp

eléctric. Es fa servir sovint per a separar mescles d’ions.

Enllag (pont) d’hidrogen: atraccié electrostatica debil entre un atom electronegatiu

i un atom d’hidrogen, estant unit aquest amb un altre atom per enllag covalent.

Enllag peptidic: enlla¢c covalent entre dos aminoacids, gracies a la previa eliminacié

d’una molécula d’aigua.

Espermatida: una de les etapes del procés de maduracié dels espermatozous.

Espermatogénesi: procés de maduracio de les cél-lules reproductores masculines.

Estructura primaria: estructura covalent de I'esquelet d’'una proteina o d’un acid

nucleic.

Estructura secundaria: Configuracié de I'esquelet d’'una cadena polipeptidica en la

seva forma estesa al llarg d’un eix. També aplicable als acids nucleics.

Estructura terciaria: configuracié tridimensional de les proteines i dels acids

nucleics.

Estructura quaternaria: estructura tridimensional que presenten algunes proteines,

particularment la manera com encaixen entre si les cadenes que la formen.

Helix alfa: confuguracié tridimensional helicoide d’una cadena polipeptidica amb al

maxim nombre de ponts d’hidrogen.

Histona: tipus de proteines associades al DNA, que es caracteritzen pel seu elevat

contingut en aminoacids basics.
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Isomeria: fenomen que presenten certs compostos, consistent en el fet de tenir la
mateixa composicié centesimal, el mateix pes molecular i la mateixa formula empirica,

pero propietats fisiques i quimiques diferents.

Levogir: estereoisomer que fa girar el pla de polaritzacié de la llum cap a la

I’esquerra.

Macromoleéecula: molécules el pes molecular de les quals oscil-la entre uns pocs

milers i molts milions de daltons.

m-RNA: classe de molecula de RNA complementaria d’'una de les cadenes del DNA

cel-lular, que serveix per a portar el missatge genétic als ribosomes.

Nucleosid: compost integrat per una base purica o pirimidinica, unida covalentment

amb una pentosa.

Nucleotid: Nucleosid fosforilat en un dels grups hidroxid de la pentosa.

Paramagnétic: substancia caracteritzada pel fet de posseir una susceptibilitat

magnetica positiva.

Polinucleotid: seqiiéncia de nucleodtids units per enllac covalent.

Polipeptid: cadena llarga d’aminoacids units per enllac peptidic.

Pont disulfur: enlla¢c covalent creuat entre dues cadenes polipeptidiques, constituit

per una molécula de cistina (tipus d’aminoacid).
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Protamina: proteina nuclear present als espermatozous, que es caracteritza
generalment per un contingut molt alt en arginina i molt baix o abséncia d’aminoacids

acidics i hidrofobics.

Proteina fibrosa: proteina estructural, insoluble, en la qual la cadena polipeptidica

es troba estesa o enrotllada al llarg d’'una dimensid.

Proteina globular: proteina que presenta la seva cadena polipeptidica plegada en les

tres dimensions.

Radical lliure: Un radical lliure és una molécula (organica o inorgdnica), en general

extremadament inestable i, per tant, amb gran poder reactiu.

Ribosoma: petites particules cel-lulars d’uns 200 A de diametre, constituides per

RNA i proteina, que constitueixen el lloc on es déna la sintesi de proteines.

RNA (acid ribonucleic): poliribonucleotid que es presenta en tres tipus diferents,

tots ells implicats en la sintesi de proteines.

r-RNA: RNA ribosomic. Es un dels tipus de molécules de RNA i forma part dels

ribosomes.
t-RNA: RNA de transferéncia. Classe de molecules de RNA que es combinen

mitjancant enlla¢ covalent amb aminoadids especifics. EI complex resultant s’uneix

mitjancant ponts d’hidrogen amb un triplet especific del m-RNA.
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10.3. Annex 3: abreviatures i sigles d’institucions esmentades al

llarg del text

Caltech: California Institute of Technology

CSIC: Consell Superior d’Investigacions Cientifiques.

EMBL: European Molecular Biology Laboratory (Laboratori Europeu de Biologia
Molecular).

DQM: Departament de Quimica Macromolecular.

EMBO: European Molecular Biology Organization (Organitzaci6 Europea de Biologia
Molecular).

ETSEIB: Escola Técnica Superior d’Enginyers Industrials de Barcelona.

FEBS: Federacio Europea de Societats Bioquimiques.

IBF: Institut de Biologia Fonamental.

IUPAB: International Union for Pure and Applied Biophysics (Unié Internacional per a la
Biofisica Pura i Aplicada).

IUPAC: International Union for Pure and Applied Chemistry (Unié Internacional per a la
Quimica Pura i Aplicada).

LMB: Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, Regne Unit.

MIT: Massachussets Institute of Technology.

MRC: Medical Research Council, Regne Unit.

NIH: National Instititutes of Health, EUA (Instituts Nacionals de Salut).

RF: Rockefeller Foundation, EUA.

RI: Royal Institution, Regne Unit.

RSEFQ: Reial Societat Espanyola de Fisica i Quimica.

SEB: Societat Espanyola de Bioquimica.
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“Tota paraula és una paraula de més"

Emil M. Cioran
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