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Les ribonucleotid-reductases (RNR)
son enzims essencials per a tota cél-
lula, perqué fan la transformacio dels
ribonucleotids a desoxiribonucleo-
tids, els quals son necessaris per a
la sintesi de I'acid desoxiribonucleic
(DNA). Es evident que les RNR sén
enzims ancestrals i clau en l'evolucié
del material genétic que hi ha actual-
ment, i s6n essencials per a I'evolucié
de tots els organismes que hi ha sobre
la Terra. A causa de I'essencialitat de la
reaccié que fan aquests enzims, es po-
den considerar una diana ideal per al
disseny de compostos que inhibeixen
la replicacio6 cel-lular, ja sigui en cél-lu-
les eucariotiques (incloent-hi cél-lules
cancerigenes), com agents bacterians
infecciosos.

Lautoreplicacié del material geneétic i el
metabolisme cellular sén dues de les ca-
racteristiques principals de la vida. Son tres
macromoleécules les involucrades en aquests
processos bioquimics: I’acid desoxiribonu-
cleic (DNA), I’acid ribonucleic (RNA) i les
proteines. El DNA és la molecula que con-
té la informaci6é genetica per codificar les
proteines i la seva regulacid, es replica i es
transmet a la generaci6 segiient. La informa-
ci6 del DNA és copiada a RNA, la molécula
missatgera que actua com a motlle per a la
sintesi de proteines. Les proteines constitu-
eixen els enzims que estan implicats en els
processos metabolics i en el marc estructu-
ral de totes les cél-lules. El flux de la informa-
ci6 des del DNA cap a les proteines és unidi-
reccional i aquest és el dogma central de la
biologia molecular, tal com ho va descriure
James Watson en els anys cinquanta.

Un primer requisit per a la sintesi del DNA
és el subministrament equilibrat de desoxi-
ribonucleotids trifosfat (ANTP). L'tinica via
per ala sintesi de novo de ANTP és la reaccid
catalitzada per 'enzim ribonucleotid-reduc-
tasa (RNR), que converteix els ribonucleo-
tids (NTP) en els seus corresponents desoxi-
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ribonucleotids trifosfat (ANTP), eliminant
el grup 2"-hidroxil i substituint-lo per un
hidrogen (vegeu la figura 1).

Estructura i mecanismes

Per reduir cada ribonucleotid la ribonu-
cleotid-reductasa (RNR) genera un radical
proteic encarregat de donar el poder reduc-
tor necessari per catalitzar la reacci6. La
manera com l'enzim genera aquest radical,
el tipus de cofactor, el metall requerit, I’es-
tructura tridimensional i la dependéncia
de Poxigen, son peculiaritats que es tenen
en compte a I’hora de classificar les RNR.
Fins al moment s’han descrit tres classes
de RNR: classe I (subdividida en Ia, Ib i I¢),
IT i IIT (vegeu la taula 1). Totes tres classes
conserven una estructura proteica tridi-
mensional en forma de barril o/f amb una
alta homologia on es localitzen el centre ca-
talitic de I'enzim i els centres de regulacié
allostérica.

Un unic centre actiu ha de reduir els qua-
tre ribonucleotids; per tant, els nivells dels
quatre desoxiribonucleotids han d’estar for-
tament regulats perque no s’introdueixin
mutacions durant la replicacié o reparacid
del DNA. Per aix0 una de les caracteristi-
ques més particulars de les RNR és la seva
regulaci6 allosterica. Aquesta regulacié es
du a terme a dos nivells diferents: un a escala
d’especificitat de substrat, en qué la unié de
diferents nucleotids donara lloc a la reduc-
ci6 especifica de cadascun dels ribonucleo-
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+ Figura 1. Esquema de la reduccié dels
ribonucleotids a desoxiribonucleotids.

tids en el centre actiu; i, un segon, que regula
lactivitat general de I'enzim on la unié de
dATP o ATP lactivara o I'inhibira, respec-
tivament (vegeu la figura 2).

Classe I

La ribonucleotid-reductasa (RNR) de classe
I és la més coneguda i estudiada. L'enzim
el componen dues subunitats homodime-
riques anomenades « i 8. La subunitat a és
la subunitat catalitica, conté el centre actiu
on es du a terme la catalisi i també dos llocs
de regulacio allosterica, el d’especificitat de
substrat i el d’activitat.

Per la seva part, la subunitat  conté el cen-
tre metallic on s'origina el radical proteic
necessari per dur a terme la catalisi. El tipus
de centre metallic que posseeix I'enzim és
una de les caracteristiques que es tenen en
compte a I’hora de subdividir la classe I en
Ia, Ib i, més recentment, Ic (vegeu les carac-
teristiques en la taula 1).

Classe II

La RNR de classe II consta unicament d’'una
cadena a-polipeptidica codificada en el ge-
noma pel gen nrd]. En aquesta proteina Nrd]
és on es troba el centre actiu de 'enzim i
també els llocs al-lostérics. A diferéncia de
la classe I, I'enzim no requereix oxigen sind
S-adenosilcobalamina (AdoCob), cosa que



fa que sigui una classe completament inde-
pendent a oxigen.

Classe III

La RNR de classe III la componen dues pro-
teines dimeriques codificades en el genoma
per Poperé nrdDG. NrdD és la subunitat
gran i catalitica de I'enzim, on hi ha el centre
actiu i també els dos llocs de regulacié al-
losterica. Per altra banda, la proteina NrdG
(coneguda com a activasa) és necessaria per
dur a terme lactivitat enzimatica. Aquesta
classe de RNR és extremadament sensible
a l'oxigen i sols es troba confinada en or-
ganismes que poden créixer en condicions
d’anaerobiosi.

Regulacié genética

Una alteraci6 en les concentracions dels di-
ferents desoxiribonucleotids donaria lloc a
un increment de la freqiiencia de mutacid
durant la replicacié del DNA, conseqiién-
cia fatal per a la viabilitat d’'un organisme.
Es per aixo que lactivitat de les ribonucle-
otid-reductases ha d’estar fortament regula-
da, ja sigui amb la regulaci6 allostérica de
la proteina, descrita anteriorment, o regu-
lant-ne la transcripcio.

La transcripcié de la majoria de les ribonu-
cleotid-reductases, tant de bacteris com de
cellules eucariotiques, esta regulada pel ci-
cle cel-lular, ja que és principalment durant
la divisi6 cel-lular quan es dona la replicacié
del DNA i on es requereixen elevades con-
centracions de desoxiribonucleotids.

La transcripcié es complica en organismes
que codifiquen més d’una classe de RNR en
el seu genoma, principalment microorganis-
mes, ja que esdevé essencial assolir una bona
coordinaci6 en la regulacié de I'expressid
dels diferents gens per garantir una concen-
traci6 adient de cada enzim i proporcionar
aixi uns nivells equilibrats dels dNTP. Per
exemple, Escherichia coli utilitza la RNR de
classe Ia per al creixement en condicions de
laboratori, la classe III quan creix en anae-
robiosi, i recentment s’ha observat que la
classe Ib és important quan aquesta forma
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biofilms. Per altra banda, Pseudomonas ae-
ruginosa també utilitza la RNR de classe Ia
per al creixement en condicions de laborato-
riiles RNR de classe I i ITI sota condicions
de creixement en biofilm o durant el procés
d’infeccié. Diferents factors transcripcio-
nals estan involucrats a expressar i a inhibir
cada classe segons la condici6 ambiental de
creixement en la qual es troba el bacteri (ve-
geu la bibliografia per ampliar detalls).

Evolucio

El manteniment de la vida sobre la Ter-
ra depen de la capacitat que té aquesta per
reproduir-se a si mateixa. Per a aixo cal un
emmagatzematge estable i acurat de tota la
informacié genética d’un organisme. Ara
com ara, hi ha forts arguments a favor de
considerar 'RNA com a molécula primor-
dial amb activitat autoreplicativa. Tant les
molécules de DNA com de RNA contenen
la informacié per duplicar-se a si mateixes,
a partir de I’'aparellament de bases comple-
mentaries; i ambdues molécules necessiten
una maquinaria proteica (DNA i RNA-poli-
merases) per dur a terme aquesta duplicacio.
La concepcié d’'un mén de RNA, pero, tot
i estar ampliament acceptada, també té els
seus detractors, i els arguments en contra no
s’han de menystenir.

La transicié des d'un moén de RNA a un de
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proteina-DNA implicaria I'existencia d’una
traduccié basada en ribosomes, la qual cosa
suposaria I’establiment d’un codi genétic i
la substitucié de 'RNA pel DNA com a ma-
terial genetic. Lestudi de les RNR actuals
junt amb el coneixement de 'evolucié dels
organismes sobre la Terra ens pot ajudar a
determinar el tipus d’enzim més semblant
a la RNR ancestral i aixo comportaria una
millor comprensid de la transicié del mén de
RNA al de DNA.

Actualment coneixem tres classes de ribo-
nucleotid-reductases diferents, aparentment
amb poca similitud entre si a escala d’es-
tructura primaria, per la qual cosa podriem
pensar que cada una ha aparegut indepen-
dentment de les altres. Pero, sorprenent-
ment, hi ha una gran similitud quant al seu
mecanisme de reaccid, regulacié al-losterica
+ Figura 2. Regulacio6 al-losterica de les
ribonucleotid-reductases. Model de regulacié
al-lostérica de la RNR de classe la. La uni6 de

I'ATP en el lloc d'especificitat de substrat indueix
I'activitat general de I'enzim i promou la reduccié
del CDP i de 'UDP a dCDP i dUDP, respectivament.
Una vegada format el dTTP promou la reduccié

del GDP a dGDP que, al mateix temps, indueix la
reducci6 de I'’ATP a dATP. Lelevada concentraci6 de
dATP format inhibeix I'activitat general de I'enzim
unint-se al lloc al-losteric d'activitat.
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Inhibidors antisentit

Inhibidors especifics de la
subunitat catalitica (R1)

- Analeg de substrat
- Inactivadors grups tiol

Inhibidors especifics de la
subunitat activadora (R2)

- Quelants del ferro
- Segrestadors del radical

i, sobretot, semblancga en la seva estructura
terciaria, que certifiquen un possible origen
comu per a totes.

Hem de considerar que les primeres etapes
de la vida sobre la Terra es van donar en un
ambient anaerobic estricte; per tant, i re-
sumint el procés evolutiu que hi ha hagut
en l'evolucié de les RNR que trobem actu-
alment, es creu que la RNR ancestral (ura-
cil-reductasa) s'assemblaria més ala RNR de
classe III que trobem actualment i que, per
divergencia evolutiva, va donar lloc a la clas-
se II. La classe II també va evolucionar per
donar lloc a les tres classes I existents. Certa-
ment, I'aparici6 de 'oxigen sobre la Terra va
ser el punt clau que va impulsar aquest pro-

+ Taula 1. Resum de les caracteristiques
diferencials de les tres classes de ribonucleotid-
reductases
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Inhibidors de la
dimeritzacié

- Peptids que
mimetitzen la
interaccio de
subunitats

cés evolutiu, que va culminar amb l’aparicio
de les diferents classes de RNR que trobem
actualment.

Distribucio

Un fet sorprenent en aquesta familia d’en-
zims és la distribucié que presenten les di-
ferents classes de RNR. Per una banda, la
distribucié de RNR que presenten els micro-
organismes és molt complexa, ja que podem
trobar qualsevol combinacié de les diferents
RNR en un mateix genoma. La seqiienciacio
d’un gran nombre de microorganismes ha
posat de manifest que, sorprenentment, di-
verses classes, en principi totalment redun-
dants de RNR, estan codificades en un ma-
teix microorganisme i fins i tot els tres tipus,
i aixo confereix aixi un gran avantatge per
sobreviure en diferents condicions ambien-
tals. Per altra banda, els organismes eucari-
otics, aparentment més complexos, només

« Figura 3. Model d'accié6 dels diferents inhibidors
de les ribonucleotid-reductases.
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codifiquen la RNR de classe Ia, i aix0 limita
el nostre rang ambiental de supervivéncia i
ens restringeix a 'ambient aerobic.

En la taula 2 es pot veure un exemple de la
distribucié que presenten els eucariotes, ar-
queus i bacteris. Aixi, trobem bacteris que
codifiquen una sola RNR, com és el cas de
Bacillus subtillis; o bé un grau de complexi-
tat elevada com en Pseudomonas aerugino-
sa, que codifica les tres classes diferents de
RNR (classe Ia, IT i III).

Hem participat en el desenvolupament
d’una pagina web on hi ha tota la informa-
ci6 de la distribucié de les RNR en tots els
organismes que es pot consultar lliurement
(http://rnrdb.molbio.su.se).

Les ribonucleotid-reductases
com a dianes biomeédiques

Les ribonucleotid-reductases sén enzims
essencials per a tots els organismes, ja que
proporcionen els desoxiribonucleotids ne-
cessaris per a la replicacid dels cromosomes
de totes les cel-lules eucariotiques i procari-
otiques, com també la reparacié daquests
després de produir-se danys en el DNA.
Aquesta essencialitat fa que aquest enzims
siguin una diana perfecta per al disseny de
compostos que inhibeixen el creixement
cellular, ja sigui en cél-lules amb alteracions
del cicle cellular (céllules cancerigenes) o bé
durant la infeccié causada per un virus, bac-
teri o protozou.

Classe Ia Classe Ib Classe Ic Classe I1 Classe I1I
Dependencia oxigen Aerobica Aerobica Aerobica Aerobica/anaerobica Anaerobica
Estructura ab,/ab, ab, ab, a(a,) a,+b,
Gens nrdAB nrdHIEF nrdAB nrd] nrdDG
Radical Tyr...Cys Tyr...Cys Phe...Cys AdBI12...Cys AdoMet...Gly...Cys?

m_y_ 111
Centre metal-lic Fe'l-O-Fe™ Nllzrelm_g_g/igl Mn'V-O-Fe™" Co Fell-S
Substrat NDP NDP NDP NDP/NTP NTP
Tioredoxina NrdH-redoxina Tioredoxina . .
Adingant Glutaredoxina Glutaredoxina Glutaredoxina e o Format
Llocs al-losterics 2 1 2 1/2 2
Inhibicié ATP Si No Si No/Si Si
Eucariotes, eubacteris Arqueobacteris Arqueobacteris Arqueobacteris
Distribucio Bacteriofags Eubacteris d . Eubacteris Eubacteris
. Eubacteris " "
Virus Bacteriofags Bacteriofags
66
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Eucariotes
Homo sapiens (home) Ia
Sacharomyces cerevisiae (llevat) Ia
Arabidopsis thaliana (planta) Ia
Arqueobacteris
Pyrococcus furiosus II
Sulfolobus islandicus II
Natromonas pharaonis Ia II
Eubacteris
Bacillus subtilis Ib
Bacillus anthracis Ib
Listeria monocytogenes Ia
Clostridium tetani II
Lactobacillus casei Ib I
Staphylococcus aureus Ib
Mycoplasma mobile II
Actinomyces urogenitalis Ib
Mycobacterium tuberculosis Ib II
Porphyromonas gingivalis II
Nostoc azollae II
Escherichia coli Ia Ib
Pseudomonas aeruginosa Ia II
Vibrio cholerae Ia
Salmonella enterica Ia Ib
Aeromonas hydrophila Ia II
Burkholderia cenocepacea Ia II

Chamydia trachomatis
Tropheryma whipplei

Informacié extreta de http://rnrdb.molbio.su.se
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+ Taula 2. Distribuci6 resumida de les
ribonucleotid-reductases en els tres dominis de la vida
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Ja que aquests enzims s6n molt complexos,
avui dia s’han descrit diferents inhibidors
d’aquest enzim que es poden classificar se-
gons el seu model d’acci6 (vegeu la figura
3). El primer grup d’inhibidors interactuen
directament en la subunitat catalitica (a),
on alteren la seva activitat enzimatica, ja si-
gui per la uni6 irreversible al centre actiu de
lenzim (analegs de substrat o inactivadors
del grup tiol) o bé per la unié al centres al-
losterics d’aquests. En el segon grup trobem
els que interaccionen amb la subunitat acti-
vadora (B) de les RNR de classe I, ja sigui per
agents quelants del ferro del centre dinuclear
o bé com a segrestadors del radical tirosil ne-
cessari per a la reduccié dels NTP. El tercer
grup compren els inhibidors antisentit, que
son RNA antisentit que suneixen a 'mRNA
que codifica els components d’aquest enzim.
Sestan obtenint resultats prometedors per
al tractament d’alguns cancers. Finalment
tenim els inhibidors que eviten la dimerit-
zaci6é dels components d’aquest enzim, que
basicament son péptids que mimetitzen la
interaccio entre la subunitat catalitica (a) ila
subunitat activadora ({3). ®
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