PAPER DELS NUCLEOTIDS MONOFOSFAT CICLICS EN
LA REGULACIO DEL METABOLISME DELS BACTERIS

Article basat en la comunicacié presentada a la Sessié Ordinaria
del 20 de novembre de 1980.

per

RICARD GUERRERO, JORDI BARBE
i JOAN-ALBERT VERICAT

Departament de Microbiologia i Institut de Biologia Fonamental.
Universitat Autonoma de Barcelona

SUMMARY

Cyclic nucleotides, particularly adenosine 3',5-monophosphate (cAMP)
and guanosine 3',5'-monophosphate (¢cGMP) are found in all eucaryotic
organisms and in a great number of procaryotic cells. It is very impor-
tant to know how cyclic nucleotides act controlling the different cel-
lular responses. Some aspects are so understood, but others are still
obscure. The molecular mechanisms involved and some of the physio-
logical consequences of changes in levels of cAMP and ¢cGMP are diffi-
cult to understand, and, even in the well known bacterium Escherichia
coli, some of them are not very clear.

In this review we survey the present knowledge of the best known
metabolic and physiological responses coordinated by cAMP in pro-
caryotes. The first one is catabolite repression, where the role plaved
by cAMP is well known. Two less understood phenomena related to
catabolite repression are inducer exclusion and regulation of transcrip-
tion. We also review the different hypothesis about how cAMP cellular
levels are regulated, namely the effect of cAMP synthesis and degrada-
tion, in the light of recent experiments. In addition, other functions
regulated by cAMP are discussed, whose mechanisms are still obscure
both in Escherichia coli and in other microorganisms. Finally, a possi-
ble role of cGMP and other cyclic nucleotides in microorganisms which
lack cAMP is proposed.

En aquest treball hom presenta una revisio sobre els coneixements
que fins ara s’han aconseguit sobre el paper dels nucleotids monofosfat
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ciclics en la regulacié del metabolisme batteria, principalment I'AMP
ciclic (AMPc). Es passara revista a la major part de les activitats biolo-
giques on participa ’AMPc. També sera comentada la funcié biologica
d’altres molecules, com ara el GMP ciclic o el ppGpp, ja que existeixen
dades experimentals que indiquen que, en ocasions, poden participar
juntament amb I'AMPc en la regulacié de diferents activitats metabo-
liques. Veurem, al llarg de la revisid, que tota la fisiologia cellular bac-
teriana gira al voltant d'aquesta petita molécula efectora.

El coneixement de l'accié de I'AMPc és de gran importancia per a
resoldre els problemes que presenta la biologia actual, malauradament,
si bé se sap que els nucleotids ciclics (en especial 'AMPc) son substan-
cies fonamentals per a la regulacié de un gran nombre de funcions bio-
logiques i que es troben en la major part d’espécies procariotiques, i en
la totalitat de ceHules eucariotes, poc se sap, en profunditat, sobre llur
accié molecular, adhuc en un bacteri tan ben conegut com Escherichia
coli. En altres procariotes, com a molt, solament s’ha detectat la seva
preséncia o abseéncia i la resposta fisiologica obtinguda en afegir-les al
medi de cultiu.

MECANISME D'ACCIO DE L'AMP ciCLIC

El model d'accié de 'AMPc a E. coli s’ha desenvolupat, principal-
ment, amb I'estudi de l'oper6 de la lactosa. En forma resumida, i neces-
sariament esquematica, pot dir-se que I'AMPc actua mitjangant una
proteina receptora o acceptora d’ell mateix (CRP o CAP: de l'anglés, pro-
teina receptora o acceptora de I'AMPc). Aquesta proteina té dos llocs
o centres de reconeixement diferents, I'un per a I'AMPc i l'altre per
I’ADN. Reforca aquesta hipotesi l'existéncia de mutants d’E. coli resis-
tents a l'accié de la proteina CRP que tenen transicions de bases (AT per
GC, o viceversa) en una regié de l'operé de la lactosa situada a uns
seixanta parells de bases de distancia del lloc d'inici de la transcripcié
(Gilbert et al., 1976).

En presécia de I'AMPc, la proteina CRP s'activa i tendeix a unir-se
a seqiiéncies especifiques de I'’ADN, permetent la unié de 'ARN polime-
rasa a I'ADN i la posterior transcripcié de I'ADN en una regié situada
entre 30 i 50 nucleotids més enlla del lloc d'unié de la proteina CRP
activa a I'’ADN (fig. 1A).

La proteina CRP es troba lliure en el citoplasma celular i tendeix a
unir-se amb una certa freqiiencia i de forma inespecifica a I’ADN. No-
més quan interacciona amb I'’AMPc s'incrementa l'afinitat per zones
especifiques del mateix ADN, per a permetre la transcripcié, tal com
s’ha comentat abans (fig. 1B).
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Fi6. 1.— Segiiéncia nucleotidica de la regio reguladora d'un operd -catabolic.

A. El lloc de reconeixement de I'’ARN polimerasa es troba situat després i al costat

del lloc de reconeixement de la proteina CRP, la qual és activada mitjangant I’AMPc.

B. Seqiiencia d'esdeveniments que comporten la transcripcié d'un operd catabolic.

En primer lloc, la proteina CRP activada per I'AMPc ha d'unir-se a la regi6 CRP

del gen promotor de l'operd. D'aquesta forma és permesa la unié de I'ARN polimerasa

i la posterior desestabilitzacié de la doble cadena d’ADN, de forma que s'inicia la
transcripcio.
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Fic. 2. — Efecte de la concentracié d'AMPc sobre l'activitat de dos enzims catabolics.

Es representen les activitats de dos enzims (j-galactosidasa i arabinosa isomerasa)

en funcié de diferents dosis d’AMPc. Hom pot veure que l'enzim [-galactosidasa (@)

respon a concentracions d’AMPc inferiors a les necessaries per a activar la sintesi
de l'enzim arabinosa isomerasa (A).

L'afinitat que presenta la proteina CRP activa és diferent per a cada
tipus d'operé (fig. 2). Aquest fenomen suggereix que, donat que la pro-
teina CRP és unica (no s’han trobat proteines receptores del catabolit
diferents per a operons diferents), els complexos AMPc-CRP sempre
estaran en equilibri amb llurs constituents, amb independéncia de les
condicions de creixement. Donat que la proteina CRP es troba en excés,
en augmentar la concentracié d’AMPc l'equilibri es desplagara cap a la
formacié del complex AMPc-CRP, permetent l'expressié d’operons que
presenten més dificultat per a interaccionar amb la proteina CRP ac-
tiva. Queda clar, doncs, que el funcionament de la proteina CRP té una
gran importancia per a la célula, ja que els mutants que sén incapagos
de sintetitzar-la o que la sintetitzen de forma inactiva o errdnia creixen
de forma defectuosa, fins i tot en medis molt rics (De Robertis et al.,
1973).
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REPRESSIO PER CATABOLIT

La repressiéo per catabolit és un fenomen que es déna quan es fa
créixer un cultiu d’E. coli ensems amb glucosa i una font de carboni
més pobra; és evident que en aquest moment esta present la moléecula
inductora (la lactosa en el cas de la induccié de la f-galactosidasa) pero
el sistema no sera induit, ja que existeix prou concentracié de glucosa
per a ésser catabolitzada per a l'obtencié d’energia. Es ben conegut que
la concentracié d’AMPc es troba en funcié de la concentracié de la font
de carboni a disposicio de la cellula (Epstein et al., 1975). En qualsevol
cas, el sistema de regulacio és molt més complex i es van trobant dades
experimentals que indiquen l'existéncia de més factors, a part del com-
plex AMPc-CRP, responsables en conjunt de la repressié per catabolit.

Travers (1975) va demostrar que la subunitat sigma de 'ARN poli-
merasa €s important en la repressio per catabolit en mutants cya (inca-
pacos de formar I'’AMPc per abséncia de l'enzim adenilat ciclasa).

Aixi mateix, s’ha detectat l'existéncia d'un factor modulador del ca-
tabolit (CMF) (Dessein et al., 1978), el qual desencadena la repressio per
catabolit en bacteris amb delecions en cya i amb mutacions en crp
(que donen una proteina CRP sense afinitat pel seu substracte, '’AMPc).
Aquest factor modulador del catabolit actuaria sobre la proteina CRP
impedint la seva interaccio amb les regions promotores especifiques de
I'’ADN i inhibint, per tant, la transcripcié posterior. Aixi, segons aquests
mateixos autors, l'accié de I'AMPc i del CMF sobre la dita proteina se-
rien independents entre si, i d'efecte contrari, i permetrien una regula-
ci6 molt més fina de l'expressio de les funcions sotmeses a repressio
per catabolit.

Aquesta darrera idea es veu reforgada pels treballs de Fraser i Ya-
mazaki (1979), que han trobat que si bé existeix una relacio directa entre
la produccié de f(3-galactosidasa i la concentracié intracelular d’AMPc,
és possible d'obtenir en una mateixa soca bacteriana, en condicions di-
ferents de cultiu, nivells d’aquests enzims molt diferents per a concen-
tracions similars d’AMPc intern. Aquest fet suggereix que I'AMPc pot
no ser I'inic regulador en la produccié de (-galactosidasa. Per tant, és
evident la necessitat d’'una millor caracteritzacié del factor modulador
del catabolit.

Juntament amb I'AMPc existeixen altres factors que poden interac-
cionar amb la proteina CRP: l'acid indol-acétic i l'acid imidazol-acétic
poden substituir 'AMPc per a l'expressio de l'operé de l'arabinosa (Kline
et al., 1980). En l'expressié de la f-galactosidasa es troben situacions
similars. Per tant, s’ha suggerit que la repressié per catabolit €s una
conseqiiéncia, en part, de les relacions existents entre les capacitats
cataboliques i anaboliques de la céHula en un moment donat del cicle
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Taura 1. — Efecte de diferents fonts de carboni sobre la velocitat de sintesi de
3-galactosidasa, niveli d’AMPc i activitat adenilat ciclasa.

Conc. Total AMPc

pmol/mg pes sec Activitat
Font de 3-galactosidasa adenilat ciclasa
Carboni U/mg F. Expon. F. Estac. pmol/min/mg prot.
Glucosa 6P 2000 130 2500 46
Glucosa 2500 160 1900 51
Glicerol 6200 1200 1900 25
Succinat 7500 1680 2800 21

L'enzim §-galactosidasa va ésser induit amb isopropil-tiogalactosid (IPTG)

1 mM, que és un analeg no metabolitzable de la lactosa; 'AMPc fou determinat

amb la técnica habitual de radio-imunoassaig i les activitats ciclasa ho han
estat segons la tecnica de Harwood i Peterkofsky (1975).

celular. Aixi doncs, és clara l'existéncia d’altres elements de control, a
part del complex format per 'AMPc i la proteina CRP, que controlarien
uns operons pero no altres: una comparacié de l'efecte de ’AMPc sobre
la inducci6 de la triptofanasa i la $-galactosidasa en E. coli mostra que
diferents combinacions en la font de carboni inhibeixen la sintesi del
primer enzim mentre que estimulen la induccié de la B-galactosidasa
en nivells diferents (Botsford, 1975). Un resum d'aquests resultats s’in-
dica en la taula 1, on es mostra l'activitat de la B-galactosidasa en relaci6
amb el nivell d’AMPc, tant en la fase de creixement exponencial com en
la fase estacionaria, mesurat segons la técnica habitual del radio-immu-
noassaig.

ExcLus16 DE L'INDUCTOR

La inhibicié de Ja induccié d’un enzim per una segona font de car-
boni pot ésser una consegiiencia de la inhibicié en el transport de la
molécula inductora. Aixi, la glucosa inhibeix el transport de la maltosa,
galactosa, manosa, xilosa, arabinosa, i glicerol (McGinnis i Paigen, 1973).
No es coneix amb precisié la forma en qué es déna aquesta exclusié
pero s’hi troba afectada la sintesi de 'AMPc. Sembla que en tenir lloc
el transport actiu d'un sucre de primer ordre com la glucosa, aquesta
¢és fosforilada a costa del fosfat ric en energia del fosfoenolpiruvat
(PEP), de manera que en aquesta situacié l'adenilat ciclasa no és ac-
tiva i en conseqiiéncia el nivell d’AMPc en l'interior de la céHula dismi-
nueix, pel qual s'atura la transcripcié de certs operons. Aquesta hipotesi
sobre la formacié de I'AMPc sera descrita amb més detall en l'apartat
corresponent.
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PAPER DE L'AMP CICLIC EN LA REGULACIO DE LA TERMINACIO
DE LA TRANSCRIPCIO

En els operons fins ara coneguts, les proteines individuals codificades
en I’ADN sén transcrites a un ARN missatger policistronic, expressant-se
de forma coordinada. Jacob i Monod (1961) varen definir la polaritat
com el fenomen en el qual els gens proximals amb respecte a 'origen
de lectura s’expresaven amb més intensitat que els distals. S’ha sugge-
rit que aquest fenomen esta relacionat amb l'existéncia de senyals de
terminaci6é de la transcripcié avangades en la seqiiencia de ’ADN. Sem-
bla que el complex AMPc-CRP impideix la terminacié prematura de la
transcripcié estabilitzant I'’ARN polimerasa; aquest fet ve suportat per
dades experimentals que indiquen que es troben zones de reconeixement
del complex AMPc-CRP en els operons policistronics. Per altra banda,
també s'ha descrit que el complex AMPc-CRP inhibeix, directament o
indirectament, 'expressié o l'activitat de la subunitat rho de I'ARN-po-
limerasa, que intervé directament en la terminacié de la transcripcio.

Evidentment, el sistema regulador de la transcripcié és encara molt
més complicat, ja que esta ben demostrat que els productes de l'accié
metabolica dels enzims catabolics actuen també en la regulacié de l'ac-
cié i/o expressio de la subunitat rho. D’aquesta forma s’aconsegueix un
sistema que pot respondre a un gran nombre de petites variacions en
les condicions del medi.

REGULACIO DELS NIVELLS D'AMP CICLIC EN
Escherichia coli 1 Salmonella typhimurium

Els nivells d’AMPc intracellular poden estar regulats per tres siste-
mes diferents: excrecié de I'AMPc, degradacié del nucleotid fosforilat
per l'enzim AMP ciclic fosfodiesterasa i, en tercer lloc, l'activacié (o
inhibicié) de l'activitat adenilat ciclasa. Es evident que totes elles
actuen ensems en funcié de l'estat fisiologic de la ceHula.

Un primer factor que participa en el manteniment del-nivell intra-
cellular d’AMPc és el transport actiu del nucleotid cap a l'exterior. En la
figura 3 es pot veure que el nucleotid no és excretat al medi fins que
el bacteri no es troba en plena fase exponencial de creixement, quan es
cultiva en un medi ric com és el medi LB. Durant la fase inicial del
creixement s'acumula I'’AMPc, per baixar després, possiblement per es-
gotament de nutrients, el qual faria que no fossin necessaris els enzims
regulats per certs operons. Pot veure’s que la taxa d’alliberament de
I’AMPc és constant i que segueix una cinética equivalent a la de la corba
de creixement; també es pot veure que, contrariament al que hom po-
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Fi16. 3. — Nivells d’ATP, d’AMPc intracellular i d'AMPc extracellular segons la fase

de creixement. Es representa la cinética de creixement d’Escherichia coli en medi

ric. La sintesi d’ATP () intraccHular esta expresada en ng ml ' de cultiu, mentre

que els nivells d’AMPc intraceHar (V) i extracelular (A) estan expressats en

ng ml ' (x 10 ). La corba (O) mostra la cinética de ereixement del cultiu mesurada
en forma de densitat optica.

dria esperar si I'ATP participés en la regulacié de la transcripcié com
a senyal de manca o preséncia d'energia, el nivell d’ATP segueix la
cinetica de creixement celular. Aixi, és clar que en un creixement a
expenses d'un sucre i quan el cultiu es troba en fase exponencial de
creixement, els nivells de 'AMPc venen determinats per la velocitat de
sintesi del mateix nucleotid o de I'activitat adenilat ciclasa. No creiem
que la taxa d'alliberament de I'AMPc es modifiqui en funcié del sucre
que s'utilitzi per a fer creixer els cultius puix la funcié del rucledtid és
prou rapida com per a qué no sigui necessari el seu alliberament en
forma activa per a anullar el seu efecte.

L’AMPc pot ésser degradat per I'enzim AMP ciclic fosfodiesterasa.
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Aquest enzim s’ha trobat a Serratia marcescens i E. coli, i s’ha detectat
la seva activitat a Klebsiella pneumoniae i K. aerogenes. Es un enzim
que no presenta notables diferéncies filogenétiques i que no es veu afec-
tat per les condicions de cultiu. Botsford (1981) ha indicat que la con-
centracié d'AMPc és perfectament comparable en soques salvatges i en
els mutants cpd (incapacgos de degradar 'AMPc per abséncia de I'AMPc
fosfodiesterasa) en cultius de Salmonella typhimurium, mentre que en
aquests mateixos mutants d’E. coli s'acumula fins a concentracions real-
ment elevades (Alper i Ames, 1973). De tot aix0 tant sols es pot deduir
que la importancia de la degradacié de 'AMPc és encara poc coneguda
i queda molt per fer; no existeixen proves experimentals clares que
expliquin les diferéncies dels nivells intracelulars d’AMPc quan el bac-
teri creix amb fonts de carboni diferents.

El tercer punt on es pot trobar el nus principal de la regulacié del
nivell d’AMPc en la célula és l'estudi de l'activitat adenilciclasa. L'es-
tructura d'aquest enzim és poc coneguda, a l'igual que la del seu homo-
nim eucariotic. En experiments portats a terme per Tao i Lipmann
(1969) es va suggerir que aquest enzim estava associat a la membrana
citoplasmatica, perd Yang i collaboradors (1979) han purificat la adeni-
lat ciclasa d'E. coli de la fraccio soluble d’homogeneitzats cellulars. No
es coneix la seva estructura terciaria perd esta demostrat que el seu
substracte és I'ATP; en aquest moment esta en discussio si el GTP també
pot ésser.substracte de l'enzim (Shibuya et al., 1977).

Sembla que existeix una regulacié depenent de la proteina CRP so-
bre la funcié adenilciclasa (Majerfeld et al, 1981) a nivell de 'expressio
génica i, indirectament, mitjangant l'activitat enzimatica. Existeixen evi-
dencies experimentals que indiquen que aquesta regulacié, en part, es
porta a terme en la transcripcié o traduccié de la mateixa adenilciclasa
o, de ser un polimer, en alguna de les subunitats reguladores. Aquests
mateixos autors han suggerit que la proteina CRP podria actuar com a
repressor de cya. En aquest sentit s’ha aillat un mutant de regulacié
de l'adenilciclasa, cyaRl; aquesta mutacio és recessiva i resulta elimi-
nada per mutacions existents en el gen crp. A més, aquesta darrera mu-
tacié permet la no repressié d’operons en soques on s’ha delecionat el
gen cya. Aquests resultats estarien d'acord amb un sistema regulador
realment complicat on podria existir, per exemple, una subunitat regu-
ladora (activadora) de l'adenilciclasa que estaria controlada per la pro-
teina CRP. També és possible que la proteina CRP pugui formar per
si mateixa part d'un complex regulador que afectaria directament l'ac-
tivitat de la ciclasa, aixi com que exerciria un control negatiu sobre l'ex-
pressié de l'enzim.

Amb tot aixd veiem que cap dels mecanismes proposats pot explicar
per si mateix la regulacio del nivell d’AMPc intracellular. L'activitat fos-
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Fic. 4. — Model per a la regulacio de la sintesi d'AMPc via la regulacid de l'activitat
adenil ciclasa. En el punt (*) existeix una competéncia entre la glucosa i la proteina
reguladora pel grup fosfat de la proteina HPr-fosfat. Aixi, en preséncia de glucosa
en el medi de cultiu, les molécules de HPr-fosfat es dedicaran a fosforilar la glucosa
per accio de l'enzima EIII, per tal d'introduir el sucre en el citoplasma en forma fos-
forilada, resultant disminuit el nombre de molécules de proteina reguladora fosfo-
rilada, de forma que no es pot activar l'adenilat ciclasa i no hi ha sintesi d’AMPc.

fodiesterasa no és massa important «in vitro» a E. coli; al mateix temps,
sembla que l'excrecié no varia de forma important segons la font de
carboni (Dills et al., 1980). Per consegiient, 1"Gnica possibilitat que queda
€s la modulacié de l'activitat adenilat ciclasa en funcié de la font de
carboni. Sembla que aquesta regulacié esta relacionada amb el sistema
de transport actiu i participa en el sistema d'exclusié de l'inductor.

La major part de productes energétics sén transportats a l'interior
de la celula en forma de derivats fosforilats a expenses del fosfoenolpi-
ruvat (PEP) (fig. 4). Aquesta fosforilaci6é dels sucres ve produida per una
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cadena de reaccions fosforilatives. Aixi, el PEP fosforila una proteina
citoplasmatica, I’enzim I, el qual fosforilara després un residu histidina
d’una proteina estable a la calor i de baix pes molecular (Hpr); aquestes
dues etapes no son especifiques per a cap tipus de substracte. L'enzim I i
la proteina Hpr estan codificats pels gens ptsl i ptsH, que formen l'ope-
ré ptsHI. Aquest oper6 depén per a la seva correcta expressio del com-
plex AMPc-CRP (Rephaeli i Saier, 1976). El que la cellula sigui permea-
ble a un sucre especific requereix també la preséncia d'una o varies pro-
teines de membrana que actuin com a transportadors (l'enzim II i, en
certes condicions, I’enzim III). La sintesi de I'enzim II es troba sota un
control positiu per part del complex AMPc-CRP (Jacobson et al., 1979).
Aixi, en el cas de la glucosa, manosa i fructosa, participen dos compo-
nents de la membrana: un enzim II especific per a cada sucre i l'en-
zim III. Aquest darrer enzim és fosforilat per la proteina Hpr amb un
fosfat en forma d’enllag ric en energia, i aixi pot realitzar la fosfo-
rilacié del sucre portat per l'enzim II. Sembla que l'enzim III per
a la glucosa (I1I#"%) participa en el control de I'adenilat ciclasa. Peterkofs-
ky i collaboradors (1978) varen postular que l'enzim I actuaria directa-
ment sobre l'adenilat ciclasa. Sembla que aquesta hipotesi no €s del tot
correcta, ja que mutants termosensibles de 1'enzim I no mostren canvis
en el nivell d’AMPc segons la temperatura (Dahl et al., 1974). Es més,
poden trobar-se canvis en els nivells d’AMPc en soques que presenten
delecions en el gen estructural que codifica I'enzim I (Yang et al., 1979).
Amb tot aix0, Saier (1977) va postular que l'adenilat ciclasa seria activa-
da per un factor hipotétic, Rpr, que resultava fosforilat pel sistema
PTS-HI. Pero sembla dificil acoblar totes aquestes hipotesis amb les
observacions de Postma i collaboradors (1981) que han suggerit que, de
fet, I'enzim III#" no fosforilat podria actuar com a un inhibidor de l'acti-
vitat ciclasa. Aixi, es pensa que aquest enzim, en situacié no fosforilada,
inhibiria una seérie de transports no-PTS com sén els de la maltosa, gli-
cerol i melibiosa (Saier i Roseman, 1976) pero no els intermediaris dels
cicles de l'acid tricarboxilic o de les pentoses.

Un sistema regulador com aquest, amb un control positiu i negatiu
de l'activitat ciclasa (portat a terme per l'enzim III#%-P i ITI#") i que és
formalment equivalent al de Peterkofsky (1981) (que implica la inter-
vencié de l'enzim I en forma fosforilada o no), pot semblar acceptable
en un principi. Per desgracia, encara queden moltes qliestions per
resoldre; en aquest sentit, Shulgina i collaboradors (1979) han demos-
trat que mutacions especifiques en el gen de l'enzim II#“ deixen de ma-
nifestar 'efecte glucosa i presenten concentracions d’AMPc entre 3 i 5
cops més elevades que el control.

Es per tant indispensable fer molts més experiments amb soques
comparables, ja que, al tractar-se d’'un sistema de regulacié global del
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metabolisme, les diferéncies concretes entre les soques poden tenir
molta importancia a I’hora de fer comparables els resultats.

Des que es va descobrir l'adenilat ciclasa no s’han pogut realitzar
molts experiments bioquimics; malauradament, l'enzim semipurificat
és molt labil, de forma que presenta unes activitats molt minvades amb
comparaciéo amb els experiments «in vivo» (Majerfeld et al., 1981). El
millor sistema es basa en la utilitzacié de cellules toluenitzades (Har-
wood i Peterkofsky, 1975): les cellules aixi tractades mantenen la sen-
sibilitat a I'inhibicié causada per l'efecte glucosa, el qual constitueix una
bona base per a estudiar els nivells cellulars d’adenilat ciclasa. Es evi-
dent que les ceHules toluenitzades donaran resultats diferents als reals
car presenten modificacions estructurals en l'envolta bacteriana. Els
resultats dels nivells d’AMPc varien molt segons si sén céHules permea-
bilitzades o no (per un factor de 10 o 100).

Anteriorment hem descrit que tant la proteina CRP com la PTS po-
den participar en la regulacié de l'adenilat ciclasa, perod les observacions
realitzades en cclules toluenitzades indiquen que la membrana ha d’es-
tar en perfectes condicions per a portar a bon terme una regulacié «cor-
recta». Aquest fenomen pot estar relacionat amb el potencial electroqui-
mic d'una membrana completa (Peterkofsky i Gazdar, 1979). Es a dir, que
si bé I'adenilat ciclasa sembla no estar relacionada directament amb la
membrana, formaria part d'un complex regulador altament sensible a
la situacié energética de la membrana, aixi com les altres molécules re-
guladores (CRP, ppGpp, GTP, etc.).

Finalment, la sintesi de la(les) subunitat(s) de l'adenilat ciclasa pot
¢ésser sensible a un fenomen de repressié que pot sobreposar-se a les
nombroses regulacions parcials de la seva activitat.

RELACIONS ENTRE EL TETRAFOSFAT DE GUANOSINA I L'AMP cicLIC

L'’AMPc i el 3'5"-bis-pirofosfat de guanosina (ppGpp) sén dos nucled-
tids que resulten dificils de trobar junts en els estudis sobre processos
de regulacié. Ambdods nucleotids acostumen a presentar una relacié de
proporcionalitat inversa a la velocitat de creixement. Tots dos incre-
menten llur concentracié cellular quan o bé s’esgota la glucosa del medi
d'un cultiu que s'esta fent creixer amb aquesta font de carboni o bé
les celules sén transferides a un medi amb una font de carboni més
pobra.

L’eliminacié de qualsevol tipus de catabolit origina un increment en
la concentracié cellular d’AMPc i ppGpp. Tot i aixd, I'abséncia d’algun
aminoacid en el medi de creixement determina que només s'incrementi
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el nivell de ppGpp i que el de I'AMPc es mantingui normal, mentre
existeixi prou carboni en el medi.

Tal com I'’AMPc, el ppGpp també afecta la transcripcié. L'addicio
d’ambdods nucleotids a cellules permeabilitzades estimula, per exemple,
la induccié de (3-galactosidasa i triptofanasa (el ppGpp pot ésser subs-
tituit per ppApp o pppGpp). L'addicié de ppGpp o ppApp no compensa
I'efecte de la mutacio en cva, indicant que l'efecte de qualsevol bis-piro-
fostat de purina és independent de la funcié de I'AMPc. No es coneix
si el ppGpp actua mitjangant una proteina receptora que interacciona-
ria o bé amb I'ADN o bé directament sobre ’ARN polimerasa.

L’acumulacio de ppGpp es veu afectada en soques que tenen la mu-
tacio relA, donat que ha estat descrit que aquesta mutacio també afecta
el nivell d’AMPc (Braedt i Gallant, 1976); no obstant aixo, el nivell
relatiu causa-efecte és superior sobre el ppGpp que sobre I'AMPc, el
qual pot ésser una resposta colateral. En aquestes soques relA, l'addi-
ci6 d’AMPc pot fer recuperar al sistema regulador, apareixent aixi el
resultat contradictori que I'AMPc podria substituir 'activitat del ppGpp.

ALTRES FUNCIONS REGULADES PER L'AMP CICLIC

A part del paper ben conegut de I'AMPc i de la proteina CRP en la
iniciacio de la transcripcio d'operons catabolics, sembla que el complex
AMPc-CRP participa en la regulacié d’'un gran nombre de funcions cel-
lulars (taules 2 i 3).

Cal fer especial esment del parallelisme existent entre la cinctica de
creixement i la induccio de profags a S. tvphimuritun. Aquesta relacio
pot ésser explicada en funcié de l'evolucio de la concentracio intracel-
lular d’AMPc i de la funcionalitat de la maquinaria de biosintesi de la
celula i del bacteriofag al llarg del cicle celular. Aixi, s’ha vist que els
mutants cva o crp de S. tvphimurium mostren una resposta preferent-
ment litica en front de la infeccio de bacteriofags atenuats (Hong et al.,
1971, Rao i Sundar Raj, 1973); aquest fenomen també es produeix a E.
coli amb el bacteriofag Lambda.

Globalment, i en forma necessariament resumida, podriem dir que
la regulacié del sistema bacteri-bacteriofag atenuat s'inicia immediata-
ment després de la injeccio de I'ADN fagic, moment en el que comenga
la sintesi de la proteina repressora del cicle litic (producte del gen cl)
aixi com del producte del gen cro, que té per funcié impedir la sintesi
del dit repressor portant la infeccié cap al cicle litic. Es evident, per
tant, que la produccié o no d'un cicle litic dependra del nivell intracel-
lular de les proteines Cro i ¢l (realment, en lloc de la proteina cl, qui
participa en l'equilibri decisiu amb la proteina Cro ¢s la proteina N, que
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TaurLa 2.— Enzims que tenen l'expressié regulada per 'AMPc en coliforms.*

Enzim Referéncia
Adenosina trifosfatasa Dills i Dobrogosz, 1977
Dehidrogenasa formica Patrick i Dobrogosz, 1973
Citocroms Broman et al., 1974
Isocitrat liasa Takahashi, 1975
Succinat deshidrogenasa Dills i Dobrogosz, 1977
Timidina fosforilasa De Crombugghe et al., 1970
NAD transhidrogenasa Dills i Dobrogosz, 1977

a No s'indiquen les proteines codificades pels operons catabolics, donat
que totes elles venen regulades per I'AMPc (operons lactosa, galactosa, arabi-
nosa, etc.).

Taura 3. — Funcions celulars regulades per 'AMPc en coliforms.

Regulacid de la peroxidasa i catalasa.

Quimiorecepcio.

Quimiotaxi.

Degradacio d’'acids grassos.

Inhibicio de la respiracié depenent del gen recA.

Fluidesa de la membrana

Catabolisme de les pirimidines.

Composicio proteica de la membrana.

Regulacio del sistema histidasa.

Biodegradacion de la treonina.

Regulacio de l'activitat GMP reductasa,

Sistema luciferasa.

Sintesi de glucogen.

Excrecid de glutamat.

Utilitzacié de manitol.

Sintesi del repressor fagic en ceéllules lisogéniques.

Fosforilacié oxidativa.

Activitat de l'enzim ADN girasa.

Sensibilitat als detergents.

Sensibilitat als antibiotics: cloramfenicol, ampicillina, fosfomicina, estrepto-
micina i penicillina.

Replicacio d'alguns plasmidis.

€s responsable de l'activacié de la transcripcié del gen cIII, el qual
producte activa la sintesi del repressor cl).

Donat que en els mutants cya i crp existeix una entrada en cicle litic
superior a la que existeix en els caracters salvatges, és evident que la
sintesi de cI ha de dependre del nivell del complex AMPc-CRP i que la
induccié de profags es donara en aquelles célules on s’hagi produit un
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descens important en la concentracié interna de repressors (Melechen
et al., 1978).

També és important indicar que els mutants cya o crp presenten
una amplia distorsié en diferents funcions metaboliques per les quals
son necessaries les activitats per ells coordinades. Aixi, molts mutants
crp d’E. coli presenten morfologies ovalades o en forma de coc, fet que
pot atribuir-se a la imposibilitat que tenen moltes d'aquestes soques per
a sintetitzar proteines associades a la membrana externa i al glucopep-
tid, o bé proteines transportadores de diferents substractes metabo-
litzables, el qual genera una alteracié en la paret cellular. Treballs por-
tats a terme en el nostre laboratori mostren que mutants Mal- (inca-
pacos de metabolitzar la maltosa), presenten una morfologia ovalada i
un volum cellular prop del doble de la soca salvatge, car aquesta pro-
teina €s necessaria per al manteniment de la morfologia celular. Aixi,
en els mutants crp no és possible l'existéncia de la proteina transporta-
dora de la maltosa, degut al fet que la sintesi d’eixa proteina esta con-
trollada pel nivell d'’AMPc i necessita de la intervencié del complex
AMPc-CRP, la qual cosa determinara evidentment un canvi permanent en
la morfologia dels dits mutants, que sera responsable de la major sensibi-
litat d'aquests mutants als detergents; d’aquesta mateixa forma pot
explicar-se la resistencia a alguns bacteriofags o colicines, ja que els bacte-
ris no tindrien els receptors necessaris (Kumar, 1976), donat que aquests
receptors no son sintetitzats en una céllula que no sigui capag de supe-
rar aquesta repressio.

El complex AMPc-CRP participa en la regulacié de l'expressié d’al-
gunes funcions del sistema de reparacié d'emergencia o sistema de repa-
raci6 SOS (Swenson et al, 1978). Aquest sistema s'expressa quan es
tracten cultius d'E. coli per agents fisics o productes quimics (radiacié
ultraviolada, mitomicina C, bleomicina, caréncia de timina, etc.) que
alteren l'estructura normal de I'ADN i que originen l'aturament de la
replicacié de I'ADN. Aquest sistema comprén una série de fendomens:
inhibicié de la divisié celular, induccié de profags, inhibicié de la res-
piracid, induccié de la sintesi de la proteina RecA i activacié d'una série
de mecanismes de reparacié del propi ADN (Witkin, 1976) aixi com
d’ADN extern lesionat que sigui introduit dins el bacteri; també s'in-
dueixen fenomens de mutagenesi lligats als sistemes de reparacié. Totes
aquestes funcions depenen de la normal expressié dels gens recA i lexA,
de forma que els mutants en algun d’aquests dos gens, juntament amb
una elevada sensibilitat als agents mutagénics, no experimenten les res-
postes suara esmentades. A més, els mutants RecA- pateixen d'una dis-
minucié drastica de llur capacitat recombinatoria, on juga un paper
molt important aquesta proteina. Ha estat indicat que per a una normal
expressié de la inhibicié de la respiracié després d’irradiacié amb llum
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ultraviolada, és necessaria l'accié del complex AMPc-CRP (Swenson
et al., 1977). Tanmateix treballs realitzats en el nostre laboratori han
mostrat disminucions en el nivell d’ATP després de la irradiacié i, per
tant, és dificil afirmar categoricament si I'expressié de les funcions SOS
depen directament del nivell d’AMPc o bé de la disminucié del nivell
d’ATP, substracte sobre el que actuara l'adenilat ciclasa per a donar
lloc a I'AMPec.

ALTRES NUCLEDTIDS CICLICS

El GMP ciclic (GMPc) es troba també en céllules de mamifer i par-
ticipa en moltes funcions reguladores. Pot competir amb 1'’AMPc per
I'enzim fosfociclic diesterasa, i 'addicié de GMPc incrementa el nivell
d’AMPc intracellular, pero no es coneix si és per competéncia amb l'en-
zim abans citat.o €s degut a un altre motiu de tipus regulatori. La con-
centracié interna de GMPc és molt més petita que la que presenta el
nucleotid ciclic d’adenosina; en certes condicions, les concentracions
intracelulars de GMPc poden variar, pero el significat d'aquests canvis
roman desconegut.

Gonzdalez i Peterkovsky (1975), amb métodes immunoenzimatics, va-
ren comparar els nivells d’AMPc i GMPc a E. coli, i no varen trobar cap
tipus de relacié entre les concentracions d’ambdds nucleotids ciclics.

La concentracié de GMPc a E. coli és molt petita: 1,8 molécules per
cellula (Cook er al., 1980); aixi, s’ha arribat a suggerir que tant sols es
tracta d'un artefacte experimental (Shibuya et al.,, 1977). E1 GMPc pot
ésser format també per l'adenilat ciclasa, i les mateixes mutacions en
cya i en crp poden afectar la sintesi de GMPc. Tot i aixd, Macchia i col-
laboradors (1975) han aconseguit purificar l'enzim guanilat ciclasa d’E.
coli. Aquest enzim no és actiu sobre I’ATP per a donar AMPc i es troba
en la fraccié soluble de la ceHula. S’ha descrit que els bacteris, en tro-
bar-se en contacte amb un quimioatraient, augmenten en un 75 % llur
contingut en GMPc (Black et al., 1980). Aquests autors han suggerit que
el GMPc podria servir de missatger quimic entre els components cel-
lulars sensibles als atraients (o als repellents) i el mecanisme responsable
del moviment flagelar. D'aquesta forma pretenen explicar les concen-
tracions tan baixes de GMPc, el qual es trobaria tan sols en la zona d’in-
sercio dels flagels a I'envolta bacteriana. Un cop s’hauria donat la res-
posta quimiotactica (o bé mentre es déna la resposta), s'excretaria el
GMPc al medi, de forma que la céHlula quedaria preparada per a una
nova resposta quimiotactica.

A part del GMPc, també s'ha trobat UMP ciclic (UMPc) i CMP ciclic
(CMPc) en cultius de Corynebacterium murisepticum i Micrococcus spp.
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(Ishiyama, 1975; 1976). Tot i aixd, no es coneixen les seves funcions i, en
tots els casos, existeixen concentracions molt més elevades d’AMPc.

L’AMP ciCLIC EN ALTRES BACTERIS DIFERENTS DELS ENTEROBACTERIS

Es clar que no tant sols s’ha investigat '’AMPc com a molecula regu-
ladora a E. coli i S. typhimurium siné també a moltes d’altres especies.
S’ha estudiat «per se» o bé s’ha analitzat el seu efecte sobre l'expressi6
de diferents funcions metaboliques. Hom coneix en algunes especies la
seva preséncia o absencia, en alguns casos es coneix la seva concentra-
ci6, i en molt poques ocasions el seu efecte fisiologic. En alguns orga-
nismes s’ha estudiat l'activitat adenilat ciclasa i AMPc fosfodiesterasa.
En la taula 4 es mostren uns exemples de diferents microorganismes amb
les funcions fisioldgiques que semblen ésser regulades pel nucleotid.

Arthrobacter crystallopoietes creix en forma de cocobacil quan es
troba en fase exponencial, prenent forma de coc en entrar en fase esta-
cionaria. Quan creix amb glucosa com a font de carboni ho fa lentament
i en forma cocal; en afegir-hi succinat o algun aminoacid concret, es
converteix rapidament en un cocobacil i augmenta la seva velocitat de
creixement. Un cop s’esgota la font de carboni reprén la forma esferica.
L’accié de 'AMPc inhibeix eixa transicié (Hamilton et al., 1977), demos-
trant també que els mutants incapagos de formar cocobacils presenten
nivells molt baixos d’AMPc.

Aixi mateix, s’ha analitzat la preséncia d’AMPc a Bacillus, perd no
s’ha trobat en cap espécie de les estudiades: B. megaterium, B. licheni-

TAauLA 4. — Processos independents de l'expressié d'operons catabolics regu-
lats per I'AMP ciclic.

Bacteri Efectes
Arthrobacter crystallopoietes Modificacions de la forma.
Cdulobacter crescentus Divisio.
Streptomyces hygroscopicus Esporulacio, sintesi d'antibiotics.
Neocardia spp. Metabolisme d’acetat.
Rhodopseudomonas capsulata Creixement en aerobiosi.
Escherichia coli Assimilacié de I'amoni.
Azotobacter vinelandii Modificacions morfologiques en la fixa-

ci6 de nitrogen (sistema nitrogenasa).

Rhizobium japonicum Sistema nitrogenasa.
Alcaligenes eutrophicus Sistema hidrogenasa.
Benekea harveyi Sistema luminiscent.
Bordetella pertussis Sistema calmodulina.
Erwinia carotovora Enzim degradador de pectines.
Mycoplasma spp. Transport d’hexoses.

Vibrio cholerae Moviment.
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formis i B. brevis. Precisament, i en concordéncia amb aixd, hem demos-
trat en el nostre laboratori que B. subtilis no presenta AMPc per sobre
del nivell de deteccié (2,5 nM), encara que el seu metabolisme esta sub-
jecte a repressié per catabolit. Pot ésser que en aquesta especie les fun-
cions metaboliques vinguin regulades pel nivell de GMPc intraceHular.
En aquest sentit, s’ha analitzat 'efecte del GMPc en els processos d’es-
porulacié a B. megaterium (Saier et al., 1978): la concentracié de GMPc
s'incrementa a mida que germinen les espores, i disminueix en la dar-
rera part de la fase estacionaria. Ara bé, no és coneix si la variacié de
GMPc ¢s conseqiiencia d’aquests processos o bé és el senyal inductor.
Es clar que el baix nombre de molécules de GMPc per ceHula fa dificil
estudiar aquests processos.

Caulobacter crescentus és un bacteri pedunculat que es divideix per
fissié binaria diferencial: déna una céHula lliure flagellada i una de fixa
pedunculada. En aquesta espécie s’ha aillat AMPc i GMPc; mentre I'ad-
dici6 del segon impideix la formacié de la céHula filla flagellada, la pos-
terior addicié d’AMPc restaura aquest procés a la normalitat. S’ha sug-
gerit que l'accié és indirecta, ja que el nivell d’AMPc no varia més del
25 % durant aquestes modificacions (Kurn et al., 1977; 1978).

En els mixobacteris, especialment a Myxococcus xanthus, s’ha vist
que tant 'AMPc com I'AMP estimulen la formacié de cossos fructifers,
mentre que l'addicié de GMPc produeix l'efecte contrari (Campos i Zus-
man, 1975).

A Streptomyces hygroscopicus els nivells d’AMPc s'incrementen en
unes 100 vegades a mida que les espores germinen (Gersch ef al., 1978).
Aixi mateix inhibeix la sintesi d’antibidtics, mentre que el GMPc actua de
forma contraria.

Les espécies del geénere Nocardia son similars als estreptomicets en
alguns aspectes, pero no formen espores. El fumarat afegit al medi inhi-
beix la induccié de la isocitrat liasa quan es fa créixer el bacteri amb
acetat com a font de carboni; aquest efecte del fumarat és contrarestat
per I'addici6 d’AMPc (Westwood i Higgins, 1976).

Un fenomen biologic realment interessant és la fotosintesi bacte-
riana; esta relativament ben coneguda i en el nostre laboratori s’estan
estudiant els factors que regulen la sintesi de carotens i bacteriocloro-
filles. Per técniques de radio-immunoassaig hem demostrat que en Rho-
dopseudomonas capsulata hi ha AMPc quan es cultiva en aerobiosi, pero
careix del nucledtid quan es fa créixer anaerdbicament i en condicions
fotosintetiques. Aixo ens ha portat a analitzar els nivells d’AMPc durant
tota la dinamica de creixement en bacteris fotosintétics estrictes (Chro-
matium i Thiocapsa), que sén incapacos de créixer en aerobiosi: en
ambdos casos no es detecta AMPc per sobre de 2,5 nM. Tots aquests re-
sultats suggereixen que el metabolisme de sucres en forma heterotrofica
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ve regulat per 'AMPc, mentre que el metabolisme autotrofic fotosintetic
no utilitza I'AMPc com a rgulador.

La fixacié de nitrogen és un procés altament energétic. S’ha demos-
trat que I’AMPc influencia la sintesi d’alguns enzims relacionats amb
I'assimilacié de I'amoni a E. coli (Prusiner et al., 1972). Molts dels bacte-
ris fixadors de nitrogen sén dimorfics: Rhizobium spp. canvia a bacte-
roids un cop s'ha format el nodul radical; Azotobacter spp. pot formar
cists: Clostridium, esporula; i els cianobacteris poden presentar moltes
variacions morfologiques. Ja s’ha vist que la major part de variacions
morfologiques relacionades amb processos catabolics estan relaciona-
des amb I’AMPc. Aixi, encara que no s’ha indicat cap efecte sobre la
formacié de cists a Azotobacter vinelandii, ha estat assenyalat que pro-
dueix la desrepressié del sistema de la nitrogenasa (Lepo i Wyss, 1974).
A Rhizobium japonicum, 'AMPc reprimeix la formacié de tres enzims
relacionats amb la fixacié de nitrogen. S'ha proposat que els nivells
d’AMPc varien en resposta a la possibilitat d'utilitzar una bona font de
carboni. El GMP també participa en la regulacié del complex nitroge-
nasa produint la seva inhibicié. Sembla ésser que els nivells'de GMPc
responen a l'activitat del sistema de transport d'electrons.

Com a cloenda podriem dir que la major part d’espécies bacterianes
presenten AMPc, perd que no s’ha aconseguit demostrar la seva existén-
cia en algunes. Ja hem comentat el problema de les espécies del génere
Bacillus. Tampoc s'ha detectat a Bacteroides fragilis, que €s un anaerobi
estricte (Hylemon i Phibbs, 1974). En el cas de Lactobacillus plantarum,
I'addicié del nucleotid no afecta l'expressié dels operons arabinosa i
galactosa. Per una altra part, hem vist que el creixement per metabolisme
fotosintetic no usa '’AMPc com a regulador al llarg del cicle cellular.

En conseqiiéncia, la importancia de I'’AMP ciclic per a la regulacié
de les diferents funcions metaboliques i fisiologiques ha quedat palesa
arreu del mén bacteria. Evidentment, queden moltes respostes per tro-
bar; fins ara s’han investigat els microorganismes en quant a llurs meca-
nismes concrets (és a dir, estudiant vies metaboliques determinades),
pero sén molt pocs els estudis portats a terme prenent-los com a un tot,
car és evident que els microorganismes no sén la suma directa d'una
serie de vies metaboliques i de respostes fisiologiques sense cap relacio
entre elles, siné que constitueixen uns complexos funcionals on es rela-
cionen tot el metabolisme i la fisiologia cellulars amb cooperacions si-
nergistiques i antagonistiques en front de les fluctuacions de I'ambient.
Sens dubte, una molécula del tipus de I'AMP ciclic podria ésser el senyal
idoni per a coordinar la resposta de «tota» la céllula en front de les va-
riacions del medi extern.
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