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INTRODUCCIÓ 

La tlmma (5-metil, .11,4-dioxipirimidina), la timidina (1-~-D-t-desoxi
ribofuranosiltimina) i els seus nucleòtids normals (5'mono-, di- i trifosfat 
de desoxiribosiltimina) presenten la particularitat que llurs ribosil-deri
vats equivalents no són metabòlits normals de les cèl·lules. La timina és, 
doncs, l'única base nitrogenada distintiva de l'ADN, i això ha de tenir 
unes raons evolutives concretes i determinables 11• Hi ha, però, excep
cions d'aquesta regla quasi universal: l'ADN d'alguns bacteriòfags de 
Bacillus subtilis 2• 20 té uracil en comptes de timina, i els ARN de trans
ferència 10 tenen alguns monòmers de ribotimina (figura 1 ). 

L'absència al pool cel·lular de quantitats significatives de nucleòtids 
de ribotimina implica que la biosíntesi dels fosfats de la desoxitimidina 
deu requerir mecanismes particulars, on no participa l'enzim ribonucleò
sid-difosfat reductasa, que catalitza la reducció dels quatre difosfats de 
ribonucleòsid més comuns (ADP, GDP, UDP i CDP) en els t'-desoxiri
bosil corresponents. 

Ja el 1957, Friedkin i Kornberg descriviren a Escherichia coli un en
zim, ,timidilat sintetasa, que catalitzava una metilació del monofosfat des
oxiribouracil (dUMP) en el monofosfat de timidina (TMP), depenent de 
l'àcid tetrahidrofòlic: 

dUMP + Ns, N10-metenil-tetrahidrofolat ---+ TMP + dihidrofolat 

• Treball dut a terme al Departament de Bacteriologia de la Universitat de Califòr
nia, a Davis. 
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Durant la transferència, l'unitat d'un carboni és reduïda al grup me
til de la timina, i resta dihidrofolat com a segon producte de la reacció. 
El tetrahidrofolat actua, en conseqüència, tant com a portador de la 
unitat C1 com d'agent reductor. La metilació de l'àcid desoxiüridílic ha 
estat objecte d'una investigació intensiva per FRIEDKIN i coHaboradors • 

Les lletres cursives sota alguns dels canvis químics dels intermediaris 
simbolitzen els gens que codifiquen l'enzim que catalitza la reacció, i que 
han estat localitzats al mapa cromosòmic bacterià. Per a llur denomina-
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F1G, 1. - A l'esquerra. estructura del nucleòtid de timina que forma 
part de la cadena de l'ADN per mitjà de la polimerització 5' ~ 3' de 
molècules similars. A la dreta, estructura del nucleòtid de ribosil-timi-

na, que es troba als ARN de transferència 

ció hom segueix, com per a la resta de la nomenclatura gènica d'aquest 
treball, les indicacions de DEMEREC et al. 7 

Genètica de la síntesi del monofosfat de timidina 

La principal diferenciació entre les vies metabòliques que produei
xen els nucleòtids de purina o pirimidina és el moment de síntesi de 
l'enllaç N-glucosídic. Mentre que en el cas de les purines és establert aviat 
(i abans de la síntesi de l'anell purínic), en el de les pirimidines cal la 
prèvia síntesi de l'anell (àcil oròtic) per l'acoblament de la ribosa activa
da. El procés és controlat a E. coli i Salmonella typhimurium per sis en
zims codificats pels gens pyrA, pyrB, pyrC, pyrE i pyrF, l'últim dels 
quals descarboxila l'orotidina 5'-fosfat a àcid uridílic (UMP), el producte 
central de les pirimidines com a substrats dels àcids nucleics. 
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L'àcid timidílic podria ésser sintetitzat a partir d'UMP, bé per una 
reducció a la ribosa seguida d'una metilació a l'anelJ pirimídic o bé 
per una metilació seguida de reducció. El descobriment de FRIEDKIN i la 
resta d'investigadors de les vies d'interconversió de les pirimidines 15 mos
tra la validesa de la primera alternativa (figura .11). La via acomplerta 
de novo per l'àcid timidílic a S. typhimurium comprèn la formació prè-
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FIG. 2. - Intermediaris i loci que intervenen en la producció de 
monofosfat i trifosfat de timidina. Explicació al text 

via del trifosfat de desoxicitidina, almenys pel que fa al So % del TMP 
produït: 

UMP - UDP ~ UTP ~ CTP ~ COP - dCDP 
pyrG ndr 

~ dCTP - dUTP ~ dUMP - TMP 
paxA thy 

ja que l'única via coneguda per a la formació de nucleòtids de citidina 
comprèn l'aminació d'UTP per l'enzim CTP-sintetasa, producte de pyrG 
a S. typhimurium. Una via alternativa més curta, que proporciona una 
petita part del TMP, comprèn la reducció directa de l'UDP a dUDP: 

UMP - UDP - dUDP- dUTP - dUMP- TMP 
pyrH ndr thy 

Indubtablement, als diferents organismes en diferents condicions 
metabòliques existeixen possibles derivats d'aquestes vies. Per exemple, 
E. coli, després de la infecció pels bacteriòfags T-pars, pot manifestar 
una elevada activitat desaminàsica convertint directament el dCMP a 
dUMP 1,n. 
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Mort per carència de timina 

El fenomen de la mort bacteriana per manca de timina (thymineless 
death) és conegut fa temps 6 a E. coli, però encara no ha estat explicat 
satisfactoriament. Quan soques auxòtrofes per a la timina són privades 
d'aquest substrat en un med• complet pel que fa als altres nutrients, les 
cèHules comencen a morir en nombre cada vegada més gran. :ts un feno
men exclusiu de la timina, puix que les soques auxòtrofes per a d'altres 
substàncies (incloent-hi totes les altres pirimidines i purines, aminoàcids 
i vitam{nes) no poden créixer en medis dels quals ha estat retirat el fac
tor en qüestió, però poden recobrar la capacitat de creixement quan hi 
és afegit de nou. MALOE 11 utilitzà soques auxòtrofes en les quals era pos
sible de bloquejar selectivament i independentment la síntesi d'ADN, 
o de proteïna o d'ARN, per exemple E. coli 15TAU (la qual requereix 
timina, arginina i uracil). Si les cèHules són privades alhora dels tres fac
tors, una fracció important d'elles és immune a la mort per carència de 
timina. Dit d'una altra manera: sota condicions de síntesi inhibida de pro
teïna i ARN, alguna part de la població no resulta afectada. Aquesta 
fracció immune presenta dues característiques importants: 1) si els su
pervivents són incubats durant un temps curt en un medi complet i des
prés transferits a un altre sense suplements, la majoria són ara sensibles 
a la mort per carència de timina; i 2) després de tornar al medi complet, 
la població presenta un grau elevat de sincronia divisional. Aquests foren 
els experiments capitals 13 per a afirmar que la síntesi proteica era neces
sària per a iniciar la nova replicació de l'ADN, però no perquè aquesta 
continués una vegada iniciada. Hom postulà que la mort per carència de 
timina era ocasionada per 11algun error irreparable durant l'intent de 
síntesi de l'ADN» .Aquesta solució, més aviat semàntica, no ha pogut és
ser superada, puix que l'absència de timina solament és letal per a 
l'ADN que ja es va dividint, i no per les cèl·lules que han interromput 
la síntesi d'ADN en el punt de començament per la manca de les pro
teïnes necessàries per a la iniciació. 

Localització genètica de la mort per carència de timina 

Poc després del descobriment del timidilat s{ntetasa hom demostrà 3 

que els dos únics mutants que requerien timina a l'abast en aquell mo
ment, E. coli 15 T i E. coli B3, no tenien actiu l'esmentat enzim. En els 
mutants condicionals sensibles al calor aïllats posteriorment, ha pogut és
ser demostrada 18 una disminució de fins el 98-99 % de l'activitat enzimà
tica, a temperatura restrictiva (37° C). Bé que han estat citats dos loci, 
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thyA i thyB, com a responsables de la auxotròfia per a la timina, és úni
cament el primer, denominat en l'actualitat thy o bé thyA, el que codi
fica la proteïna timidilat sintetasa i determina requeriments alts de ti
mina (uns 10 p.g/ml). 

El gen thy es troba entre les 7 i les 8 hores dels mapes genètics 
d'E. coli i S. typhimurium, al minut 55 d'E. coli i al 91 de S. typhimu
rium 17• 11, i fins ara era l'únic les mutacions del qual originaven auxo-
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Fic. 3. - Localització aproximada al mapa d'Escherichia coli i Salmonella 
typhimurium d'alguns dels loci que controlen les vies metabòliques de sín
tesi de TMP i d'altres que intervenen directament en la síntesi o repara
ció de l'ADN. Les xifres indiquen la distància en minuts des de l'origen 

convencional 

tròfia per a quantitats importants de timina; l'absència d'aquestes de
terminava la mort per carència. 

Evidentment, l'aïllament de mutants thy no pot tenir lloc per contra
selecció en poblacions mutagenitzades, puix que els mutants també mo
ririen per manca de timina. Aquesta dificultat resultà superada quan 
hom descobrí que una gran part dels mutants espontanis resistents a l'a
m~nopterina o trimetoprima (antagonistes del folat) amb timina o timi
dina present en el medi, eren mutants thy. Aquests antagonistes són po
tents inhibidors del dihidrofolat reductasa, enzim que catalitza la for
mació de tetrahidrofolat a partir de dihidrofolat. El timidilat sintetasa 
és l'únic enzim, d'entre els que intervenen en reaccions de transferència 
de C1, que consumeix (oxidant-lo) tetrahidrofolat. Per tant, l'acció con
tinuada de l'enzim en presència de l'inhibidor esgota ràpidament les dis
ponibilitats de tetrahidrofolat. I com que aquesta substància (o els seus 
derivats) és necessària en diverses vies metabòliques (iniciació de la síntesi 
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proteica, biosíntesi de purines, metabolisme d'alguns aminoàcids, entre 
altres), el tractament amb aminopterina o trimetoprima determina la 
interrupció de les activitats ceHulars. Però si al medi hi ha timidina, 
aquells mutants espontanis amb tnactivació del timidilat sintetasa reduei
xen enormement llur necessitat de tetrahidrofolat, i el dihidrofolat-reduc
tasa (que no sofreix una inhibició total) pot sintetitzar les quantitats 
catalítiques de tetrahidrofolat requerides per a la resta del metabolis
me 15• L'aminopterina -per raons ben allunyades de la genètica bacte
riana- ha deixat d'emprar-se, i actualment hom utilitza generalment els 
medis amb trimetoprima (8 ¡J,g/ml) i timidina (20-40 !J-g/ml) per a l'aïlla
ment de mutants thy. 

MATERIAL l MÈTODES 

Medis de cultiu 

Durant els diversos experiments, hom utilitzà un medi mínim de glu
cosa i sals minerals descrit per CLARK i MAALOE 5, completament amb els 
substrats necessaris. Hom emprà, també, Nutrient Broth (Difco) i Nutri
ent Agar (Difco) com a medis complets, principalment després de la mu
tagènesi. 

Aïllament de mutants thy i soques utilitzades 

Plaques amb 40 ¡J,g/ml de timidina (Sigma) i 8 !J-g/ml de trimetopri
ma (2,4-Diamino-5-[3,4,5-Trimetoxibencil] Pirimidina) (Calbiochem) foren 
sembrades amb uns 108 bacteris per placa. Després de dos dies foren 
aïllades les colònies resistents a la trimetoprima, i hom provà llur resis
tencia a la droga i dependència de la timidina. D'aquesta manera hom 
pot aïllar tant mutants absoluts thy (que ho són a qualsevol temperatu
ra) com mutants condicionals (que ho són solament a unes temperatures 
dites restrictives). Foren aïllats mutants thy CS (sensibles al fred, que 
podien créixer sense timidina a 37º C i 42° C, però no per sota dels 
30º C) i thy HS (sensibles a la calor, que no poden créixer sense timi
dina per sobre dels 30° C). 

La mutació thy aconseguida a Salmonella typhimurium LT2 (tipus 
salvatge) pot ésser passada a qualsevol altra soca per transducció amb 
diversos bacteriòfags. 

En aquests experiments hom emprà les soques indicades a la taula I, 
pertanyents a la col·lecció del Departament de Bacteriologia de la Uni
versitat de Califòrnia, a Davis. 
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TAULA I 

Soques de S. typhimurium emprades per a la selecció de mutants thy i en Iod després 
de la formació de TMP 

Soca núm. Genotip Fenotip 

JL 1205 pyrCr 502, cdd9, cod8, tppr, Auxòtrof per a l'uracil per da-
udprr, thyr388 munt de 30º C 

Auxòtrof per a la timidina a 
qualsevol temperatura 

JL 1.1133 thyr392 Auxòtrof per a la timidina per 
damunt dels 30º C. A 30° C i 
temperatures inferiors, tipus 
salvatge 

LT2 Salvatge (LT2) Salvatge 

Selecció de mutants defectius en trifosfat de timidina 

El procediment de selecció es basava en la tècnica de BoNHOEFFER i 
ScHAELLER ', amb les modificacions adients per a evitar la mort per ca
rència de timina. 

El darrers passos metabòlics que condueixen a la síntesi de trifos
fat de timidina (TTP) són : 

dUMP --➔ TMP --➔ TDP --➔ TTP 
(I)thy (11) (Ill) 

Al pas (I) hom coneix mutants thy, i ha estat purificat l'enzim i de
terminada la seva activitat, tal com ha estat esmentat. Al pas (11) hom 
coneix l'enzim 14, però no hi han estat citats mutants. Al pas (Ill) hom 
no coneix l'activitat de l'hipotètic enzim (timidina 5'-difosfatkinasa), ni hi 
han estat citats mutants. Prèviament al present treball, en els bacteris no 
havien estat citats enzims (5'-nucleotidasa) que específicament degrades
sin qualsevol dels esmentats intermediaris. 

El mètode utilitzat per a la selecció és el següent: 
1. Incubació en medi mínim 37° C. 
.11. Mutagènesi amb nitrosoguanidina (Eastman-Kodak) 100 (J-g/ml, 

20 min., en les condicions descrites per ADELBERG i coHab. 1• 

3. Expressió fenotípica dels mutants per incubació d'una nit. 
4. Incorporació de 5-bromo-desoxiüridina (50 (J-g/ml), un poderós 

anàleg de la timidina. Per evitar la mort per carència, hom ha assa-
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jat amb èxit l'addició de 2 a 5 ¡.,.g/ml de timidina. La incorporació de 
l'anàleg és molt bona en el cas de JL uo5, a causa dels seus marcadors 
udp (no pot degradar la uridina) i tpp (vegeu fig. 2). 

5. Irradiació amb llum UV d'ona llarga (313 nm). Les cèl·lules que 
contenen l'anàleg en llur ADN són molt més sensibles que les que hi 
tenen només timidina. Aquest fet ofereix la possibilitat de seleccionar 
positivament mutants entre una població amb un gran nombre de cèHu
les salvatges. Temps d'irradiació: _15, 30 i 45 minuts. 

6. Extensió en plaques amb medi mínim de la fracció supervivent. 
Incubació: 36 hores a 30º C. 

7. Còpia en plaques (replica plating) a 20°, 30° i 37° C. 
8. Tria dels mutants condicionals morts per carència de timina. 

RESULTATS l CONCLUSIONS 

Foren aïllats diversos mutants con:dicionals a la temperatura, tant 
HS com CS. Tots ells presentaven el següent fenotip a temperatura res
trictiva: 1) no podien créixer àdhuc amb timidina; 2) no solament no 
creixien sinó que morien, puix que tornats a temperatura permissiva 
no podien recobrar-se; i 3) els pools ceHulars de TTP eren anormalment 
baixos (mesurats per mitjà de la cromatografia de capa prima). 

Entre el mutants sensibles al fred, un GL 1301) tenia el fenotip des
crit, però les activitats in vitro de les seves TMP-cinasa i TDP-cinasa 
eren similars a la soca mare (JL uo5). L'aparent concentració final quasi 
nuHa de TTP (vegeu taula 11) al mutant és en realitat efecte d'una desa
parició dels productes formats, puix que en els primers minuts la síntesi 
de TDP i TTP té una cinètica enzimàtica semblant (taula 11). 

Aquesta baixa concentració de TTP i subsegüent mort per carència 
de timina és produïda per l'activitat d'una TMP 5'-nucleotidasa especí
fica (E.C. 3.1.3.-) que amb la seva activitat supera la capacitat sintè
tica de la timidina-cinasa i fa decréixer significativament la quantitat 
de TMP que va cap a l'ADN. El TMP 5'-nucleotidasa és també present 
a la soca mare, però amb una activitat molt més baixa, i compatible amb 
la vida normal de les cèHules. El temps de generació del mutant a tem
peratura permissiva és molt més llarg. A temperatura restrictiva n'aturen 
el creixement i moren. 

Aquesta nova mutació, denominada provisionalment tmf (mnemotèc
nia: TMP fosfatasa), pot ésser afegida gràficament a la figura 2, suposant 
que el TMP és degradat ràpidament a timidina (la qual cosa fou demos
trada experimentalment per cromatografia de capa prima, on els extrets 
de JL 1301 feien aparèixer una taca de timidina a partir del TMP mar-
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TAULA 11 
Activitat enzimàtica dels extrets de S. typhimurium ]L 1205 (soca original) i ]L r3or 
(mutant) emprant TMP marcat com a substrat. Les xifres indiquen la radioactivitat 

(cpm) mesurada sobre cromatogrames 

Soca Temps de reacció TMP TDP TTP Total Diferència 

JL uo5 o min. 19500 o o 19500 o 
5 18175 u6 948 19349 151 

10 17559 493 1u7 19.1179 UI 

.110 15837 894 1674 18405 1095 
40 1.11935 1400 .11o73 16408 3og.11 
So 99.115 u18 u.114 14367 5133 

uo 7148 .117.118 1758 11634 7866 

JL 1301 o min. 19500 o o 19500 o 

5 16899 u6 488 175°3 1997 
10 13223 .1150 69.11 14165 5335 
.110 10050 518 8.111 11389 8111 
40 6600 880 816 8.1196 11.1104 
So 36.113 1004 5.113 5150 1435º 

uo .11o35 634 174 .11843 16657 

cat) i té, per tant, un efecte oposat al cinasa de la timidina (codificada 
per tdk, vegeu fig . .11). 

La mutació és reversible per transducció amb el bacteriòfag Pu(L4) 
o per reversió espontània. L'activitat de la TMP 5'-nucleotidasa en aquests 
revertents és la mateixa que a la soca mare. Per contra, quan el locus 
thy és el curat per transducció, les cèHules que tenen la nova mutació 
(tmf) encara no poden créixer a temperatura baixa (.110º C). 

Per tant, una soca amb una activitat normal de la timidilato-sintetasa 
pot resultar morta per carència de timina en presència d'aquesta. Aquest 
fenotip pot ésser explicat per una nova mutació que codifica una alta 
velocitat de degradació del TMP sintetitzat per les cèHules. 
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