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INTRODUCCIO

La timina (j-metil, 2,4-dioxipirimidina), la timidina (1-8-D-2-desoxi-
ribofuranosiltimina) i els seus nucledtids normals (5'mono-, di- i trifosfat
de desoxiribosiltimina) presenten la particularitat que llurs ribosil-deri-
vats equivalents no sén metabolits normals de les c¢Hules. La timina és,
doncs, "inica base nitrogenada distintiva de I’ADN, i aix06 ha de tenir
unes raons evolutives concretes i determinables . Hi ha, perod, excep-
cions d’aquesta regla quasi universal: I'ADN d’alguns bacteriofags de
Bacillus subtilis®>® té uracil en comptes de timina, i els ARN de trans-
feréncia ® tenen alguns monomers de ribotimina (figura 1).

L’abséncia al pool ceHular de quantitats significatives de nucledtids
de ribotimina implica que la biosintesi dels fosfats de la desoxitimidina
deu requerir mecanismes particulars, on no participa I’enzim ribonucleo-
sid-difosfat reductasa, que catalitza la reduccié dels quatre difosfats de
ribonucledsid més comuns (ADP, GDP, UDP i CDP) en els 2’-desoxiri-
bosil corresponents.

Ja el 19547, Friedkin i Kornberg descriviren a Escherichia coli un en-
zim, ,timidilat sintetasa, que catalitzava una metilacié del monofosfat des-
oxiribouracil (dUMP) en ¢l monofosfat de timidina (TMP), depenent de
I'acid tetrahidrofolic:

Mg+
dUMP + Ns, Nw-metenil-tetrahidrofolat —— TMP + dihidrofolat

* Treball dut a terme al Departament de Bacteriologia de la Universitat de Califor-
nia, a Davis.
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Durant la transferéncia, l'unitat d'un carboni és reduida al grup me-
til de la timina, i resta dihidrofolat com a segon producte de la reaccié.
El tetrahidrofolat actua, en conseqii¢ncia, tant com a portador de la
unitat C1 com d’agent reductor. La metilaci6 de I'acid desoxiiiridilic ha
estat objecte d’una investigacié intensiva per FRIEDKIN i coHaboradors®

Les lletres cursives sota alguns dels canvis quimics dels intermediaris
simbolitzen els gens que codifiquen I'enzim que catalitza la reaccié, i que
han estat localitzats al mapa cromosdmic bacterid. Per a llur denomina-
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FIG. 1. — A l'esquerra, estructura del nucleotid de timina que forma

part de la cadena de I'’ADN per mitja de la polimeritzacié 5’ —> 3’ de

molécules similars. A la dreta, estructura del nucledtid de ribosil-timi-
na, que es troba als ARN de transferéncia

ci6 hom segueix, com per a la resta de la nomenclatura génica d’aquest
treball, les indicacions de DEMEREC et al.?

Genética de la sintesi del monofosfat de timidina

La principal diferenciacié entre les vies metabodliques que produei-
xen els nucledtids de purina o pirimidina és el moment de sintesi de
I’enllag N-glucosidic. Mentre que en el cas de les purines és establert aviat
(i abans de la sintesi de I'anell purinic), en el de les pirimidines cal la
prévia sintesi de I'anell (icil orotic) per I'acoblament de la ribosa activa-
da. El procés és controlat a E. coli i Salmonella typhimurium per sis en-
zims codificats pels gens pyrd, pyrB, pyrC, pyrE i pyrF, Idltim dels
quals descarboxila I'orotidina p’-fosfat a acid uridilic (UMP), el producte
central de les pirimidines com a substrats dels acids nucleics.
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L’acid timidilic podria ésser sintetitzat a partir d'UMP, bé per una
reduccié a la ribosa seguida d’una metilaci6 a l'anell pirimidic o bé
per una metilaci6 seguida de reducci6. El descobriment de FRIEDKIN i la
resta d’investigadors de les vies d'interconversié de les pirimidines * mos-
tra la validesa de la primera alternativa (figura 2). La via acomplerta
de novo per l'acid timidilic a S. typhimurium comprén la formaci6 pre-
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FiG. 2. — Intermediaris i loci que intervenen en la produccié de
monofosfat i trifosfat de timidina. Explicaci6 al text

via del trifosfat de desoxicitidina, almenys pel que fa al 809, del TMP
produit:

UMP —— UDP —— UTP CTP CDhP dCDP
pyrG ndr
—> dCTP —— dUTP —— dUMP —— TMP
paxA thy

ja que I'inica via coneguda per a la formacié de nucleotids de citidina
comprén I'aminacié d’'UTP per I'enzim CTP-sintetasa, producte de pyrG
a S. typhimurium. Una via alternativa més curta, que proporciona una
petita part del TMP, comprén la reducci6 directa de 'UDP a dUDP:

UMP ——> UDP dUDP dUTP ——> dUMP——> TMP
pyrH ndr thy

Indubtablement, als diferents organismes i en diferents condicions
metaboliques existeixen possibles derivats d’aquestes vies. Per exemple,
E. coli, després de la infeccié pels bacteriofags T-pars, pot manifestar
una elevada activitat desaminasica convertint directament el dCMP a
dUMP®* ®,
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Mort per caréncia de timina

El fenomen de la mort bacteriana per manca de timina (thymineless
death) és conegut fa temps® a E. coli, perd encara no ha estat explicat
satisfactoriament. Quan soques auxotrofes per a la timina s6n privades
d’aquest substrat en un medi complet pel que fa als altres nutrients, les
ct¢Hules comencen a morir en nombre cada vegada més gran. Es un feno-
men exclusiu de la timina, puix que les soques auxotrofes per a d’altres
substancies (incloent-hi totes les altres pirimidines i purines, aminoacids
i vitamines) no poden créixer en medis dels quals ha estat retirat el fac-
tor en qiiesti6, perd poden recobrar la capacitat de creixement quan hi
és afegit de nou. MALOE # utilitzd soques auxotrofes en les quals era pos-
sible de bloquejar selectivament i independentment la sintesi d’ADN,
o de proteina o d’ARN, per exemple E. coli 15TAU (la qual requereix
timina, arginina i uracil). Si les céHules sén privades alhora dels tres fac-
tors, una fracci6 important d’elles és immune a la mort per caréncia de
timina. Dit d’una altra manera: sota condicions de sintesi inhibida de pro-
teina i ARN, alguna part de la poblacié no resulta afectada. Aquesta
fracci6 immune presenta dues caracteristiques importants: 1) si els su-
pervivents sén incubats durant un temps curt en un medi complet i des-
prés transferits a un altre sense suplements, la majoria sén ara sensibles
a la mort per caréncia de timina; i 2) després de tornar al medi complet,
la poblacié presenta un grau elevat de sincronia divisional. Aquests foren
els experiments capitals® per a afirmar que la sintesi proteica era neces-
saria per a iniciar la nova replicaci6 de 'ADN, per6 no perqué¢ aquesta
continués una vegada iniciada. Hom postula que la mort per caréncia de
timina era ocasionada per «algun error irreparable durant l'intent de
sintesi de 'ADN» .Aquesta solucié, més aviat semantica, no ha pogut és-
ser superada, puix que l’abséncia de timina solament és letal per a
IADN que ja es va dividint, i no per les c¢Hules que han interromput
la sintesi ’ADN en el punt de comencament per la manca de les pro-
teines necessaries per a la iniciacié.

Localitzacio genética de la mort per caréncia de timina

Poc després del descobriment del timidilat sintetasa hom demostra?
que els dos unics mutants que requerien timina a 'abast en aquell mo-
ment, E. coli 15 T i E. coli B3, no tenien actiu I'esmentat enzim. En els
mutants condicionals sensibles al calor aillats posteriorment, ha pogut és-
ser demostrada ® una disminucié de fins el 98-99 9, de I'activitat enzima-
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 auxotrofia per a la timina, és tini-
cament el primer, denominat en I'actualitat thy o bé thyd, el que codi-
fica la proteina timidilat sintetasa i determina requeriments alts de ti-
mina (uns 10 pg/ml).

El gen thy es troba entre les 7 i les 8 hores dels mapes genétics
d’E. coli i S. typhimurium, al minut 55 d’E. coli i al g1 de S. typhimu-
rium ™%, i fins ara era 1'inic les mutacions del qual originaven auxo-

Salmonella

typhimurium

Fic. 3. — Localitzacié aproximada al mapa d’Escherichia coli i Salmonella

typhimurium d’alguns dels loci que controlen les vies metaboliques de sin-

tesi de TMP i d’altres que intervenen directament en la sintesi o repara-

ci6 de I'ADN. Les xifres indiquen la distincia en minuts des de 1'origen
convencional

trofia per a quantitats importants de timina; l'abséncia d’aquestes de-
terminava la mort per caréncia.

Evidentment, l'aillament de mutants thy no pot tenir lloc per contra-
seleccié en poblacions mutagenitzades, puix que els mutants també mo-
ririen per manca de timina. Aquesta dificultat resultd superada quan
hom descobri que una gran part dels mutants espontanis resistents a I'a-
minopterina o trimetoprima (antagonistes del folat) amb timina o timi-
dina present en el medi, eren mutants thy. Aquests antagonistes sén po-
tents inhibidors del dihidrofolat reductasa, enzim que catalitza la for-
macié de tetrahidrofolat a partir de dihidrofolat. El timidilat sintetasa
és I'inic enzim, d’entre els que intervenen en reaccions de transferéncia
de G, que consumeix (oxidant-lo) tetrahidrofolat. Per tant, ’acci6 con-
tinuada de I'enzim en preséncia de I'inhibidor esgota rapidament les dis-
ponibilitats de tetrahidrofolat. I com que aquesta substincia (o els seus
derivats) és necessaria en diverses vies metaboliques (iniciacié de la sintesi
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proteica, biosintesi de purines, metabolisme d’alguns aminoacids, entre
altres), el tractament amb aminopterina o trimetoprima determina la
interrupcié de les activitats ceHulars. Perd si al medi hi ha timidina,
aquells mutants espontanis amb inactivacié del timidilat sintetasa reduei-
xen enormement llur necessitat de tetrahidrofolat, i el dihidrofolat-reduc-
tasa (que no sofreix una inhibicié total) pot sintetitzar les quantitats
catalitiques de tetrahidrofolat requerides per a la resta del metabolis-
me . L’aminopterina —per raons ben allunyades de la genetica bacte-
riana— ha deixat d'emprar-se, i actualment hom utilitza generalment els
medis amb trimetoprima (8 pg/ml) i timidina (20-40 pg/ml) per a lailla-
ment de mutants thy.

MATERIAL 1 METODES

Medis de cultiu

Durant els diversos experiments, hom utilitzA un medi minim de glu-
cosa i sals minerals descrit per CLARK i MAALOE %, completament amb els
substrats necessaris. Hom empra, tamb¢, Nutrient Broth (Difco) i Nutri-
ent Agar (Difco) com a medis complets, principalment després de la mu-
tageénesi.

Aillament de mutants thy i soques utilitzades

Plaques amb 40 pg/ml de timidina (Sigma) i 8 pg/ml de trimetopri-
ma (2,4-Diamino-5{3,4,5-Trimetoxibencil] Pirimidina) (Calbiochem) foren
sembrades amb uns 10° bacteris per placa. Després de dos dies foren
aillades les colonies resistents a la trimetoprima, i hom prova llur resis-
tencia a la droga i dependéncia de la timidina. D’aquesta manera hom
pot aillar tant mutants absoluts thy (que ho sén a qualsevol temperatu-
ra) com mutants condicionals (que ho sén solament a unes temperatures
dites restrictives). Foren aillats mutants thy CS (sensibles al fred, que
podien créixer sense timidina a §7° C i 42° C, perd no per sota dels
30° C) i thy HS (sensibles a la calor, que no poden créixer sense timi-
dina per sobre dels 30° C).

La mutacié thy aconseguida a Salmonella typhimurium LTz (tipus
salvatge) pot ésser passada a qualsevol altra soca per transduccié amb
diversos bacteriofags.

En aquests experiments hom empra les soques indicades a la taula I,
pertanyents a la coHecci6 del Departament de Bacteriologia de la Uni-
versitat de California, a Davis.
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Taura 1

Soques de S. typhimurium emprades per a la seleccié de mutants thy i en loci després
de la formacio de TMP

Soca num. Genotip Fenotip

JL 1205 pyrCrs02, cddg, cod8, tppr, Auxotrof per a l'uracil per da-
udprr, thyr388 munt de 30° C
Auxotrof per a la timidina a
qualsevol temperatura

JL 1233 thyr3gz Auxotrof per a la timidina per
damunt dels 30°C. A 30°C i
temperatures inferiors, tipus
salvatge

LTz Salvatge (LTz) Salvatge

Seleccio de mutants defectius en trifosfat de timidina

El procediment de seleccié es basava en la técnica de BONHOEFFER i
ScHAELLER Y, amb les modificacions adients per a evitar la mort per ca-
réncia de timina.

El darrers passos metabolics que condueixen a la sintesi de trifos-
fat de timidina (TTP) s6n:

dUMP ———> TMP > TDP TTP
(I)thy (1) (I11)

Al pas (I) hom coneix mutants thy, i ha estat purificat I’enzim i de-
terminada la seva activitat, tal com ha estat esmentat. Al pas (II) hom
coneix l'enzim ™, perd no hi han estat citats mutants. Al pas (III) hom
no coneix l'activitat de I'hipotétic enzim (timidina y'-difosfatkinasa), ni hi
han estat citats mutants. Préviament al present treball, en els bacteris no
havien estat citats enzims (3"-nucleotidasa) que especificament degrades-
sin qualsevol dels esmentats intermediaris.

El meétode utilitzat per a la seleccid és el segiient:

1. Incubacié en medi minim g5° C.

2. Mutagenesi amb nitrosoguanidina (Eastman-Kodak) 100 pg/ml,
20 min,, en les condicions descrites per ADELBERG i coHab.®.

3. [Expressié fenotipica dels mutants per incubacié d’'una nit.

4. Incorporacié de p-bromo-desoxiiiridina (50 pg/ml), un poderés
anileg de la timidina. Per evitar la mort per caréncia, hom ha assa-
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jat amb éxit I'addici6 de 2 a 5 pg/ml de timidina. La incorporaci6 de
I'anileg és molt bona en el cas de JL 1205, a causa dels seus marcadors
udp (no pot degradar la uridina) i tpp (vegeu fig. 2).

5. Irradiacié amb llum UV d’ona llarga (313 nm). Les c¢Hules que
contenen l'anidleg en llur ADN sén molt més sensibles que les que hi
tenen només timidina. Aquest fet ofereix la possibilitat de seleccionar
positivament mutants entre una poblacié amb un gran nombre de c¢Hu-
les salvatges. Temps d’irradiacié: 15, 30 i 45 minuts.

6. Extensi6 en plaques amb medi minim de la fraccié supervivent.
Incubacié: g6 hores a go° C.

7. Copia en plaques (replica plating) a 20°, 30° i 37° C.

8. Tria dels mutants condicionals morts per caréncia de timina.

RESULTATS 1 CONCLUSIONS

Foren aillats diversos mutants condicionals a la temperatura, tant
HS com CS. Tots ells presentaven el segiient fenotip a temperatura res-
trictiva: 1) no podien créixer adhuc amb timidina; 2) no solament no
creixien siné que morien, puix que tornats a temperatura permissiva
no podien recobrar-se; i g) els pools ceHulars de TTP eren anormalment
baixos (mesurats per mitja de la cromatografia de capa prima).

Entre el mutants sensibles al fred, un (JL 1301) tenia el fenotip des-
crit, perd les activitats in vitro de les seves TMP-cinasa i TDP-cinasa
eren similars a la soca mare (JL 1205). L’aparent concentraci6 final quasi
nuHa de TTP (vegeu taula II) al mutant és en realitat efecte d’'una desa-
paricié dels productes formats, puix que en els primers minuts la sintesi
de TDP i TTP té una cinética enzimatica semblant (taula II).

Aquesta baixa concentracié de TTP i subsegiient mort per caréncia
de timina és produida per l'activitat d'una TMP p5’nucleotidasa especi-
fica (E.C. 3.1.3.—) que amb la seva activitat supera la capacitat sinte-
tica de la timidina-cinasa i fa decréixer significativament la quantitat
de TMP que va cap a ’ADN. El TMP p’nucleotidasa és també present
a la soca mare, perdo amb una activitat molt més baixa, i compatible amb
la vida normal de les c¢Hules. El temps de generacié del mutant a tem-
peratura permissiva és molt més llarg. A temperatura restrictiva n’aturen
el creixement i moren.

Aquesta nova mutacié, denominada provisionalment tmf (mnemoteéc-
nia: TMP fosfatasa), pot ésser afegida graficament a la figura 2, suposant
que el TMP és degradat rapidament a timidina (la qual cosa fou demos-
trada experimentalment per cromatografia de capa prima, on els extrets
de JL 1301 feien aparéixer una taca de timidina a partir del TMP mar-
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Taura IT

Activitat enzimdtica dels extrets de S. typhimurium JL 1205 (soca original) i JL rjor
(mutant) emprant TMP marcat com a substrat. Les xifres indiquen la radioactivitat
(cpm) mesurada sobre cromatogrames

Soca Temps de reacci6  TMP TDP TTP Total Diferéncia

JL 1205 0 min. 19500 o o 19500 o
5 18175 226 948 19349 151

10 17559 493 1227 19279 221

20 15887 894 1674 18405 1095

40 12035 1400 2073 16408 3092

8o 9925 2218 2224 14367 5183

120 7148 2728 1758 11634 7866

JL 1301 0 min. 19500 o o 19500 o
5 16899 116 488 17503 1997

10 13223 250 692 14165 5335

20 10050 518 821 11389 8111

40 6600 880 816 8296 11204

8o 3623 1004 523 5150 14850

120 20385 634 174 2843 16657

cat) i té, per tant, un efecte oposat al cinasa de la timidina (codificada
per tdk, vegeu fig. 2).

La mutacié és reversible per transducci6 amb el bacteridfag P22(L4)
o per reversié espontania. 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 transducci6, les c¢Hules que tenen la nova mutacié
(tmf) encara no poden créixer a temperatura baixa (20° C).

Per tant, una soca amb una activitat normal de la timidilato-sintetasa
pot resultar morta per caréncia de timina en preséncia d’aquesta. Aquest
fenotip pot ésser explicat per una nova mutacié que codifica una alta
velocitat de degradaci6 del TMP sintetitzat per les c¢Hules.

Agraiments
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sobretot pel que fa a la preparacié de les figures i a la recerca biblio-
grafica.
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