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Los bioquimicos han reivindicado en numerosas ocasio-
nes su lugar en la historia de la biologia molecular de la
que se sintieron injustamente excluidos !. Los historiadores
han analizado la discusién entre los bioquimicos y los bié-
logos moleculares en cuanto a las demandas intelectuales
y en términos de conflicto de autoridad disciplinar 2. En
este articulo propongo una aproximacién a las disputadas
reclamaciones de los bioquimicos y los biélogos moleculares
conectando el andlisis de las demandas disciplinarias con
el de las herramientas y practicas que se usaron para ar-
gumentar la distincion entre los dos campos. Sugiero que
la secuenciacién de proteinas es un caso particularmente
fructifero para tal enfoque.

Los bioquimicos interesados en la estructura y funcién
de las proteinas fueron los pioneros en la secuenciacién

* «Sequences, Conformation, Information. Biochemists and Mole-

cular Biologists in the 1950s», Journal of the History of Biology (Fall
1996). Copyright: Kluwer Academic Publishers. Traduccién: Carolina Mo-
reno.
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como paso previo a su sintesis. Los bidlogos moleculares,
por su parte, coinciden en afirmar la importancia del trabajo
pionero de Fred Sanger en la secuenciacion de proteinas
por sus investigaciones genética y estructural ®, La infor-
macién genética llegé a ser definida como especificacion de
la secuencia de aminoécidos de las proteinas. Esta misma
nocién, sin embargo, también fue usada por los biélogos mo-
leculares para marcar la distancia entre su campo y el de
los bioquimicos . Se ha sugerido que una investigacién
de la reaccion de los bioquimicos ante el trabajo de secuen-
ciacion de Sanger ayudaria a establecer la actitud de la
comunidad bioquimica ante el concepto de informacién ®.
A continuacién, relacionaré el analisis detallado del de-
sarrollo y de los usos de la secuenciaciéon de proteinas por
los bioquimicos y por los biélogos moleculares con las ne-
gociaciones que acompanaron a la construccién del nuevo
campo de la biologia molecular. Mi enfoque trata sobre los
desarrollos en Cambridge (Inglaterra), esto es, sobre el tra-
bajo de Sanger en el departamento de Bioquimica y sobre
la forma en que su trabajo de secuenciacién fue adoptado
y €l mismo aceptado por los cristalégrafos de proteinas y.
por los genetistas moleculares que trabajaban para el Me-
dical Research Council Unit for the Study of the Molecular
Structure of Biological Systems. Este grupo, encabezado por
Max Perutz e integrado, entre otros, por John Kendrew,
Francis Crick, Vernon Ingram y, posteriormente, Sydney
Brenner, estaba trabajando en el Cavendish, departamento
de Fisica de Cambridge. Era un grupo pequefio de inves-
tigadores respaldados por el poderoso profesor de fisica,
Lawrence Bragg, y por el MRC, pero sin una ubicacién clara
en el paisaje disciplinario de la Universidad. Como Perutz
solia decir, él trabajaba como quimico en un departamento
de fisica sobre un problema biolégico . A finales de los 50,
este grupo, junto con el grupo de Sanger, entré en negociaciones
con el MRC y la Universidad para la construccién de un
laboratorio de Biologia Molecular. Los dos grupos consti-
tuyeron el nucleo del laboratorio en los afios 60 y 70, llegando
a ser lo que Latour ha llamado un «punto obligatorio de
paso» dentro del nuevo campo de la biologia molecular’.
Las negociaciones politicas y las reuniones de trabajo
se dieron al mismo tiempo, asi como la puesta en marcha
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del Journal of Molecular Biology en la que, de nuevo, John
Kendrew de la MRC-Unit estuvo principalmente involu-
crado. Explicaré céomo se iniciaron las colaboraciones en el
laboratorio entre los bioquimicos y los que serian llamados
bidlogos moleculares y analizaré como estas redes de co-
laboracién se usaron y se transformaron a través de de-
sarrollos institucionales y disciplinares impulsados por las
mismas personas.

Secuenciacién de proteinas

En un reciente ensayo autobiografico en el Annual Re-
view of Biochemistry, Fred Sanger se propuso desmentir
lo que consideraba un relato romantico de sus logros en
la quimica de proteinas. Insistié en que el retrato de él
sélo resuelto a determinar la estructura de la insulina en
contra del criterio de sus colegas, quienes creian que las
proteinas eran una mezcla amorfa mal definida que no
podria ser estudiada por métodos quimicos, era completa-
mente erréneo. El sostuvo que todos los bioquimicos con
los que estaba asociado, cuando era un joven investigador,
siguieron a Emil Fischer y a su escuela, que dependia en-
teramente de los estudios quimicos de las proteinas. En
cualquier caso, Sanger observé que se aplicaba demasiado
la estequiometria a las proteinas en aquellos dias ®.

Sanger se formé como bioquimico en Cambridge y se
doctoré por su trabajo sobre el metabolismo de la lisina
en 1943. En aquellos anos, la mayoria de los investigadores
fueron movilizados para colaborar en la guerra. Sin embargo,
la investigacion sobre proteinas del departamento de Bio-
quimica, en Cambridge, cayé bajo la investigacion en nu-
tricién y, por tanto, la investigacién pudo continuar durante
la guerra®. Sanger comenzé su trabajo sobre la insulina
con Charles Chibnall quien, en 1943, se habia trasladado
del London Imperial College, en Londres, a Cambridge como
sucesor de Gowland Hopkins como jefe del departamento
de Bioquimica. Chibnall sugiri6 a Sanger que obtuviera
estimaciéon cuantitativa e identificara los aminoacidos con
un grupo amino libre en alfa en la insulina. La eleccion
de este tema de investigacion estaba intimamente conectada
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con el trabajo de investigacion del grupo de quimicos de
proteinas que Chibnall, tras su traslado, y casi de una
sola vez, reunié en Cambridge '°.

En sus investigaciones sobre la estructura quimica de
las proteinas, Chibnall y sus colaboradores encontraron que
el nimero de grupos amino libres en alfa en la insulina
era apreciablemente mayor que el contabilizado por su con-
tenido en lisina. Estos resultados sugirieron que el exceso
se debia a los grupos amino libres en alfa, indicando que
las cadenas de la molécula de la insulina eran relativamente
cortas. De hecho, en su destacada Conferencia Bakerian
en la Royal Society, en 1942, Chibnall habia sugerido que
la insulina consistia en 18 cadenas de péptidos de compo-
sicién diferente .

Las cadenas cortas postuladas por Chibnall hicieron a
la insulina particularmente apropiada para estudios qui-
micos. Ademas, la insulina estaba disponible comercialmen-
te. Esto, més que su importancia médica, atrajo a los inves-
tigadores de proteinas. La insulina, sin embargo, no hubiera
estado presente si no hubiera sido por su uso terapéutico
y su eleccién como herramienta de investigacién abrié la
posibilidad de poderosas alianzas con el sector médico y
farmacéutico. Por este motivo, apenas sorprende que el tra-
bajo posterior de Chibnall sobre la estructura quimica de
la insulina fuera apoyado por una subvencién de Eli Lilly,
la compania que entonces dominaba el mercado de la in-
sulina 2, -

Los diferentes métodos para la determinacién del grupo
final de las proteinas-se describieron en la literatura. Un
articulo de revision de 1945 enumer6 dos docenas de ellos '3,
Pero ninguno produjo resultados fiables. Probablemente fue
de nuevo Chibnall quien insinué a Sanger usar fluordini-
trobenceno como reactivo . Los quimicos organicos tendian
a apartarse de los fliorderivados por su toxicidad, pero
en la investigacion de gases durante la guerra fueron sin-
tetizados por esa misma razén. Chibnall se enteré de que
Bernhard Charles Saunders, un profesor del departamento
de Quimica, disponia de ese compuesto.

Como Chibnall previé, Sanger descubrié que el fluor-
dinitrobenceno reaccionaba en condiciones mucho més sua-
ves que las empleadas generalmente con compuestos del
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cloro. Esto era un requisito esencial, ya que las altas tem-
peraturas provocaban la ruptura de la cadena de la proteina
y habia ofrecido resultados poco fiables en el pasado. Ade-
mas, los dinitrofenil-aminoacidos eran maéas estables en
la hidrélisis en caliente que el enlace peptidico y de color
amarillo brillante en solucién. Por lo tanto, pudieron so-
meterse al nuevo método de separacién cromatografica de
Martin y Synge. Esta técnica ya habia sido usada en el
grupo de Chibnall por Tristam para determinar la com-
posicién de los aminoacidos de la insulina. Su trabajo y
su experiencia fueron pues de doble utilidad para Sanger.

Un breve vistazo al desarrollo de la nueva técnica de
fraccionamiento anade una faceta adicional al contexto de
la investigacion en proteinas en las décadas de los anos 30
y 40 5. Ambos, Archer Martin y Richard Synge comenzaron
sus carreras en Cambridge. Martin trabajaba en el Dunn
Nutritional Lab, donde desarrollé6 una maquina de extrac-
cién fraccional contracorriente para la vitamina E que atrajo
mucha atencién. Synge trabajaba en glicoproteinas con Pirie
en el departamento de Bioquimica. Ambos continuaron su
trabajo bajo la égida de la International Wool Secretariat.
Esta secretaria fue fundada por productores de lana de
Australia, Nueva Zelanda y Surafrica por razones publi-
citarias y de investigacion; estaban entonces preocupados
por la caida del mercado y por la llegada de fibras sintéticas
que resultaron eficaces sustitutos de la lana. Martin se
trasladé al Wool Industries Research Association en Leeds
para estudiar el enfurtido de la lana y desarrollar métodos
analiticos. Synge, que posteriormente se unié a Martin en
Leeds, tenia una beca del Wool Secretariat para estudiar
la composicién de los aminoacidos de la lana. Trabajando
juntos en Leeds, y al mismo tiempo experimentando con
diferentes técnicas de fraccionamiento, Martin y Synge des-
cubrieron que los aminoacidos acetilicos podian ser sepa-
rados mejor por combinacién de técnicas cromatograficas
y de extraccién en contracorriente. Desarrollaron la nueva
particién cromatografica aplicandola a sus problemas y cla-
rificando su modo de accién teéricamente '*. Como Martin
senalé después, otros investigadores desarrollaron técnicas
similares por aquel entonces pero, al no tener problemas
que solucionar, sus trabajos pasaron inadvertidos !”. Entre
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los que siguieron el desarrollo del trabajo de Synge y Martin,
y con particular interés, se encontraba Chibnall '®.

Para Sanger la posibilidad de aprovechar técnicas y co-
nocimientos de sus colegas no queria decir que su proyecto
fuera fécil. Tardé dos anos en optimizar el método de fluor-
dinitrobenceno para la determinacién del grupo final. Su
primer articulo fue publicado en 1945. Sus resultados su-
gerian que la insulina estaba compuesta de dos cadenas
con fenilalanina y glicina como aminoacidos N-terminales,
y con cadenas unidas por puentes disulfuro !, Mientras
la investigacién para desarrollar métodos alternativos no
cesaba, los métodos de determinacién del grupo final de
Sanger representaron una mejora significativa de los an-
teriores, y fueron extensamente utilizados en aquel mo-
mento. Llego a ser una importante herramienta bioquimica
para la estimacion del nimero y longitud de las cadenas
peptidicas en proteinas. También fue usado como prueba
de pureza y para la identificacion de proteinas individuales.

¢Coémo hicieron Sanger y sus colaboradores para ir de
la determinacién del grupo final a la secuenciacién de la
insulina? En una declaracién posterior sobre su articulo
de 1945, Sanger insinué que ya se habia producido un
cambio en el curso de la quimica de las proteinas desde
el interés analitico a otro sobre la ordenacién de los ami-
no4cidos en las cadenas . Esto, sin embargo, podria parecer
asi visto en retrospectiva. De hecho, en otra ocasiéon Sanger
destacé su articulo de 1949, en el que public6 la secuencia
de cuatro de los cinco residuos N-terminales de las dos
cadenas de la insulina, como el logro mas importante. Este
trabajo también se debi6 a su propia iniciativa ?'. Aun asi,
en conversacién, Sanger insistia en que pensar sobre la
secuenciacién no era un gran hallazgo intelectual. Desde
el trabajo pionero de Fischer sobre estructura de proteinas,
los quimicos de proteinas trabajaron para lograr ese objetivo.
Fue algo claramente importante, y si hubiera sido posible,
uno obviamente lo hubiera hecho %, Lleg6 a él optimizando
y explotando técnicas empleadas para la determinacién de
los grupos terminales. El auténtico adelanto, segiin Sanger,
fue el desarrollo de las nuevas técnicas de fraccionamiento.
De hecho, Synge y Martin, usando su técnica, publicaron
la secuencia del pentapéptido Gramicidina S en 1948, un



Secuencias, conformacion, informacion...

ano antes de que Sanger presentara su primera parte de
secuencia %%,

En las escasas observaciones generales que encontramos
en sus articulos publicados, Sanger destacaba que su interés
por la secuenciacién estaba en introducirse en el mecanismo
de reaccion de la insulina, que constituia un modelo de
hormonas proteinicas y enzimas. Situaba asi su trabajo
en la tradicién de investigacion en la cual la estructura, en
este caso el orden de aminoacidos en péptidos, era clave
para comprender la funcién. Desde Fischer, ésta fue una
linea central de investigaciéon en proteinas, en laboratorios
quimicos y bioquimicos.

Cuando la secuencia completa de la insulina no pro-
porcioné pista alguna sobre su funcién, Sanger persistio
en su busqueda de explorar nuevas maneras y usos de la
secuenciacion. Un objetivo fue identificar el centro activo
de la insulina determinando y comparando las secuencias de
proteinas homélogas de especies diferentes. Otro acceso uti-
lizado consistia en marcar el centro activo y determinar
la secuencia a su alrededor. Experimentando con marcajes
radiactivos, Sanger y sus colaboradores desarrollaron téc-
nicas que permitieron deducir la secuencia de péptidos sin
llevar a cabo un anilisis de aminoacidos %%.

Otros investigadores permanecian activos en este te-
rreno. El método de secuenciacion de Sanger fue reempla-
zado muy pronto por un procedimiento basado en la degra-
dacion por pasos de la cadena de polipéptidos, desarrollada
por Pehr Edman en la Universidad de Lund en Suecia %.
Este procedimiento, combinado con métodos automatizados
de analisis cuantitativo de aminoacidos desarrollado por
Stein y Moore en el Instituto Rockefeller de Nueva York,
permiti6 emprender el andlisis de secuencias de proteinas
mas grandes .

La secuenciacion de proteinas llegé ser una herramienta
analitica estdndar. En un articulo de revisién de finales
de los 60, Brian Hartley, que trabajaba en el grupo de
Sanger, documenté un crecimiento exponencial de la acti-
vidad de secuenciacion, relacionado tanto con la velocidad
como con el volumen de trabajo ?’. ;Cual era el significado
de esta «remenda industria»?, inquirié Hartley; él mismo
paso de los clasicos estudios cinéticos sobre la funcién de
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los enzimas a la secuenciacion a comienzos de los anos
50. De acuerdo con su relato, en aquel tiempo llegé a con-
vencerse de que para saber como funcionaban los enzimas
habia que conocer su estructura, por ejemplo, su secuencia
de aminoacidos. Nuevas técnicas abrieron el camino %. De
este modo, el caso del propio Hartley confirma que para
los bioquimicos la secuencia representaba la férmula es-
tructural de las proteinas. Por tanto, cabia esperar que
ofreciera pistas sobre los mecanismos de reaccion de enzimas
y hormonas proteinicas . Ademads, el conocimiento sobre
el orden de los aminoacidos de las proteinas permitiria a
los quimicos organicos aventurarse en la sintesis de las
proteinas *.

El trabajo de secuenciacion de Sanger, sin embargo, fue
también expuesto a nuevos usos. En Cambridge, desperto
muy tempranamente el interés de los investigadores que
trabajaban en la estructura tridimensional de las proteinas
y en el control genético de su sintesis, en la MRC-Unit
del Cavendish. Un estudio minucioso de las interacciones
entre estos diferentes grupos de investigadores ofrece datos
interesantes sobre la historia de los inicios de la biologia
molecular en Cambridge, y arroja nueva luz sobre la con-
trovertida relacion entre bioquimicos y biélogos moleculares.

Arquitectura de las proteinas

En 1955, ano en el que Sanger publicé por primera
vez la secuencia completa de la insulina, John Kendrew,
de la MRC-Unit en Cambridge, que estaba trabajando en
la interpretacién de los modelos de difraccion de rayos X
de la mioglobina (la proteina portadora del oxigeno en
los musculos), «buscé por todo el mundo», seglin sus propias
palabras, a alguien que llevase a cabo la determinacién
de la secuencia completa de amino4cidos de la proteina 3.
En aquel momento, un problema decisivo sobre el analisis
de los rayos X de las proteinas, el llamado «problema de
fases», fue solucionado **. Kendrew y sus colaboradores tu-
vieron éxito desarrollando cristales a partir de la mioglobina
del esperma de cachalote, pero seguian intentando ligar ato-
mos pesados a las moléculas e identificar sus posiciones 3.
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Los datos de los rayos X de tales compuestos eran necesarios
para interpretar las imagenes de difraccién. El primer ob-
jetivo era mostrar la imagen de rayos X a una resolucion
que, por primera vez, mostraria la estructura general de
una proteina globular y, posiblemente, la configuracion de
la cadena de aminoéacidos en la molécula. Desde ahi, habia
un largo camino hasta la resolucién atémica de la estructura
de la proteina. Buscando la colaboracion de los bioquimicos,
Kendrew habria podido sacar buen partido a sus recursos.
Como sugeriré mas adelante, sin embargo, estaba haciendo
frente al desafio que representaba el reciente éxito en la
secuenciacion de proteinas.

En la década de los 30, cuando las esperanzas y las
expectativas sobre una comprension de la estructura y de
la funcién de las proteinas eran grandes, cristalografos y
quimicos de proteinas fueron parte de una red activa. John
Desmond Bernal quien, en 1934, junto con Dorothy Crowfoot
tomé la primera imagen de rayos X de una proteina globular,
previ6 la creaciéon de un «departamento de proteinas», en
el que los datos sobre las mismas fueran reunidos y sin-
tetizados *. En la década siguiente, sin embargo, varios
modelos de estructura de proteinas, basados en datos cris-
talograficos y quimicos, fueron desechados y, para finales
de los anos 40, las expectativas dieron lugar a una gran
desilusién. La cristalografia de proteinas y la quimica de
proteinas parecian ser dos maneras igualmente formidables
de comprender la funcién de las proteinas. En particular
los bioquimicos llegaron a desconfiar de los modelos cris-
talograficos que se sugerian y se rechazaban.

Fue una tarea ardua para Kendrew convencer a alguien
para que llevase a cabo el trabajo de secuenciacién de la
mioglobina. Se dirigi6 a Sanger, que estaba trabajando en el
departamento adyacente de Bioquimica, pero nadie de su gru-
po estaba preparado para embarcarse en el proyecto .
Finalmente dirigié6 su peticién a William Stein y Stanford
Moore del Instituto Rockefeller de Nueva York. Habia con-
tacto directo entre el laboratorio de Nueva York y el grupo
de Sanger. De hecho, en 1951, Moore visité6 Cambridge y,
durante seis meses, compartié mesa con Sanger. A mediados
de los 50, sin embargo, los dos investigadores del Rockefeller
perfeccionaron el método original de secuenciacién de Sanger
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para su trabajo sobre la ribonucleasa. Mas importante atn,
habian desarrollado un analizador automatico de aminoa-
cidos que producia datos cuantitativos y facilitaba el trabajo
enormemente .

La carta de Kendrew a Stein y Moore ofrece una vision
importante de los motivos que habia detras de su traslado,
y sobre la forma de la que intenté negociar el trato. Em-
pezaba directamente: «Esto es una carta francamente pro-
pagandista sugiriendo que quizas sea de su interés —y
seguramente seria ventajoso para mi— si ustedes pudie-
ran ser convencidos para llevar a cabo la determinacién
de la secuencia de los amino4cidos de la mioglobina» %’
Kendrew explicaba que se sentia con danimo de pensar que
sus destinatarios pudieran estar interesados en su propo-
sicion debido a una observacion de Moore en su ultima
visita a Cambridge, ya que querian obtener las secuencias
de forma rutinaria. Kendrew presenté una larga lista de
motivos por los que la mioglobina seria la «proteina de
ensayo» perfecta. Cambridge —sugiri6— podria aportar al
laboratorio de Nueva York grandes cantidades de material
purificado. La molécula era comparativamente pequena y
seria la primera proteina con un grupo prostético en ser
secuenciada. Nadie maés estaba trabajando en la secuen-
cia, pero Chibnall prometié determinar la composicién
completa de aminoacidos. Sin embargo, el analisis de rayos
X de la mioglobina estaba en marcha. La mioglobina seria,
de este modo, el primer caso por el que pudieran ser com-
binadas aproximaciones fisicas y quimicas para la determi-
nacién de la estructura.

En ese momento, Kendrew estaba preparado para ad-
mitir una debilidad principal de la aproximacién cristalo-
grafica. Esta debilidad, me gustaria argumentar, se debia
a los recientes logros en la secuenciacion de proteinas. Tras
presentar el progreso en el andlisis de rayos X de las pro-
teinas en términos bastante entusiastas, supuso que por
el momento no se podia confiar en lograr identificar las
cadenas laterales individuales. En corchetes anadia: «Ni
tampoco estamos de acuerdo con ciertos grupos que trabajan
en este campo que pretenden resolver la estructura completa
de una proteina, 4tomo a dtomo, en unos anos, sin ninguna
ayuda de los quimicos!» *. Esto significaba que el trabajo



Secuencias, conformacion, informacion...

de secuenciacién era un «complemento esencial» *® para el
programa de rayos X.

La debilidad de los métodos fisicos de determinacion
estructural aguanté frente al «poder de los estudios de se-
cuenciacién de dar informacién sobre la arquitectura» que
Kendrew mencionaba en la misma carta. Se referia al trabajo
reciente de dos investigadores que, usando los datos de la
secuencia de la insulina de Sanger, construyeron un modelo
tridimensional bastante restrictivo de la molécula, que se
prestaba a una correlacién inmediata con los datos de rayos
X4

Kendrew senalé repetidamente la posiblidad de que la
cristalografia de rayos X podria quedar obsoleta. También,
en su conferencia Nobel en 1962, aludié a las increibles
posibilidades del trabajo de secuenciacién. La visién de que
el material hereditario determinaba sélo la secuencia de
aminodcidos de las proteinas le sugirié que podria predecirse
la estructura tridimensional de una proteina solamente con
el conocimiento de su secuencia de aminodcidos *'. Segin
Kendrew, ese dia no llegaria pronto, pero cuando llegara,
los cristalégrafos de rayos X podrian acabar en la calle.
En esa ocasién anadié: «quizds con una cierta sensacién
de alivio» *2. Su estrategia a mediados de los 50, sin embargo,
era la de ganarse a los secuenciadores de proteinas para
una causa comun.

Concluyendo su carta a Stein y Moore, Kendrew mostré
todas sus cartas. «Desde mi punto de vista» —escribi6—
«apreciaran que es de vital importancia convencer a alguien
para que lleve a cabo la secuenciacién de la mioglobina».
Mas estratégicamente anadi6: «verdaderamente creo que la
mejor y Unica aproximacién practica para completar la de-
terminacion de la estructura es la combinacién de métodos
quimicos y de rayos X aplicados a la misma proteina» *3.

Stein y Moore contestaron cautelosamente, pero no ne-
gativamente, a la «<importante carta» ** de Kendrew. A ella
siguié una segunda carta de Kendrew, sugiriendo la manera
de conseguir personal y dinero para su proyecto . Final-
mente, un nuevo programa de posgrado para estudiantes
de la Fundacion Rockefeller proporcioné una subvencién
al laboratorio de Nueva York y un posible candidato para
el proyecto 6, Allen Edmunson empezé el proyecto de se-
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cuenciacién en los Estados Unidos. Después de resultados
preliminares que sirvieron para su tesis doctoral, en octubre
de 1960 se unié a la MRC-Unit en Cambridge para continuar
el trabajo *".

Mientras tanto, en 1957, Kendrew y sus colaboradores
presentaron un modelo tridimensional de la mioglobina ba-
sado en la difraccién de rayos X con una resoluciéon de 6
Angstrom *. Era la primera estructura de proteina globular
resuelta. En la construccién del modelo habian supuesto
que consistia en una cadena individual de aminodcidos.
Esta era la hipétesis méas simple basada en la determinacién
bioquimica de que la mioglobina tenia un solo grupo amino
terminal. Esta parte de la informacién era clave para in-
terpretar la estructura de la molécula ya que, con esa re-
solucién, la cadena no podia seguirse a través de los codos
donde perdia su ajustada configuracién. Un resultado im-
portante del andlisis fue que los datos de los rayos X
eran verdaderamente compatibles con una sola cadena
continua, aunque hubiera al menos dos maneras alter-
nativas de trazarla a través de la molécula. Segin Ken-
drew, los dos rasgos mas destacados de la molécula eran
su complejidad y su falta de simetria. «Carecia totalmente
de la clase de regularidades que uno anticipa instinti-
vamente», y era «mas complicada que lo predicho por cual-
quier teoria sobre estructuras de proteinas» *°, Un miembro
del MRC, que vio el modelo, lo comparé con un «modelo
anatémico de visceras abdominales». La cadena de polipép-
tidos era «como intestinos enrollados complicadamente al-
rededor de un pequeno objeto rojo que representaba la parte
hemo de la molécula» %,

Después de su primer triunfo, Kendrew y sus colabo-
radores decidieron superar los limites de su trabajo y obtener
una resolucién de 2 Angstrom del modelo de difraccién de
la mioglobina. Este paso implicaba medir y procesar alre-
dedor de un cuarto de millén de reflexiones, tarea que hu-
biese sido imposible sin la ayuda de un ordenador de alta
velocidad. Kendrew anticipé el uso de ordenadores para
computaciones cristalograficas. Como ha dicho Maurice Wil-
kes, director del Mathematic Lab en Cambridge, las com-
putaciones hechas por los cristalégrafos de proteinas en
Cambridge en la década de los 50 no eran, ni mucho menos,
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simples aplicaciones. Por aquel entonces, representaban lo-
gros pioneros considerados de gran interés por los espe-
cialistas en ordenadores®. En aquel momento, los
programas disenados por los cristalografos para sus com-
putaciones llegaron a ser tan complejos que se usaban para
probar las méquinas.

Técnicas de interpretaciéon mas refinadas permitieron
ver mas detalles en el mapa de densidad electrénica de 2
Angstrom de resolucién que en el precedente. Estudiando
cuidadosamente las agrupaciones de densidad proyectadas
en los intervalos adecuados de la cadena de polipéptidos,
Kendrew y sus colaboradores eran, a menudo, capaces
de identificar aminoacidos que constituian la espina dor-
sal. La gran cantidad inesperada de hélice alfa presente
en la mioglobina facilité esta tarea. Correlacionando los
resultados con los datos proporcionados por el trabajo
de secuenciaciéon de Edmundson, que entonces tenia al-
gunas dificultades, se pudo formular una secuencia orien-
tativa de aminoacidos. En el articulo en el que se presenté
el trabajo de rayos X, una tabla comparaba los datos
cristalograficos y bioquimicos minuciosamente, indicando
el grado de confianza de cada identificacién y las dis-
crepancias de los dos grupos de datos**. En este punto,
Kendrew insisti6 en la confirmacién independiente propor-
cionada por los dos métodos. De hecho, el trabajo de se-
cuenciaciéon de Edmundson fue publicado como un articulo
aparte, aunque adjunto *. Aun asi, el trabajo implicaba la
produccion de datos comparables y resultados concordantes.
Este trabajo y su representacién en una tabla combinando
y correlacionando evidencias de las dos aproximaciones, ha-
bla por si solo del grado en el que los bioquimicos de proteinas
y los cristalégrafos habian llegado a modelar mutuamente
su trabajo.

La corriente de investigadores, de cristales, de secuencias
y de modelos iniciados por la colaboracién entre Kendrew
y Edmundson resitué el trabajo de quimicos y cristalégrafos
de proteinas primero a escala local y, a través de los canales
usuales de amplificacién, también a mayor escala. Explicaré
los movimientos institucionales y disciplinares que acom-
panaron estos desarrollos en Cambridge posteriormente,
pero primero consideraré cémo los genetistas moleculares
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que trabajaban en la MRC-Unit aceptaron el trabajo de
secuenciacion de Sanger.

La hipétesis de la secuencia

La determinacion de secuencias de la insulina de Sanger
confirmé que las proteinas consistian en cadenas de ami-
noacidos cuya secuencia era especifica para cada proteina.
Este trabajo tuvo un impacto decisivo en las primeras es-
peculaciones sobre el cédigo genético de George Gamow,
Crick, Brenner y los otros miembros del RNA-tie Club .
Junto a la evidencia, basada principalmente en el mapa
de mutaciones a escala de Seymour Benzer sobre la regién
r-11I del bacteriéfago T4, de que los genes estaban compuestos
de muchas partes dispuestas en orden lineal fue posible
formular la «hipétesis de la secuencia». Esta hipétesis asu-
mia que «la especificidad de un fragmento de acido.nucleico
estd expresada unicamente por la secuencia de sus bases,
y que esta secuencia es un (simple) cédigo para la secuencia
de amino4cidos de una proteina en particular» *°. El trabajo
de secuenciacién de Sanger no sblo permitié formular esta
hipétesis. También proporcioné las primeras herramientas
experimentales para probarla. De datos publicados de se-
cuencias de proteinas y anilisis relacionados, Brenner de-
dujo también que era imposible un cédigo superpuesto .

Crick recalcé que el paso decisivo en sus especulaciones
sobre el cédigo fue la suposiciéon de que el plegamiento de
la proteina se derivaba de la secuencia de aminoacidos.
Esto era una suposicién atrevida, ya que, en 1957, Crick
aiin pensaba en algunas posibles excepciones, especialmente
considerando las gamma-globulinas y los enzimas adapta-
bles. Fue adoptada, si no por otras razones, sobre bases
heuristicas. En su famosa conferencia sobre la sintesis de
las proteinas que Crick dio ante la Society for Experimental
Biology en 1957, admitié francamente: «Nuestra desventaja
basica por el momento es que no tenemos una técnica precisa
y fécil con la que estudiar la manera en la que las proteinas
se pliegan, mientras que por lo menos podemos hacer algin
planteamiento experimental para determinar la secuencia
de aminoécidos. Por esta razén, y no por otra, ignoraré el
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plegamiento en lo siguiente y me concentraré en la deter-
minacién de las secuencias» %’.

En la misma conferencia, Crick también especificé lo
que él entendia por «informacién», alrededor de lo que centré
su discusion sobre la sintesis de proteinas. Segun Crick,
informacién significaba «la determinacién precisa de la se-
cuencia, de bases en el acido nucleico o de residuos de
aminoacidos en proteinas» %, Esta definicién fue dada en
el contexto de «Dogma Central» que, en este caso, fue ex-
plicitamente formulado por primera vez. Enunciaba que
«una vez que la “informacién” pasa a la proteina no puede
volver a salir. Mas detalladamente, la transferencia de in-
formacién de acido nucleico a acido nucleico, o de 4cido
nucleico a proteina puede ser posible, pero la transferencia
de proteina a proteina, o de proteina a acido nucleico es
imposible» . Asi, solamente para Crick y para aquellos
pocos que entonces pensaron en la biosintesis de proteinas
en términos de «flujo de informacién» y, de este modo, en
términos genéticos, secuencia significé «informacién» . Para
definir lo que ellos comprendieron como «informacién», sin
embargo, tuvieron que recurrir a la nocién bioquimica de
una secuencia de bases.

A pesar de ello, Crick mantuvo en su conferencia que
la cuestion sobre la transferencia de informacion de acido
nucleico a proteina podia ser examinada bastante inde-
pendientemente de los pasos bioquimicos implicados. Declaré
también que el problema apelaba, en su mayor parte, a
«aquéllos con una formacién en las ciencias mas sofisticadas»
mientras que «la mayoria de los bioquimicos, a pesar de
estar algo fascinados (por ello), sentian aversién por ar-
gumentos de esta clase» ®!. Incluso si usé técnicas y resul-
tados de las practicas bioquimicas, él y otros después de
él utilizaban asi el concepto de informaciéon para delimitar
la distancia entre bioquimica y lo que vino a llamarse ge-
nética molecular ®?. Watson y Crick usaron el término por
primera vez, pero solamente una vez y no de forma sis-
tematica, en su segundo articulo en Nature en 1953, donde
se extendian en las implicaciones genéticas de la estructura
del ADN %, Mientras siendo realmente conscientes de los
usos técnicos del término, y apoyandose en él para obtener
legitimidad, lo emplearon en un sentido coloquial. La imagen
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que Crick tenia en la mente era aparentemente la de la
transmisiéon de informacién en cédigo Morse por telégrafo;
de aqui también la unidireccionalidad del proceso *. El con-
cepto de informacion secuencial anotado en forma de un
cédigo de letras, quiero sugerir, fue también fundamental
para metaforas como transcripcion o translaciéon, que mas
tarde abundaron en la explicacién del proceso de biosintesis
de proteinas.

Antes del ensayo de la hipé6tesis de la secuencia, era
necesario demostrar que un Unico mutante alteraba la se-
cuencia de aminoacidos de la proteina que codificaba. Este
paso no implicaba necesariamente secuenciacién ya que hu-
biera sido suficiente para demostrar que la composicién de
la proteina estaba afectada por una mutacién heredada
de forma mendeliana. Crick junto con Vernon Ingram, un
quimico de proteinas que se uni6é al MRC-Unit en Cambridge
en 1951, decidi6 atacar el problema estudiando la lisozima
en la clara de huevos de gallinas y en las lagrimas humanas.
Pero su busqueda de mutantes no tuvo éxito ®. Sin embargo,
la evidencia de que los genes codificaban exclusivamente la
secuencia de aminoacidos lleg6 de otros experimentos efec-
tuados en el mismo laboratorio.

El anuncio de Linus Pauling y Harvey Itano, en 1949,
de que la hemoglobina de una persona con anemia de células
falciformes era electroforéticamente diferente de la hemo-
globina normal atrajo el interés de Max Perutz, que incluy6
la hemoglobina de células falciformes en sus estudios cris-
talograficos. Los abastecimientos de la proteina eran muy
escasos pero Tony Allison, que habia realizado unos estudios
cristalograficos en la MRC-Unit en Cambridge, dej6 algunas
muestras al marcharse. Se sabia que la anemia de células
falciformes se heredaba de forma recesiva. Estudios ante-
riores cromatograficos realizados en el laboratorio de Pauling
no mostraron una diferencia definitiva en la composicién
de la hemoglobina de células normales y de células fal-
ciformes. La hemoglobina anormal ain podia ser conside-
rada como un caso de ensayo para el problema de Crick
e Ingram. Refinando las técnicas de Sanger, Ingram logré
verdaderamente esclarecer la diferencia entre las dos he-
moglobinas por un tinico aminoéacido %. Esta era la primera
evidencia por la cual demostré que un defecto heredado
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estaba de hecho establecido en la secuencia de aminoacidos
de la proteina. Segiun Crick, fue el trabajo de Ingram lo
que mas avivo el interés de los bioquimicos de proteinas
por la genética .

Después de este primer logro, Crick, Brenner e Ingram,
junto con Benzer y George Streisinger, que se reunieron
en Cambridge en 1957, intentaron demostrar que el gen,
y la proteina que codificaba, eran colineales; es decir, que
el orden de mutaciones en un gen se alineaban con el orden
de cambios en la secuencia de aminoacidos de la proteina
correspondiente. Intentaron usar los mutantes de la regién
r-II del bacteriéfago T4, que habia sido finalmente carto-
grafiada por Benzer, como un caso de ensayo. Pero Benzer
fracasé al no poder aislar la proteina, y el grupo empezé
a usar los mutantes de Streisinger que afectaban a las
fibras de la cola del bacteriéfago T2 en sus puntas .

Curiosamente, Crick y Brenner no se reprimieron a la
hora de utilizar el trabajo de Sanger como herramienta
conceptual y practica para su propio trabajo. También se
comprometieron activamente con el propio Singer, inten-
tando gandrselo para su causa. Desde su punto de vista,
Sanger invent6 las técnicas y ellos avistaron los problemas
para los que éstas podian ser utilmente aplicadas. En otras
palabras, Sanger necesitaba y merecia ser reeducado en
genética ®°. A mediados de los 50, Crick y Brenner estaban
particularmente interesados en las técnicas autoradiogra-
ficas para la identificaciéon de proteinas que Sanger estaba
desarrollando. Esta técnica era mucho mas sensible que
otros métodos cromatograficos, y Crick y Brenner estaban
ansiosos por adoptarla para sus experimentos con fagos
El mismo Sanger estaba trabajando con secciones de ovi-
ductos que incubaba para obtener la ovalbimina marcada.
Este era un procedimiento bastante largo y laborioso. Ya
en una carta fechada en octubre de 1956, Crick escribi6
a Brenner que por aquel entonces se encontraba todavia
en Johannesburgo: «Le hablé con énfasis a Fred [Sanger]
sobre lo extremadamente favorable que podria ser el sistema
de fagos para este método... Pareci6 muy interesado» ™.
Una vez en Cambridge, Brenner visitaba a Sanger a menudo

en su laboratorio para aprender sus técnicas y hablar con
él .
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En el otono de 1957, se organizaron una serie de con-
ferencias sobre genética en casa de Crick. El mismo Crick
se referia a estas conferencias con el nombre de «tutorias»,
organizadas para Sanger y su grupo, quienes expresaron
su deseo de aprender genética . La versiéon de Brenner
es bastante distinta. Segun él, estas conferencias no fueron
organizadas especificamente para el grupo de Sanger, aun-
que Sanger asistiera al menos una vez, sino mas bien para
el gran grupo de visitantes que trabajaban con genes y
sintesis de proteinas, reunidos en Cambridge en aquel ano.
Aparte de Benzer y Streisinger, también Sewel Champe,
un estudiante de Benzer, Mahlon Hoagland, Renato Dul-
becco y John Littlefield formaban parte del grupo ™. En
cuanto a Sanger, ha olvidado ya todo lo relativo a estas
conferencias.

No obstante, en los anos 1959 y 1960, los experimentos
de Brenner con proteinas de fago marcadas estan docu-
mentados en los cuadernos de Sanger. Segin Sanger, su
asistente, Biddy Segall, habia hecho experimentos previos
pero no se encontraron sus cuadernos. Estos experimentos
eran sobre mutantes amber del fago T4. Estos mutantes,
que crecian solamente en las cepas de la bacteria E. Coli
B, resultaron tener el efecto de terminar la cadena de po-
lipéptidos de manera que sélo se producian fragmentos de
la proteina principal, codificada por el gen afectado. Brenner
prosiguié con esta linea de investigacién cuando ya hacia
tiempo que Sanger la habia abandonado. Examinando las
marcas de los diferentes mutantes, sus colaboradores y él
fueron capaces de ordenar los fragmentos de acuerdo a su
longitud. El orden descubierto correspondia al orden de la
mutacién en el mapa genético. Establecieron entonces que
el gen y la proteina eran colineales ™.

El trabajo de Ingram y Brenner convirtié la secuenciacién
de proteinas en una poderosa herramienta para la genética
molecular. La conexién de técnicas bioquimicas y genéticas
hecha en el laboratorio de Cambridge llegé a ser una atrac-
cion principal para una joven generacién de biélogos mo-
leculares. En aquel momento, el grupo de Sanger del de-
partamento de Bioquimica se uni6 al de los cristalografos
y genetistas moleculares en el nuevo Laboratorio de Biologia
Molecular. ;Se habian convertido los quimicos de proteinas
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en bidlogos moleculares? No, segin Sanger. Permitaseme
examinar como se relacionaban las interacciones en el nivel
experimental con los desarrollos institucionales y discipli-
nares.

Redes y Disciplinas

Las miultiples maneras en las que Kendrew, Edmundson,
Crick, Brenner y Sanger interaccionaban entre si pueden
llevarnos a pensar que era una opcién obvia, la de incluir
al grupo de secuenciacién de Sanger en los nuevos planes
para un laboratorio de Biologia Molecular, las negociaciones
sobre el cual con el Medical Research Council y la Universidad
empezaron en 1957. De hecho, ésta es la explicacién que
recibi, generalmente, cuando hablé con los protagonistas.
Aunque una construccion mas detallada de los diversos acon-
tecimientos ofrece un panorama de eventos mucho més com-
plejo.

La primera razon para considerar el establecimiento de
un nuevo laboratorio era una muy practica: la MRC-Unit
necesitaba mas espacio. Se presentaron numerosas suge-
rencias y esquemas diferentes. Abarcaban desde el plan
para albergar la unidad de Perutz junto con todos los
otros grupos de investigaciéon de Cambridge financiados
por el Medical Research Council en un mismo edificio a
la separaciéon y dispersién del grupo de Cavendish. Una
solucién posible era que el propio Crick se presentara a
la catedra de genética de Cambridge, que R. A. Fisher
habia dejado vacante. No obstante, el comité elegido decidi6é
aparentemente que Crick no sabia nada sobre genética 7.
Este y otros intentos fallidos reforzaron la convicciéon de
que la mejor solucién era la de un nuevo laboratorio in-
dependiente.

Los documentos que finalmente discutian la opcién de
un nuevo laboratorio, incluyendo el grupo de Sanger, fueron,
en primera instancia, documentos politicos. Sélo en esta
ocasién fue usado el término «biologia molecular» para nom-
brar la nueva empresa. Era definido de tal manera para
que cubriera los planes de investigacion de las personas
implicadas en el plan . El laboratorio, sin embargo, era
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una federacion. Las colaboraciones entre las tres divisiones
de estudios estructurales, genética molecular y quimica de
proteinas se desarrollaron lentamente, de forma individual
y no necesariamente como aparecian disenadas en los do-
cumentos oficiales. Consideremos, por un momento, el caso
de Sanger. En un documento presentado al comité de la
Universidad para discutir sobre el nuevo laboratorio, Sanger
expuso que los secuenciadores y cristalégrafos de proteinas
eran companeros obvios de trabajo en un proyecto comun
de laboratorio. El problema de la estructura de proteinas,
explicé, podia estar dividido en dos partes: la secuencia
de aminoacidos y el plegamiento tridimensional de la cadena
de polipéptidos. Concluyé: «Nosotros estudiamos lo primero;
Perutz y Kendrew, lo segundo» 7. Sin embargo, Sanger nun-
ca interactué personalmente con los cristalégrafos ®. Aun
cuando intenté dar cuenta sobre su posterior «conversion»
de la secuenciacion de proteinas a la de acidos nucleicos
no dejé de referirse a «a atmésfera» del Laboratorio de
Biologia Molecular, y a la influencia de estar rodeado de
investigadores como Francis Crick y John Smith, siendo
este ultimo el experto en dcidos nucleicos del nuevo labo-
ratorio .

De igual interés son los diferentes testimonios ofrecidos
por los protagonistas de los hechos que condujeron a la
creacién del Laboratory of Molecular Biology. Mientras que
Crick, Brenner, Kendrew y Perutz propagaban la biologia
molecular como un nuevo modo de practicar la biologia, para
Sanger el nombre «biologia molecular» debia inventarse al
existir ya un laboratorio de bioquimica en Cambridge. Desde
su punto de vista, él siempre continué con la bioquimica.
Consideré a Crick como el primer bioquimico tedrico. Segin
Sanger, quien a su vez era un experimentador agudo, las
teorias de Crick eran importantes al sintetizar los resultados
y propagar ciertas perspectivas, pero no eran directamente
relevantes para el trabajo practico ®.

Aqui Sanger habla claramente desde la posicién aven-
tajada de una disciplina bien establecida a la que pertenecia
por formacién y para renunciar a cuya lealtad carecia de
motivos. Pero entre otras, la historia triunfal del Laboratory
of Molecular Biology en Cambridge, al que el grupo de
Sanger contribuyé decisivamente, modificaria el equilibrio
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de poderes. Los bioquimicos en Cambridge se resentian del
desarrollo del laboratorio —se quejaban— porque atraia a
sus mejores investigadores, sin contribuir a la docencia uni-
versitaria.

La disputa entre bidlogos moleculares y bioquimicos
pronto cruzé los limites locales. En 1966, el «informe Ken-
drew» elaborado por el Working Group of Scientific Policy
on Molecular Biology, organizado por el recién formado
Council of Scientific Policy, sugiri6 reagrupar la ensefianza
y la investigacién en las ciencias biolégicas introduciendo
una aproximacién molecular. La Biochemical Society re-
plicé con un contramanifiesto firmado por Hans Krebs,
por el cual reclamaba sus derechos de permanencia en
ese mismo territorio 8!. En estas disputas estaban en juego
demandas de recursos publicos y el reclutamiento de la
préxima generacién de cientificos. Estas cuestiones son
de vital importancia para el establecimiento de una dis-
ciplina cientifica. Es una cuestiéon a debatir si los biélogos
moleculares fueron de verdad los triunfadores en este
Jjuego, especialmente en Cambridge, donde, hasta hoy no
hay ni un jefe de departamento, ni un departamento en
si de biologia molecular. Las disciplinas biolégicas tra-
dicionales, incluyendo la de los bioquimicos, sin embargo,
respondieron a la presién de «molecularizarse», impor-
tando nuevas préacticas de investigacién e introduciendo
cursos de biologia molecular en sus ensenanzas.

En Cambridge, la biologia molecular surgié de la alianza
entre cristaléografos de proteinas, genéticos moleculares y
quimicos de proteinas. Las colaboraciones practicas entre
cientificos de diferentes culturas de investigacién estuvieron
acompanadas de negociaciones institucionales y disciplina-
rias. El anélisis detallado sobre la forma en la que la se-
cuenciacion de proteinas se usé y sobre la cooptacién de
Sanger para el plan del nuevo laboratorio muestran que
ambos niveles de interacciones contribuyeron de forma com-
pleja a la construccién de un nuevo campo cientifico. Sanger,
que incluso se hubiera unido al Laboratory of Molecular
Biology, mantuvo su identidad disciplinaria como bioquimico
0, més precisamente, no manifesté ninguna distincién entre
biologia molecular y bioquimica. El que su trabajo pudiera
ser usado para construir reivindicaciones disciplinarias
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opuestas resalta, una vez mas, que las practicas experi-
mentales y las identidades disciplinarias carecen de relacién
univoca. Ambas son practicas disciplinarias y su interre-
lacion requiere una investigacion detallada para cada caso
particular.
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