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JUSTIFICACIÓ I RESUH DEL TREBALL,

En el present treball es descriuen estudis de tipus es-

tructural i funcional de l'enzim lactaldehid deshidrogenase

d' E.coli, que han portat a considerar el possible paper muí-

tifuncional de l'esmentat enzim dins el metabolime d'aquest

microorganisme, donada la seva participació en la utilitza-

ció de sucres, glicols i aminoácids.

Durant els últims anys, en el nostre laboratori, s'ha o-

bert una linia de treball relacionada amb els metabolismes de

la’L-fucosa i la L-ramnosa en E.coli, sobretot a nivell de

l'enzim comü, la propandiol óxido-reductasa, el qual permet

el creixement anaerobic en tots dos sucres.

El catabolisme d'aquests sucres suposa la inducció de

conjunts d'enzims, altament específics per a cada sucre; els

gens que els codifiquen están disposats en sengles operons,

situats en els minuts 59,5 ( sistema de la fucosa ) i en el

86 ( sistema de la ramnosa ), en el cromosoma d' E.coli. La

seqüéncia de reaccions del catabolisme de tots dos sucres con-

vergeix en la formació d'un metabólit comú : el L-lactaldehid,

quina transformació posterior está en funció de les condicions

d'oxigenació del cultiu. Aixl, anaeróbicament, el L-lactalde-

hid és redult a L-l,2-propandiol mitjangant la propandiol

óxido-reductasa, mentre que en anaeróbiosi, és oxidat a lac-

tat per la lactaldehid deshidrogenase.

Així dones, el L-lactaldehid és un punt de bifurcació del

metabolisme en funció de la disponibilitat d'oxigen. Es va
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creure d'interés analitzar els mecanismes que regularien l'es-

mentada bifurcacié i que, lógicament, estarien relacionats

amb els enzims que utilitzen aquest mateix substrat. Donat

que, la propandiol éxido-reductasa ha estat émpliament estu-

diada en el nostre laboratori, tant a nivell estructural com

funcional i regulatori, ens varera plantejar d'abordar l'anéli-

si de l'altre enzim responsable de la transformació del L-lac-

taldehid, és a dir, la lactaldehid deshidrogenasa.

La lactaldehid deshidrogenasa va ésser descrita, en un

principi, per Sridhara i Wu, com a un enzim implicat en el

metabolisme del 1,2-propandiol en mutants d E.coli capagos

de créixer en preséncia d*aquest glicol. En aqüestes soques,

el propandiol és transformat en L-lactaldehid per la mateixa

propandiol éxido-reductasa ja esmentada. El L-lactaldehid és

oxidat a lactat per la lactaldehid deshidrogenasa. Aquesta

via d'utilització de propandiol és la inversié de la via comu¬

na fermentativa de la fucosa i ramnosa de la soca tipus sal-

vatge.

La lactaldehid deshidrogenasa va ésser purificada i carac-

teritzada per Sridhara i Wu només parcialment. Deis resultats

obtinguts, els autors presentaven a 1*enzim com a especlfic

peí L-lactaldehid i per tant exclusiu del metabolisme de la

L-fucosa i del propandiol. No s'han descrit estudis posteriors

sobre 11 estructura, ni sobre els aspectes regulatoris de la

lactaldehid deshidrogenasa.

A 1'iniciar aquest treball ens varem plantejar la nece-

ssitat de disposar de preparacions de lactaldehid deshidroge-
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nasa homogénies a fi de du a terme els estudis estructuráis

pertinents, a l'hora que serien ütils com a antígen en la

inoculació a conills per a l'obtenció d'anticossos anti-lac-

taldehid deshidrogenasa. Les preparacions d'anticossos per-

metrien detectar immunológicament la protelna enzimStica

produlda en diferents condicions de creixement i per diver-

sos mutants. Per tant, una gran part d'aquest treball ha anat

encaminada a l'obtenció de preparacions d'enzim lactaldehid

deshidrogenasa altament purés, i a la seva caracterització

posterior tant a nivell molecular com cinétic.

L'estudi de 1’especificitat de substrat indica que l'en-

zim era capag d'oxidar altres aldehids, a més del L-lactal-

dehid, amb la característica comuna d'ésser °<.-hidroxialde-

hids, i amb menys afinitat els oí. -cetoaldehids. Aquest re-

sultat no era congruent amb 1'especificitat atribuida a la

lactaldehid deshidrogenasa.

L'estudi deis nivells d'activitat enzimática en els ex¬

tractes cel.lulars d'E.coli en diferents condicions de crei-

xement i disponibilitat d'oxigen, evidencié que la lactal-

dehid deshidrogenasa no era només indulda peí creixement en

fucosa i ramnosa ( tots dos sucres comparteixen l'oxidació

del lactaldehid ), si no també peí creixement en preséncia

d'aminoácids. Estudis posteriors amb cadascun deis 20 amino-

ácids identificaren el glutamat com a responasable de l'es-

mentada inducció. Aquest resultat indicava la participació

de la lactaldehid deshidrogenasa en metabolismes no relacio-

nats amb la fucosa i la ramnosa i el seu intermediari, el

lactaldehid.
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Una altra part important del present treball, ha estat

dirigida a esbrinar 1*origen de l'enzim responsable de l'oxi-

dació del glicolaldehid a glicolat en mutants d' E.coli capa-

gos d'utilitzar aquest glicol com a única font de carboni i

energia ( la soca JA-102 ). L'enzim responsable s'ha identi-

ficat com la lactaldehid deshidrogenasa, quina producció es-

tá augmentada aproximadament unes tres vegades en aquest mu-

tant. Aquest resultat demostrava que la via catabólica de l'e-

tilenglicol utilitza els mateixos enzims de la via degradativa

del propandiol. En aquest cas, la lactaldehid deshidrogenasa

actuava sobre un aldehid diferent al lactaldehid.

Els estudis de regulació a nivell transcripcional s'han

fet mesurant els nivells d'activitat, conjuntament amb la sin-

tesi de l'enzim lactaldehid deshidrogenasa en els extractes

cel.lulars d'E.coli en diferents condicions de creixement, els

guals han demostrat que la regulació a aquest nivell depen

de la preséncia d'inductor i d'oxigen.

A nivell post-transcripcional, s'ha estudiat l'efecte del

anaeróbiosi, sobre l'enzimcanvi de les condicions del cultiu

lactaldehid deshidrogenasa i la seva activitat "in vivo", ai-

x£ com l'efecte provocat pels substrats i productes de la reac-

ció catalitzada per l'enzim "in vitro",usant preparacions enzi-

mátiques purificades. Aquests estudis indiquen que el NADH po-

dria teñir algún paper en la modulació de 1'activitat enzimS.-

tica, i descarten una possible regulació per recanvi de l'en-

zim.

L'análisi de mutants deficients de lactaldehid deshidro-

genasa, sobretot de la soca termosensible JA-104, han permés

especular sobre la possible localització del gen regulador de
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la lactaldehid deshidrogenasa. En aquest sentit, cal remarcar

la gran utilitat del métode de selecció positiu desenvolupat

per a la selecció deis mutants termosensibles per a la utilit-

zació del propandiol.

Per una altra part, s'ha fet un recull comparatiu entre

els enzims amb activitat aldehid deshidrogenasa caracteritzats

en E.coli i la lactaldehid deshidrogenasa estudiada en aquest

treball, que ha perinés establir la identitat propia d'aquest

darrer enzim, no identificant-se amb cap deis descrits ante-

riorment en aquest bacteri.

Un altre aspecte abordat en aquesta obra, ha estat l'aná-

lisi de la producció d'un enzim similar a la lactaldehid des-

hidrogenasa, per altres Enterobacteriacea : Salmonella typhi-

murium i Klebsiella pneumoniae. L'análisi s'ha portat a terme

per dues metodoligies : a) mesura de l'activitat enzimática

en els extractes cel.lulars d'aquestes soques fetes créixer ae-

róbicament en ramnosa, i b) detecció immunoldgica de l'enzim

mitjangant les preparacions d'anticossos anti-lactaldehid des-

hidrogenasa d'E.coli. Els resultats obtinguts, els quals demos-

tren una manca de slntesi enzimática en S.typhimurium , conjun-

tament amb dades referents ais creixements en ramnosa ( temps

de duplicació i rendiment de la biomassa del cultiu ), aixi

com a la producció de l'enzim propandiol óxido-reductasa, es

discuteixen en relació a les implicacions que aixd comporta en

el metabolisme de la ramnosa.
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ABREVIATURES MES USUALS EN AQUEST TREBALL.

Adenosina-5'-difosfat

Adenosina-5'-trifosfat

Coenzim A

Dietilaminoetil

Ditiotreitol

Etilendiaminotetracetat

Fenotip d'utilització d'etilenglicol
Flavin adenina dinucleótid

Flavin mononucleótid

Fenotip d'utilització de fucosa
Gravetats

Fenotip d'utilització de glicolat
Glutation

Quilocalories

Constant de Michaellis aparent
Lacatldehid deshidrogenasa
Molar, mil.limolar i micromolar

Mil.liamper
Nicotinamido adenina dinucleótid

Nicotinamido adenina dinucleótid reduxt

Nicotinamido adenina dinucleótid fosfat

Nicotinamido adenina dinucleótid fosfat reduit

Blau de nitrotetrazoli

Nanometre

Unitats formadores de plaques de lisi

p-hidroximercuribenzoat
Fenazina metasulfat

Fluorur de fenilmetilsulfonil

Fenotip d'utilització de propandiol

Fenotip d'utilització de ramnosa

Revolucions per minut
Dodecilsulfat sódic

N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina

Tris(hidroximetil)aminometU

Unitats i mil.liunitats d'activitat enzimAtica

Velocitat máxima.

ADP

ATP

CoA

DEAE

DTT

EDTA

+
Etg
FAD

FMN

+
Fue

x g
+

Glc

GSH

Kcal

Km

LALDH

M, mM, pM
mA

+
NAD

NADH
+

NADP

NADPH
2

NBT

nm

pfu

pHMB
PMS

PMSF

Prd+
Rha+

r.p.m.

SDS

TEMED

Tris

U, mU

Vmax
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1. INTRODUCCIÓ
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1.1. ALDEHID DESHIDROGENASES, CONSIDERACIONS GENERALS.

Durant els ültims 40 anys, s'ha descrit 1'existencia d'u-

na gran varietat d'enzims del tipus aldehid deshidrogenase,

ámpliament distribults en la natura, que difereixen en la se-

va especificitat de substrat i de cofactor. Els estudis por-

tats a terme amb aquests enzims han suposat sempre una purifi-

cacid prévia, si bé, els primers treballs realitzats no usaven

preparacions del tot homogSnies.

No está molt ciar el possible paper fisioldgic d'aquests

enzims, llevat en determinades circunstancies, perd la seva

amplia distribucid suggereix que poden ésser útils a la cél.lu-

la en l'eliminacid deis aldehids, compostos descrits com a td-

xics (83).

La gran quantitat d'aldehids ingerits per l'home i els a-

nimals, així com la seva formacid "in vivo" a partir d'amines,

algunes fisiológicament actives ( serotorina ), i d'altres com-

postos metabolitzables, tant en éssers superiors, com en micro-

organismes, donen suport a 1'existencia d'aquest grup d'enzims

altament versátil (172).

A mes de les aldehid deshidrogenases, hi ha d'altres sis-

temes enzimátics que transformen aldehids, descrits, sobretot,

en fetge de mamífers, entre els que hi podem comtar 1'aldehid

oxidasa, la xantina oxidasa i els enzims molibdo-flavoprotei-

nes. Així mateix, 1'alcohol deshidrogenasa pot reduir deter-

minats aldehids, transformant-los en els alchols corresponents.
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La reacció catalitazada per les aldehid deshidrogenases

és la següent :

R-COA + Coenzim-H + H+R-CHO + Coenzim + HA

El coenzim és un piridin nucleótid ( NAD+ o NADP+).
Quan A és un grup hidroxil (OH ) , és a dir, quan la reac-

•cié té lloc en medi aquós, l'enzim que la catalitza pertany a

la clase I, segons la classificacié establerta per Jakoby (83).

Hi ha aldehid deshidrogenases que requereixen la presencia de

fosfat , arsenat o mercaptans per a dur a terme la reacció en-

zimética; aquests enzims s'incluirien a la clase II segons

Jakoby. Un exemple representatiu d'aquest grup seria 1'aldehid

deshidrogenase de Pseudomonas fluoiescens reportada per Jako-

by (81,82). Ambdós tipus d'enzims comporten la formació de l'A-

cid corresponent a 1*aldehid que han usat com a substrat.

Hi ha un altre tipus d'aldehid deshidrogenases que, endemés

rtei piridin nucleótid, depenen de Coenzim A. Són les anomenades

aldehid deshidrogenases acetiladores. Un exemple és 1'aldehid

deshidrogenase lligada a CoA d'E.coli B (137).

Un exemple únic d'aldehid deshidrogenase, que a l'hora

presenta activitat descarboxilasa és la semialdehid malñnic des-

hidrogenasa de Pseudomonas sp, que catalitza la formació d'a-

cetil-CoA a partir de semialdehid malónic (182) i que Jakoby

va incloure com a únic element de la clase III.

Aquesta classificacié en tres apartats, establerta per

Jakoby, fa aproximadament 25 anys, tenia només carácter provi-

sional, si bé no va ésser acceptada per la "ComossiÓ d'enzims

de la Unió Internacional de Bioquímica" l'any 1961, per tant,
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d'ara en endavant ens referirem a aldehid deshidrogenases amb

un sentit general.

Les aldehid deshidrogenases presenten una serie de carao-

teristiques comunes, com a resultat de la seva similitud a ni-

vell de grups involucrats en la catálisi i mecanisme d'accid.

Així, totes les aldehid deshidrogenases descrites sdn in-

hibides per una gran varietat de reactius de grups sulfhidril.

El grau d'inhibicid depén, en cada cas, del reactiu assajat,

aixl com de la protelna enzimática. El p-mercuribenzoat és un

inhibidor de totes les aldehid deshidrogenases estudiades.

Per una altra banda, els mercaptans, com el 2-mercaptoeta-

nol, tenen un efecte o bé protector o bé activador sobre les

aldehid deshidrogenases.

Aquests resultats indiquen que aquests enzims contenen en

la seva estructura grups -SH lliures, que a l'ésser bloquejats

per oxidacid o alquilacid condueixen a la pérdua de l'activi-

tat enzimática. Fins i tot es postula la participacid directa

d'aquests grups en el mecanisme catalític, com s'explicará, més

endavant.

S'ha descrit, que els substrats de la reaccid enzimática

tenen un efecte protector envers la inactivacid provocada pels

reactius de grups sulfhidril. Així 1'aldehid deshidrogenasa

de fetge de bou, i les de llevat (11,145) sdn protegides de la

inhibicid provocada peí p-mercuribenzoat i N-etilmaleimida peí

propi piridin nucleótid (155) .. Així, l'enzim de fetge de bou,
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que és específic peí NAD+, només és protegit per aquest coenzim.

El NADP+ no té cap efecte.

deshidrogenasa de llevat depenent de NADP+ , descrita per

De la mateixa manera, l'aldehid

Seegmiller (145), només és protegida per aquest cofactor i no

peí NAD+. En canvi, l'enzim descrit per Black (11), donat que

com el NADP+ , és protegit

per tots dos coenzims. El grau de protecció assolit depén tant

+
pot usar com a cofactor tant el NAD

de l'enzim com de 1'inhibidor utilitzat.

Els aldehids també tenen un efecte protector envers la

inactivació provocada pels compostos que reaccionen amb els

grups sulfhidril. Així, la incubació prévia amb acetaldehid

de l'enzim de fetge de bou, redueix la inhibició provocada

per l'iodoacetat’. i per la N-etilmaleimida, per5 no la del

p-mercuribenzoat (155) .

En aquest sentit, hi ha un estudi molt recent, realitzat

amb aldehid deshidrogenasa citoplasmética de fetge d'ovella

(88).. Kitson descriu l'existéncia de dos dominis d'unió, ano-

menats P1 i P2. El P1 és el centre actiu normal de l'activi-

tat deshidrogenasa i és ocupat per l'aldehid substrat ( el pro

pionaldehid ) en presencia de NAD+. Si la concentració de pro-,

pionaldehid és molt alta, superior a 20 mM, s'ocupa també, el

domini P2 i aix5 estimula l'aceió oxidativa del centre Pl.

En aquest centre P2 l'aldehid no és oxidat. És el centre de

l'activitat esterasa, prdpia també d'aquest enzim ( veure més

endavant) . Els reactius de grups sulfhidril ( com és el di-

sulfiram ), probablement, s'unirien al domini P2 ( de baixa

afinitat pels aldehids ), de manera que la seva unió comporta-
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ria una inactivacié inmediata. En canvi, si l'addició del

disulfiram té lloc en un assaig d'activitat esterasa, quan

ja s'ha afegit el substrat (2-2'-ditiopiridina), aquesta ac-

tivitat no és afectada en absolut, car el centre P2 esté ja

ocupat.

Peí contrari, en un estudi realitzat per Duncan, es des-

criu que el centre P1 és el responsable de totes dues activi-

tats, la deshidrogenasa i 1'esterasa (45) i es posa en discus-

sió la possibilitat de que el domini P2 descrit, sigui el ma-

teix Pl.

Una altra propietat comuna a la majoria d'aldehid deshi-

drogenases és la inhibició per substrat, a concentracions reía-

tivament baixes d'aldehid, potser per bloqueig deis grups -SH

necessaris per a l'activitat (82), o per la formació d'un com-

plex abortiu temari (38).

Peí contrari, determinats isoenzims de l'aldehid deshidro-

genasa hepática de diferents mamífers són activats per altes

concentracions d'acetaldehid, propionaldehid, i en determinades

espécies per butiraldehid. Aquest mecanisme d'activacié no es-

ta ciar, per5 peí que fa a l'aldehid deshidrogenasa citosdlica

de fetge d'ovella, sembla degut a la formaciÓ d'un complex ter-

nari, compost per 1'enzim-NADH-aldehid. Aix5 succeeix quan la

concentració d'aldehid és molt elevada, de l'ordre de mil.li-

molar. La dissociació del NADH d'aquest complex és molt més ra-

pida que a partir del complex binari enzim-NADH que es forma

normalment (45).
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Els compostos tiSlics o mercaptans també tenen efecte

sobre l'activitat d'aquest tipus d'enzims. Així, hi ha deter-

minades aldehid deshidrogenases que són activades per la

presencia d'aquests compostos, mentre que d'altres s'inacti-

ven rapidament en absáncia deis mateixos.

Quant el mecanisme catalític de les aldehid deshidroge-

nases, sembla que l'oxidació de 1'aldehid té lloc mitjangant

l'atac d'un nucleáfil, probablement un grup tiol d'un residu

de cisterna, sobre el grup carbonil ( pas 1 ), donant lloc

a la formació del tiohemiacetal I. Tot seguit, es produeix

la deshidrogenacié ( pas 2 ) i la hidrolisi del tioester o

des-acilació ( pas 3 ). En aquest darrer pas podria participar-

hi un residu de-histidina, actuant coordinadament amb un segon

grup i constituint un sistema per a la captació de protons de

1'aigua.

0 0
1 2 3E'-SH + R-CHO - E'-S-C-R E-S-C-R

I II
3 *

E -SH + R-CO 2

E'-SH = Enzim-NAD+ / E*-SH = Enzim-NADH.

Amb aquest mecanisme, 1'aldehid deshidrogenase és capag

d'actuar també com a esterasa, hidrolitzant esters suficien-

ment reactius com els esters del nitrofenol. L'intermedi II

és comú a les activitats deshidrogenase i esterasa.

Aquesta activitat esterasa está descrita per a les alde-

hid deshidrogenases de mamífers i també per a la glicerálde-
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hid-3-fosfat deshidrogenasa d'E.coli (36).

Per tócniques isotópiques s'ha comprovat que el hidrogen
+ +

rebut peí cofactor ( NAD o NADP ) es donat peí propi aldehid

(83,154). Aixl sembla que el pas clau en l'oxidació d'aldehids

és la ruptura de l'enllag ck~C-H amb la transferencia d'un hi-

drur al coenzim. Per a explicar aquesta transferencia es pos-

tula un atac nucleofílic, molt probablement d'un grup 0H~ o

t^O segons el següent esquema :

D'acord amb aquesta hipótesi, l'activitat enzimática in-

crementaria a 1'augmentar el pH fins a 10, valor peí damunt

del qual s1aconsegueix una inactivació reversible. De fet, la

majoria d'aldehid deshidrogenases descrites presenten pHs óp-

tims alcalins, compresos entre 8 i 9,5. D'aquesta manera, els

grups hidroxil estarien implicats en el mecanisme oxidatiu.

Aix£, la majoria d'aldehid deshidrogenases poden actuar

sobre diversos aldehids, peró cap és capag d'oxidar cetones,

Á-C-H.donada la manca de l'enllag
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El centre d'unió de l'enzim al NAEr1" sembla ésser bastant

similar en totes les deshidrogenases en general, de manera que

l'anell de l'adenina s'uniria a una cavitat hidrofSbica, for-

mada probablement per les cadenes laterals deis aminoácids

valina, isoleucina i alanina. La formaciÓ de ponts d'hidro-

gen amb les cadenes laterals d'aminoácids polars donaria una

orientació específica a la unió del ÑAU1" amb l'enzim. D'a-

questa manera, la transferencia de l'átom d'hidrogen des de

l'aldehid a l'anell de l'adenina/ té lloc a una de les-possi-

bles posicions isomériques, l'A o la B. Segons aquesta este-

reoespecificitat, les deshidrogenases es classifiquen en dos

grups : les A- i les B-deshidrogenases. En funció d'aquest

concepteóla gliceráldehid-3-fosfat deshidrogenasa está consi-
derada com a una deshidrogenasa del tipus B(126).

Peí que fa al mecanisme cinetic de les aldehid deshidro-

genases, hi ha diferencies segons sigui la concentració d'al-

dehid. Així, a baixes concentracions d'aldehid, fins a 50-

100 pM, l'enzim segueix un mecanisme seqüencial ordenat BiBi
en el que s'uneix, en primer lloc, el NAD+ i després l'aldehid.

A continuado, s'allibera, de manera irreversible, l'ácid
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producte, i finalment, té lloc 11alliberaciÓ del NADH (45,172)

NAD+ Aldehid Acid NADH

1 i
•NAD+
Aldehid

E-NAD*E E-NADHe: E

Aquest mecanisme cinétic ha estat estudiat en diferents

isoenzims de l1aldehid deshidrogenase d'home i de mamífers,

si bé no hi cap estudi descrit per a aldehid deshidrogenases

de procariotes. El pas limitant de la reacció enzimAtica és

11alliberaciÓ del NADH, o bé la des-acil.lació, depenent del

tipus d'isoenzim que es tracti.

En un principi es creia que la forma deis aldehids sus-

ceptible a l'oxidació enzimética era la forma hidratada : en

solució aquosa, els aldehids s'hidraten i existeixen en un

equilibri d'especies, unes amb grup carbonil i altres amb es-

tructura de gem-diol. Estudis realitzats amb 1'aldehid des-

hidrogenasa de llevat deraostren que per a aquest enzim, la

forma usada'cdra a substrat és la forma carbonílica. Peí con-

trari, la gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa actúa sobre

la forma hidratada de 1'acetaldehid i butiraldehid (113)

La majoria d'aldehid deshidrogenases descrites presenten

una amplia especificitat de substrat i són actives sobre una
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gran varietat d'aldehids (11,47,81,145,152). Algunes només ac-

tuen sobre aldehids alifátics i d'altres poden oxidar, fins i

tot, aromátics.

Hi ha un grup d'aldehid deshidrogenases descrites com a

especifiques per a l'oxidació d'un determinat aldehid, entre

les que s'inclouen dos enzims que actúen sobre el lactaldehid,

un sobre la forma D- (168) i l'altre sobre la forma L- (150).

Les semialdehid succinic deshidrogenases també pertanyen a

aquest grup (21,114).

Hi ha certa discrepancia en les referéncies sobre l'efec-

te de la preincubació de la preparació enzimática amb el cofac-

tor i/o amb el substrat. Aix£, s'ha descrit que determinades

aldehid deshidrogenases són inhibides per la incubació en pre-

séncia de substrat (167). D'altres són activades per la incu-

baciÓ amb el cofactor (81,82). En el cas de la lactaldehid

deshidrogenasa d'E.coli aqüestes incubacions no tenen cap e-

fecte sobre la velocitat de la reacció enzimática (150) .

Per a explicar aquest fenomen es postula que la unió del

NAD+ provocarla un canvi comformacional que afavoriria la ca-

tálisi enzimática.

Totes les aldehid deshidrogenases descrites catalitzen

la reacció de manera irreversible, llevat una glicolaldehid

deshidrogenasa d'E.coli B involucrada en la biosintesi de la

vitamina Bg (111,112,147), i 1'arilaldehid deshidrogenasa de
Neurospora crassa.
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La marcada inestabilitat de les aldehid deshidrogenases,

sobretot en les etapes últimes deis processos de purificació,

en els que la concentració de protelna es molt baixa, és una

constant dins aquest grup d'enzims. S1aconsegueix estabilit-

zar-ios amb la utilització de compostos tiólics que protegei-

xen els grups sulfhidril. El glicerol també ha estat usat com

a estabilitzador per diferents autors, sobretot a l'emmagat-

zamatge deis enzims purificats (67,79,152). Fins i tot, esté

descrit que un deis isoenzims de 1'aldehid deshidrogenase de

fetge de cavall (47) és sensible a la presencia d'oxigen, i- •:

nactivant-se répidament en aqüestes condicions. Per aquest mo-

tiu, els autors treballaven en atmósfera de nitrdgen. Es pos-

tula que la inactivacié és conseqüéncia de l'oxidació deis

grups -SH de la protelna nativa.

Quant l'efecte deis ions sobre 1' activitat deles aldehid

deshidrogenases, el resultat és variable. Aixl, hi ha enzims

activats per cations monovalents, com és el cas de 1'aldehid

deshidrogenasa de llevat activada per K+ (11,152) i 1'aldehid

deshidrogenasa de Proteus vulgaris (159). D'altres són acti-

vats per cations divalents. Com a exemples d'aquest darrer

grup tenim una aldehid deshidrogenasa de llevat activada per

Ca^+,Mg^+, Ba^+, i Mn^+ (145), i 1'aldehid deshidrogenasa ci-
2 +

tosólica de fetge de mamífers, que és activada per Mg

Determinades aldehid deshidrogenases no són activades per ions,

sino peí contrari, són inhibides per cations divalents, com

és el cas de la lactaldehid deshidrogenasa (150) i 1'aldehid

deshidrogenasa mitocondrial de fetge de mamífers.



12

A nivell molecular, hi ha una gran diversitat de re-

sultats referents a pesos moleculars i estructures oligomá-

riques, si bé moltes presenten en la seva forma nativa, un

pes molecular al voltant de 200.000 daltons (47,67,79,152),

al mateix temps que la majoria presenta estructures diméri-

ques o tetramériques.

Es freqüent 1'existencia d'isoenzims de l'aldehid deshi-

drogenasa,sobretot en mamífers ( home, bou, cavall, ovella,

rata, etc ). Els estudis s'han realitzat básicamentent en fetge

si bé está descrita, també, l'existéncia d'isoenzims d'alde-

hid deshidrogenasa en altres Srgans i teixits com cervell de

comea de bou (167) i placenta humana.

Nombrosos estudis en diverses espécies demostren l'exis-

téncia d'isoenzims en diferents fraccions subcel.lulars : ci-

porc (46) ,

tos61ica,microsomal i mitocondrial.

Els diferents isoenzims de l'aldehid deshidrogenasa de

mamífers es divideixen en dues grans classes, segons el valor

de la seva Km pels aldehids de cadena curta (acetaldehid) :

isoenzims de baixa Km (micromolar) i isoenzims d'alta Km (mi¬

l.limolar). Ambdues classes poden coexistir en el mateix com-

partiment subcel.lular.

Donada la seva amplia especificitat de substrat poden ac¬

tuar sobre 1'acetaldehid en el metabolisme de l'etanol, aixl

com sobre diversos aldehids originats en el metabolisme del

colesterol, 21-dehidrocorticoesteroids i d'amines biógenes,

com la dopamina i la serotorina (172).
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En organismes inferiors, com llevats i bacteris, no está

descrita tanta diversitat d'isoenzims, peró si en determinats

cassos es presenta la co-existéncia, en un mateix organisme,

de dues o mes formes d'aldehid deshidrogenasa que difereixen,

entre altres coses, en 1'especificitat de cofactor. Aquest és

el cas de les aldehid deshidrogenases de Pseudomonas aerugino-

sa (67) i les semialdehid deshidrogenases de Pseudomonas (114).

Una versatilitat diferent és la formació d'hibrids amb

subunitats que provenen de diversos enzims del tipus aldehid

deshidrogenasa i que té lloc en determinades espécies de Pseu-

domonas ( veure 1.2.2.).

En altres cassos, com és el de 1'aldehid deshidrogenasa

de Proteus vulgaris (159) i el de la lactaldehid deshidroge-

nasa d'E.coli (150), no es descriu l'existéncia d'isoenzims.

Es coneguda 1'existencia de families d'enzims, que pre-

senten mecanismes catalítics comuns. L'análisi estructural d'a-

quests enzims mostra les zones més conservades al llarg de

l'evolució i que, per tant, són importants en la seva funció.

Aixó fa pensar en un possible origen comú pels enzims que per-

tanyen a la mateixa familia. El gen ancestral comú, mitjangant

mutacions i/o duplicacions géniques hauria anat diversificant-

se fins a donar els diferents enzims (72). Aquest és el cas de

les serin-proteases.

Des d'aquest punt de vista, les aldehid deshidrogenases

podrien considerar-se membres d'una gran familia formada per

les deshidrogenases en general, com són les alcohol i aldehid

deshidrogenases, la lactat deshidrogenasa i la malat deshidro-
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genasa, entre altres, així com les quinases. Aquesta hipótesi

va ésser formulada fa uns quants anys, .en funció de la simi-

litud estructural deis dominis d'unió d'aquests enzims amb

els cofactors, si bé encara no es disposava de resultats com-

paratius a nivell de seqüéncia (72).

Les análisis estructuráis realitzades amb diverses deshi¬

drogenases : lactat deshidrogenasa, gliceraldehid fosfat des-

hidrogenasa, alcohol deshidrogenasa hepática i malat deshidro-

genasa, confirmen la similitud del centre d'unió al NAD+ .

Els principáis elements estructuráis que el formen són sis

plegades (^A,^B ,y$C ,f>D f/¿E)
UB,^C,»¿E iklF) . Hi ha dues hélix, una a cada

fragments en estructura de fulles

i quatre hélix

banda de les fulles. Encara que existeixen petites diferencies

en aqüestes estructures, s'ha vist que les zones mes conserva-

des són els quatre fragments de cadena polipeptidica centráis

en estructura ^ ,
enzim (136).

on es localitzaen els residus d'unió al co-

Si bé aquest domini está tan conservat, s1 aprecien dife-

réncies considerables en les estructures d'aquests enzims res-

posables de la unió ais substrats, fet que porta a considerar

que aquesta familia proposada, no seria taht propera com la

descrita per altres enzims.

En altres protelnes s'ha descrit la presencia d'estructu-

res semblants a les responasables de la unió de mono o dinucleo-

tids de les deshidrogenases. Exemples d'aquest tipus són la

flavodoxina ( que utilitza com a coenzim el FAD ), les quinases
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( que utilitzen ATP ). De la mateixa manera, en la rodanasa,

enzim que és inhibit per NAD+, NADH, FAD

tat dos dominis amb certe reminiscencia deis dominis d'unió al

i FMN, s'han detec-

+ de les deshidrogenases. Aixl, també s'ha detectat una cer-

ta similitud entre la cavitat aromática específica de la sub-

tilisina i el domini d'unió al NAD+ de les deshidrogenases.

NAD

Totes aqüestes similituds porten a considerar l'existén-

cia d'una gran familia que provindria d'un gen ancestral comú,

que seria el responasable de la síntesi d'una única proteína

amb un centre d'unió a mononucleótids. Posteriors canvis gra-

duals a nivell estructural haurien donat lloc a la gran diver-

sitat de formes enzimátiques amb capacitat d'unió a nucleótids.

Així, la unitat básica estructural d'aquest primer centre

d'unió es troba duplicat en el domini esmentat de les deshidro-

genases, i és molt probable, que el mateix domini s'hagi incor-

porat a les quinases per a la unió de l'ATP. Fins i tot es pos-

tula que aquest domini és específic per a l'adenosina, i que la-

presencia d'adenosina en els quatre cofactors NAD+, ATP, FAD i

Coenzim A, seria conseqüéncia d'una história evolutiva comuna.

Pero per una altra part, la presencia d'aquesta unitat en la

flavodoxina, així com a la rodanasa i la subtilisina, és una

indicació de la seva ámplia distribució. Peí que s'especula,

que aquesta estructura ha estat incorporada a varies proteínes

a les que era necessária per a la seva funció.
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1.2. ALDEHID DESHIDROGENASES EN EL METABOLISME BACTERIA.

ALDEHID DESHIDROGENASES D'AMPLIA ESPECIFICITAT.1.2.1.

Hi ha dades en la bibliografía referents a 1'existencia

en bacteris, d'enzims capagos d'oxidar una gran varietat d'al-

dehids ais corresponents ácids. En la major part deis cassos,

el seu paper fisioldgic no es coneix, si bé es creu que s<5n

útils en la transformacid deis aldehids tdxics.

Fent un repas, descriurem algunes d'aqüestes aldehid des¬

hidrogenases.:

- Així, en una soca de Pseudomonas fluorescens alllada de

medis amb etilenglicol com a única font de carboni i energia,

es detecta un enzim amb activitat aldehid deshidrogenase, tant

en condicions d'aerobidsi com anaerdbiques (81). L'enzim par-

cialment purificat presentava un pH óptim d'activitat de 8,4

i es mostrava inestable a pH alcali. Necessitava de la presen-

cia de fosfat o arseniat per a la catálisi de la reaccid, üti-

litza com a cofactor el NAD+ i el NADP+ , encara que l'activi-

tat en presencia d'aquest darrer és d'un 25% de la detectada

amb NAD+ . L’enzim és actiu sobre una gran varietat d'aldehids

tant alifátics com aromátics. No presenta activitat ni sobre

semialdehid succinic, ni glicerladehid-3-fosfat, ni ácid glio-

xllic. Quan els aldehids sobrepassen la concentracid iddnia,

tenen un efecte inhibidor. La reaccid catalitzada per l'enzim

no és reversible. La incubacid previa de l'enzim amb el subs-

trat comporta una inactivacid, mentre que és activat per la



17

incubació amb el cofactor. Els productes de la reacció s'han

identificat com els écids corresponents a cada aldehid.

- A partir d'una soca de Pseudomonas aeruginosa capag d'as-

similar parafina, s'han purificat dues aldehid deshidrogenases,

una lligada a NAD+, l'altra a NADP+ (67). L'enzim lligat a NAD

s'inactiva répidament, si bé és protegit per NAD+. Té un pes

molecular de 225.000 daltons i presenta una elevada afinitat

pels aldehids de cadena curta o mitjana.

L'altre enzim, el depenent de NADP+ és activat per ions,

en concret peí K+ i presenta una gran afinitat pels aldehids de

cadena llarga.

Tots dos enzims són estabilitzats per tiols i glicerol,

alhora que són inactivats per reactius de grupá sulfhidril.

Presenten un pH óptim de 9 i 9,4 en solucions de pirofosfat po-

tássic i glicina-KOH respectivament.

SÓn constitutius, donat que es troben presents, també, en

els creixements d'aquesta soca en glucosa . El seu paper és in-

+

cert.

Quan aquesta soca creix en n-parafina produeix una nova ac-

tivitat aldehid deshidrogenase lligada a NAD+ i unida a membra¬

na.

- Una aldehid deshidrogenasa lligada a NADP+ ha estat pu-

rificada a partir de Proteus vulgaris

seu paper fisiologic dins la cél.lula, si bé podria estar reía-

cionat amb una via degradativa de la L-leucina, diferent a la

(159). No esté ciar el
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via establerta, donat que els autors no van detectar cap acti-

vitat aldehid deshidrogenasa lligada a CoA capag d'actuar sobre

1'isovaleryl-CoA format, normalment, a partir de la L-leucina,

a través del isovaleraldehid. En el seu lloc van alllar una al-

dehid deshidrogenasa lligada a NADP+ que presentava activitat

sobre 11isovaleraldehid, propionaldehid i acetaldehid, Tots a-

quests aldehids provoquen l'efecte d'inhibició a elevades con-

centracions de susbtrat. La reacció enzimlttica depén completa-

ment de la presencia deis cations monovalents NH^+, Rb+ o K+,
mentre que el Li+, Cs+ i Na+ no tenen quasi efecte sobre l'ac-

tivitat enzimatica. El pH Sptim de l'enzim és 9.

- S'ha descrit la participació d'una aldehid deshidrogenasa

en el mecanisme de fixació de nitrSgen pels bacteroids de Rhizo-

bium japonicum en la soja. Els estudis s'han fet purificant

l'enzim aldehid deshidrogenasa a partir de la forma lliure i

de la forma bacteroid (123).

Sembla que l'oxidacié d'aldehids dona el poder reductor

(NADH) necessari per a les activitats nitrogenasa i de fosfori-

lació oxidativa implicades en el mecanisme de fixació de nitrd-

gen. En els ndduls de la planta i com a conseqüéncia del meta-

bolisme fermentatiu es formen etanol i acetaldehid, els quals

estimulen la reducciÓ de l'acetilé i la consumissió d'oxigen

pels bacteroids.

En l'estudi portat a tenue per tal d'esbrinar quin era el

mecanisme d'utilització de 1'acetaldehid, es trobá. una activi-

tat aldehid deshidrogenasa lligada a NAD+, tant en la forma
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lliure del R.japonicum, com en els bacteroids. L1estabilitat

i propietats cinétiques d'aquest enzim són similars a les des-

crites per a altres aldehid deshidrogenases bacterianes.

L'enzim del bacteroid és depenent de cations monovalents.

Es estabilitzat per NAD + , NADH i DTT. Té un pH óptim d'acti-

vitat alcalí i presenta activitat sobre diversos aldehids amb

una Km mes baixa pels de Cadena llarga i no substitults. Els

aldehids que són substrat de 1'enzim, també estimulen l'activi-

tat nitrogenasa i consumissió d'oxigen.

- La semialdehid 2-cetoglutarat deshidrogenasa catalitza

la reacció d'oxidació del semialdehid 2-cetoglutéric a 2-ceto-

glutarat. En Pseudomones sp, dues vies cataboliques induibles

porten a l'esmentada reacció : la ruta de la hidroxiprolina i

la del D-glucarat (93) (figura 1) .Cada via indueix un isoenzim

diferent, si bé els enzims purificats i caracteritzats són molt

similars. Tots dos presenten el mateix pes molecular (120.000

daltons) i una estructura dimérica. La composició d'aminoécids

és molt semblant alhora que ho són també les seves propietats

cinétiques. En aquest sentit

ta activitat sobre diversos aldehids alifatics, a mes del se-

cal remarcar que 11enzim presen-

mialdehid 2-cetoglutáric i del semialdehid glutamic. Els al-

dehids alifátics assajats ( propionaldehid, butiraldehid, valer-

aldehid i heptanal ) són pitjors substrats que els semialdehids

esmentats, pels qui presenta una Km molt baixa ( de l'ordre de

10“5 M ). Les Km de tots dos isoenzims, pels dos semialdehids,

són idéntiques, ara bé la relació de Vmax semiladehid 2-ceto-
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FIGURA 1. VIES INDUIBLES PER A LA UTILITZACIÓ DE LA

HIDROXIPROLINA I GLUCARAT A PSEUDOMONAS

PUTIDA

1) D-glucarat dehidrasa
2) Deoxioxoglucarat hidro-liasa
3) Hidroxiprolina-2-epimerasa
4) Allohidroxi-D-prolina oxidasa
5) A^-pirrolina-4-hidroxi-2-carboxilat desaminasa
6) Semialdehid 2-cetoglutáric deshidrogenasa
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glutéric/semialdehid glutémic superior a l;en ambdés cassos

(aproximadament 5), indica que 1'eficiencia catalítica de tots

dos isoenzims sobre el semilaldehid 2-cetoglutéric és mes ele-

Els dos isoenzims utilitzen preferenment el NADP+ com a

en menor eficién-

vada.

.+cofactor, si bé són capagos d'usar també NAD

cia.

Tots dos isoenzims sén diferenciables en quant a la seva

estabilitat térmica a 47sC en aigua, així com en el perfil de

péptids obtinguts per digestid de les preparacions amb tripsina.

Immunolégicament són també diferents, de manera que els estu-

dis immunolégics han servit per a identificar la inducció con-

junta de tots dos isoenzims en els extractes cel.lulars, per

la preséncia de glucarat i hidroxiprolina en el medi de cultiu.

A la vegada, mutants deficients en l'isoenzim indult per

la hidroxiprolina, produeixen nivells normáis de l'altre isoen-

zim, quan creixen en D-glucarat.

1.2.2. ALDEHID DESHIDROGENASES ESPECÍFIQUES.

- El creixement de determinades especies de Pseudomonas en

diverses poliamines ( putrescina, espermidina o bisaminopropil-

amina ) comporta la preséncia constitutiva de varies aminoalde-

hid deshidrogenases especifiques, lligades a NAD+ amb activitat

sobre 3-aminopropanal i 4-aminobutanal, separables per cromato-

grafia en columna i electroforesi, conjuntament amb una semial-

dehid succínic deshidrogenasa específica lligada a NAD+ i una

altra lligada a NADP+.
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Les especies de Pseudomonas degraden 1'espermidina a 3-

aminopropanal i putrescina. Aquesta última es posteriorment

degradada per transaminació a 4-aminobutanal, que a la vega-

da és oxidat a 4-aminobutirat. El 3-aminopropanal és trans-

format en |3-alanina.
En els extractes cel.lulars d'aqüestes soques, es van de-

tectar dos enzims, diferenciables en el seu comportament en la

precipitació amb sulfat amdnic, amb activitat diferent sobre

ambdos aminoaldehids, de manera que un presentava una Km mes

baixa peí 4-aminobutanal i , probablement, era el responsable

de la seva oxidació "in vivo". Així, en els creixements en pu-

trescina, els extractes cel.lulars presentaven una proporció

mes elevada de l'enzim amb afinitat peí 4-aminobutanal (122).

Aquests dos enzims van ésser posteriorment purificats.

Per a la purificacid de la 4-aminobutanal deshidrogenasa es

va partir de cultius de Pseudomonas en putrescina. L'enzim es

mostré molt lábil i sensible ais reactius de grups sulfhidril.

Presentava una Vmax molt més elevada peí 3-aminopropanal que

peí 4-aminobutanal i que peí semialdehid succínic, si bé la

Km per aquest primer aminoaldehid era un ordre de magnitud su-

perior a les corresponents ais altres aldehids. Aquesta elevada

Km peí 3-aminopropanal, conjuntament amb la induccid d'aquest

enzim peí creixement en putrescina ( probablement via 4-amino-

butanal ) indicarien que l'enzim és una 4-aminobutanal deshi-

drogenasa, malgrat ésser més actiu amb 3-aminopropanal. L'en-

zim purificat consta de tres subunitats, aparentment idéntiques,

de 75.000 daltons (23).
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Hi ha referéncies d'un altre 4-aminobutanal deshidrogenasa

present en altres especies de Pseudomonas, en concret de P.fluo-

rescene, diferenciable de la descrita per Callewaert i col, en

quant és específica per aquest aminoaldehid i no és activa so¬

bre semialdehid succinic (84).

Per a la purificació de la 3-aminopropanal deshidrogenasa

es va partir de creixements en (3-aminopropil) amina, un anélog

de 1'espermidina. Els extractes cel.lulars de Pseudomonas pre¬

senten alts nivells d'aquest enzim, que és molt actiu sobre el

3-aminopropanal i apenes gens sobre el semialdehid succinic.

Encara que les Km peí 3-aminopropanal i peí 4-aminobutanal són

del mateix ordre, la inducció durant el creixement en bis(3-

aminopropil)amina ( probablement via 3-aminopropanal ) indicarla

que 1'enzim és una 3-aminopropanal deshidrogenasa. L'enzim pu-

rificat consta de 3 subunitats, presumiblement idéntiques, de

74.000 daltons (22)..

La 3-aminopropanal deshidrogenasa purificada no reacciona

amb l'antisérum específic anti-semialdehid succinic deshidroge-

nasa, peré si amb l'antisérum específic de la 4-aminobutanal

deshidrogenasa. Mentre que tots dos enzims, la 4-aminobutanal

i la 3-aminopropanal deshidrogenases, s<5n similars en mida i

característiques antigéniques, els seus models d'inducció i cons-

tants cinétiques són significativament diferents. Aixo indicarla

l'existéncia d'una estreta relació evolutiva entre ambdós enzims

(22) .
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- Semialdehid succinic deshidrogenasa :

Diversos enzims amb activitat semialdehid succinic deshi-

drogenasa han estat purificats a partir de bacteris, en con-

cret de diferents especies de Pseudomonas (21,114) i de tei-

xits de mamífers. Una carcaterística important és la seva es-

pecificitat per aquest aldehid.

En l'estudi de la via d'utilitzacid de l'ácid -aminobu-í
tiric per una soca de Pseudomonas es reportá la presencia de

dues semialdehid succinic deshidrogenases que oxidaven el semi-

aldehid succinic a succinat (114). Aquests dos enzims amb ac-

tivitat sobre el semialdehid succinic eren diferenciables quant

a la seva especificitat de cofactor, pH Sptim, estabilitat (l'en

zim lligat a NADP’ Bra molt mes inestable) i inducció. Així,

l'enzim depenent de NADP+ era constitütiu, i el lligat a NAD+
era induít peí creixement de Pseudomonas en Y-amin°kutíric.

Tots dos enzims mantenien una característica comuna, la

d'ésser específics peí semialdehid succinic. Una gran varietat

d'aldehids, entre els que s1inclouen el gliceraldehid, el gli-

colaldehid, ácid glioxílic, semialdehid malonic i butiraldehid,

no eren utilitzats com a substrats.

Callewaert i col van comprovar que el creixement d'espécies

en poliamines comportava la síntesi d'una se-de Pseudomonas

mialdehid succinic deshidrogenasa específica, conjuntament amb

les aminoaldehid deshidrogenases esmentades anteriorment (122) .

A fi d'evitar, al máxim, les ‘interferéncies degudes a la
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co-existéncia d'enzims del tipus aminoaldehid deshidrogenasa

que eren actius també sobre el semialdehid succinic, el pro-

cés de purificació de la semialdehid succinic deshidrogenasa

específica, s'inicia a partir de creixements d'aqüestes soques

Y-aminobutíric (21). En aqüestes condicions, es troben
baixos nivells d'aminoaldehids deshidrogenases i alts nivells

de semialdehid succinic deshidrogenasa.

L'enzim purificat era actiu amb NAD

en

.+
i molt específic peí

seu substrat, el semialdehid succinic, mostrant, només, una

ínfima activitat sobre 3-aminopropanal ( de l'ordre de 200 ve-

gades inferior ). L'enzim té un pes molecular de 164.000 dal-

tons i consta de tres subunitats de 54.500 daltons cadascuna.

L'enzim es disocia en subunitats a pHs superiors a 9,7 i/en
un medi de baixa forga iónica¿ en abséncia de protectors deis

grups sulfhidril s'associa formant un dímer de pes molecular

320.OOOdaltons (134). Aquests canvis estructuráis han estat

també evidenciats immunológicament. En plaques de doble difu-

sió, s'obtenien una o dues línies de precipitació, segons les

condicions de forga iónica del medi (134).

Usant les preparacions d'anticossos anti-semialdehid suc-

cinic deshidrogenasa, Callewaert i col van detectar la forma-

ció d'enzims híbrids en Pseudomonas sp, compostos per subuni-

tats aportades per les diferents aminoaldehid deshidrogenases

descrites en el metabolisme de poliamines (22,23,122) i per

la semialdehid succinic deshidrogenasa específica.

D'aquesta manera, la presencia de múltiples deshidrogenases
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amb diferents velocitats de reaccid sobre el semialdehid suc-

cinic i els aminoaldehids és frult d'aquest mecanisme d'hibri-

dacid.

Aquesta formacid "in vivo" d'hibrids de diferents subuni-

tats enzimátiques és un fet sense precedents, si bé té impli-

cacions evolutives importants, ja que aquests hibrids només es

formen entre subunitats molt semblants estructuralment. Es po-

dria postular un origen ancestral comú per a aquests enzims,

que han anat diversificant i adquirint noves funcions a copia

de mutacions (135).

Aquests resultats, conjuntament amb els obtinguts per

Jakoby (114) indiquen la preséncia , en Pseuflomonas sp, d'a-

minoaldehid deshidrogenases lligades a NAD+
de semilaldehid succinic deshidrogenases, una lligada a NAD+,
l'altra a NADP+

i de dos tipus

, totes dues especifiques.

- Un altre enzim amb una especificitat molt marcada peí

seu substrat és la semialdehid maldnic deshidrogenase, que ca-

talitza la següent reaccid :

. CH,-CO-S-CoA + NADH + H++ C0o
T J ¿t+ COA + NAD+HOOC-CH„-CHO2

Semiladehid malonic Acetil-CoA

L'enzim purificat a partir de Pseudomonas fluorescens

(182) presentava, només, activitat sobre el semialdehid malo-

nic, malgrat haver provat diferents aldehids com a substrat.

És inhibit per arsenit i elevades concentracions d'aldehid.
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-D,L-lactaldehid deshidrogenasa de Bacillus subtilis.

En una soca de B.subtilis seleccionada per la seva capacitat

de créixer en treonina com a única font de carboni i nitrogen,

hi ha descrit un enzim involucrat, responsable de l'oxidació

del D,L-lactaldehid format a lactat (174).

Aquesta soca presenta dues vies alternatives per al cata-

bolisme de la treonina, si bé,la que interessa en relació amb

aquest treball és la que utilitza els enzims de la via de l'a-

minoacetona (173) (figura 2).

Aquesta via és iniciada per una L-treonina deshidrogenasa

depenent de NAD+ que transforma 1'esmentat aminoácid en 2-amino-

3-oxobutirat. Aquest compost és descarboxilat esponténiament i

convertit en aminoacetona. Per l'acció d'una aminoacetona amino-

transferasa es forma metilglioxal. En aquest punt, la via pot

seguir tres camins diferents segons sigui la modificació enzi-

mática del metilglioxal. Aix£, el sistema glioxalasa transfor-

ma el metilglioxal en D-lactat. L'enzim amb activitat metil-

glioxal deshidrogenasa oxidaria aquest aldehid a piruvat. Una

altre via alternativa és l'actuació de la metilglioxal reductasa

per a donar D,L-lactaldehid, el qual és oxidat a lactat per u-

na lactaldehid deshidrogenasa. Tots dos isémers del lactat, el

D- i el L-, s<5n transformats en piruvat per sengles lactat des¬

hidrogenases especifiques (E.C.1.1.1.28 i E.C.1.1.1.27 ).

L'estudi de 1'enzim amb activitat lactaldehid deshidroge-

s'inicianasa present en B.subtilis quan creix en treonina

per la detecció de 1'activitat enzimética en els extractes ce-

l.lulars corresponents (174).
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FIGURA 2. ENZIMS INVOLUCRAIS EN EL CATABOLISME DE LA

TREONINA EN UNA SOCA DE BACILLUS SUBTILIS

CAPAC DE CREIXER EN AQUEST AMINOÁCID.

1) L-treonina deshidrogenasa + descarboxilació
espontánia

2) Aminoacetona aminotransferasa

3) íletilglioxal deshidrogenasa
4) Sistema glioxalasa
5) Metilglioxal reductasa
6) D,L-lactaldehid deshidrogenasa
7) D-lactat deshidrogenasa
8) L-lactat deshidrogenasa
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L'enzim parcialment purificat utilitza NAD1”
tor. És actiu sobre els dos isómers del lactaldehid i els pro-

com a cofac-

ductes formats en la reaccid enzimática han estat identificats

com a L-lactat i D-lactat respectivament. Presenta un pes mo-

lecular de 70.000 daltons i és perfectament diferenciable de

la metilglioxal deshidrogenasa sintetitzada en aquest mateix

microorganisme. El pH ñptim de l'enzim D,L-lactaldehid deshi-

drogenasa és de 10/3 en solucid amortidora glicina-NaOH. L'ac-

tivitat en presencia de NADP+ és sois un 5% de l'activitat de-
+

tectada amb NAD . Les activitats relatives sobre diversos al-

dehids , reportades pels autors sdn : L-lactaldehid (100%) ,

D-lactaldehid (56%), metilglioxal (8%), acetaldehid (6%), for-

maldehid (6%), benzaldehid (2%), propionaldehid (2%), glicol-

aldehid (0%) i glicerladehid-3-fosfat (0%). Des d'aquest punt

de vista, l'enzim és clarament diferent d'altres descrits amb

activitat sobre el lactaldehid, que sdn molt més actius sobre

1'acetaldehid i es consideren aldehid deshidrogenases inespe-

clfiques.

El paper d'aquest enzim dins el catabolisme de la treo-

nina en aquesta soca de B.subtilis está també confirmat per la

seva induccid peí creixement en treonina, més que en altres

fonts de carboni.

ALDEHID DESHIDROGENASES d'E.COLI1.2.3.

1.2.3.1. LACTALDEHID DESHIDROGENASA

La lactaldehid deshidrogenasa d'E.coli ( E.C.1.2.1.22 )

fou descrita per primera vegada per Sridhara i Wu en un mutant
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d'aquest microorganisme seleccionat peí seu creixement en 1,2-

propandiol com a única font de carboni i energía ( la soca 3 )

(150). Els autors detallen la purificacid i caracteritzacid

parcials de l'enzim, així com la seva implicacid en el meta-

bolisme del L-l,2-propandiol.

La caracteritzacid de l'enzim a nivell molecular es centra

només, en la determinacid del pes molecular de l'enzim natiu

per ultracentrifugacid en gradients de sacarosa. Segons els

autors, el pes molecular, estimat mitjangant aquesta técnica,

és de 100.000 daltons.

En quant a la caracteritzacid cinética, cal remarcar que

l'assaig enzimatic emprat per Sridhara i Wu conté glutation 1

mM i que l'aldehid analitzat com a substrat de la reaccid,s'u-

tilitzava a la concentracid de 20 mM. El pH éptim de la lac-

taldehid deshidrogenasa, en solucid amortidora de pH carbonat-

bicarbonat sodic, esté descrit en un marge comprés entre 10,5

i 11.

En aqüestes condicions d'assaig, l'enzim es mostrava, no-

més,actiu sobre el L-lactaldehid, determinant-se una Km per a-

quest substrat de 0,01 M. Els altres aldehids analitzats com

a substrats de la reaccid enzimética eren el glicerladehid,

propionaldehid, acetaldehid, piruvaldehid i D-lactaldehid. A la

concentracid de 20 mM, cap d'ells era oxidat, al menys de mane-

ra apreciable, per l'enzim, fet que porta ais esmentats autors,

a presentar a la lactaldehid deshidrogenasa com a un enzim al-

tament específic peí L-lactaldehid, a diferéncia de la majoria

d'aldehid deshidorgenases descrites ( veure 1.1 ).



31

, -4
El cofactor de l'enzim és el NAD amb una Km de 10 M.

Els grups sulfhidril són necessaris per a l'activitat

enzimática, car els assajos de preparacions enzimátiques en

abséncia de tiols, presenten sois un 60% de l'activitat troba-

da en presencia de glutation 1 mM. Les diálisis en abséncia

d'EDTA i 2-mercaptoetanol comporten la pérdua total d'activitat

que és recuperada de nou per l'addicié d'aquests reactius.

L'enzim és inhibit per ions Cu

La pre-incubacié de l'enzim amb NAD+ , o amb lactaldehid,

no modifica la velocitat de la reaccié enzimática. La reaccié

2 +
i també per iodoacetat.

no és reversible. El producte de la qual ha estat identificat

com a lactat.

Si bé en aquesta publicació (150) , la purificació descri-

ta pels autors no rendia preparacions homogénies, la carac-

terització de l'enzim tampoc era completa, i endemés restaven

punts foscos ( l'activitat específica era molt baixa en els

extractes cel.lulars tant de la soca 1 com de la soca 3). No

hi ha referéncies bibliográfiques al respecte posteriors a

l'esmentada publicado.

1.2.3.2. GLICOLALDEHID DESHIDROGENASA.

Hi ha descrites en la literatura diverses activitats gli-

colaldehid deshidrogenase, tant en microorganismes, com en eu-

cariotes, concretament en plantes (40). Donat l'ámbit d'aquest

treball ens referirem més concretament a les descrites en

E.coli.
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La primera referencia sobre 1'existencia d'una activitat

glicolaldehid deshidrogenasa en E.coli fou la implicada en el

metabolisme de la D-arabinosa en un mutant d'E.coli K-12 (101) .

Aquesta soca utilitza la D-arabinosa mercés a la capacitat

d'induir els enzims del metabolisme de la L-fucosa ( veure 1.3.

1 ). Per acció de l'aldolasa respectiva, es forma fosfat de

dihidroxiacetona i glicolaldehid. Aquest últim intermediari

és oxidat a glicolat per una activitat glicolaldehid deshidro-

genasa no caracteritzada pels autors.

Per altra banda, en l'estudi del possible paper del gli-

colaldehid com a precursor en la biosíntesi de la vitamina Bg
(144,164,171), s'ha descrit en E.coli B, una glicolaldehid

deshidrogenasa depenent de NADP+ que és capag d'interconver-

tir glicolaldehid i glicolat, actuant en aquesta soca com a

font de glicolaldehid a partir de glicolat (112,147). Fins i

tot, en un deis treballs (112) es descriu l'existéncia d'iso-

enzims de la glicolaldehid deshidrogenasa, separats per ero-

matografia de bescanvi iónic en DEAE-sephadex i diferenciables

quant a la seva localització subcel.lular i equilibri de reac-

sobre la distribució d'aquesta acti- .

vitat glicolaldehid deshidrogenasa en una gran varietat d'es-

pecies bacterianes capaces de sintetitzar vitamina B

La comparació, aix£ com la possible identitat entre aques-

ta glicolaldehid deshidrogenasa relacionada amb la vitamina Bg
i l'enzim objecte d*aquest treball es presentaran ais apartats

ció. També hi ha dades

(111) .6

3.8.3 i 4.4 )
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Boronat i col descriuen una activitat glicolaldehid des-

hidrogenasa en el metabolisme de 1'etilenglicol en mutants

d'E.coli (16) (veure apartat 1.3.3). L'enzim responsable d'a-

questa activitat pot usar com a cofactor tant NAD+ com NADP+/
si bé 1'activitat en presencia del darrer coenzim és deu ve-

gades inferior a 1'activitat depenent de NAD+i activada per

potéssi. La comprovació de que ambdues activitats enzimétiques,

la lligada a NAD+i la depenent de NADE5*" són fundó de la ma-

teixa protelna enzimética s'obtingué per : a) la co-elució

simulténia en una cromatografía de bescanvi iónic en DEAE-se-

phadex i b) peí revelat per activitat glicolaldehid deshidro-

genasa depenent de NAD+ i de NADF1" de gels de poliacrilamida

d'extractes cel.lulars sotmesos a electroforesi en condicions

no desnaturalitzants. Tots dos revelats donaven una única ban¬

da d'activitat que presentava idéntica mobilitat electroforé-

tica.

Aquests autors identificaren el glicolat com el produc-

te de la reacció enzimética, usant preparacions d'extractes

cel.lulars parcialment purificades per cromatografía de bes-

canvi ionic en DEAE-sephadex. Després d'incubar durant 30 mi-

la mésela d'assaig, els diferents components fo--

ren separats per cromatografía en paper. El revelat per acri-

dina doné una única banda, quin coincidía amb el del glico-

lat usat com a patró.

Amb aqüestes preparacions parcialment purificades es de-

terminé un pH Sptim de 9,5, així com les constants cinétiques

(Km) peí glicolaldehid i peí NAD+ (19).

nuts a 37°C
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1.2.3.3. GLICERALDEHID-FOSFAT DESHIDROGENASA.

La gliceraldehid-fosfat deshidrogenasa d'E.coli va ésser

purificada i caracteritzada per D'Alessio i Josse (35,36).

L'enzim, amb el codi E.C.1.2.1.12, participa a la glicdlisi

catalitzant la transformació del gliceraldehid-3-fosfat en

1,3-difosfoglicerat. Es per tant, un enzim amb doble activitat,

l'oxidativa i la fosforiladora. Es induit peí creixement aeró-

bic d'E.coli en glucosa i glicerol, respecte el succinat.

Segons agüests autors, l'enzim natiu, que presenta un

pes molecular de 144.000 daltons,consta de 4 subunitats idén-

tiques de 36.000 daltons . En un estudi comparatiu realitzat

amb altres enzims gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa de di-

ferents organismes, els autors manifesten que no hi ha dife-

ráncies apreciables entre ells, quant a forma, mida i composi-

ció d'aminoácids.

Un estudi de tipus genétic sobre la gliceraldehidfosfat

deshidrogenasa d'E.coli és el realitzat per Hillman i Fraenkel

on es descriu que el gen que codifica per a aquest en-

zim (gap) está localitzat aproximadament en el minut 34 dins el

cromosoma circular d'E.coli, amb l'ordre transduccional de

(76) ,

gap-fadD-eda. En la realització d'aquest estudi va resultar de

gran utilitat un mutant termosensible que presentava un en-

zim gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa mes lábil en front

d'un tractament tármic, que l'enzim de la soca progenitora.

Una característica important deis mutants d'E.coli deficients

en 1'activitat glicerladehid-3-fosfat deshidrogenasa és la in-

capacitat de créixer en medis que contenen les següents fonts
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de carboni : glucosa, glicerol, gluconat, fructosa, galactosa,

malat, glicerat, succinat i acetat. Peró poden créixer en medis

en glicerol+ malat.

L'enzim gliceraldehidfosfat deshidrogenasa d'E.coli va

ésser també purificat per Hillman,en un procés totalment di-

ferent al descrit per D'Allesio, en el que s'inclóu una ero-

matografia d'afinitat en agarosa-hexá-NAD . L'enzim homogéni

es va utilitzar com a antígen en la inoculació a conills per

tal d'obtenir anticossos específics. Els estudis immunológics

en plaques de doble difusió van evidenciar una característica

important : quan s'usava enzim homogéni com a antígen, només

apareixia una línia de precipitació, peré quan s'usaven ex-

tractes cel.lulars d'E.coli apareixien dues bandes (75).

Ambdues línies de precipitacié eren especifiques i s'obtenien

per la interacció de l'anticos amb determinants antigénics

de la gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa, peí que sembla-

va que aquest enzim eóté present en dues formes en els extrae-

tes cel.lulars d'E.coli tipus salvatge.

Després de descartar la possibilitat de que una de les

bandes de precipitació fós conseqüéncia d'una interacció amb

un producte de proteólisi de l'enzim natiu, i de comprovar que

1'existencia d'aqüestes dues formes no era deguda a diferén-

cies en la quantitat de NAD+ o d'altres lligants units,

tor suggereix la possibilitat de que la gliceraldehid-3-fos-

fat deshidrogenasa existeixi en un equilibri entre el dímer i

el tetrámer,a 1'igual que succeix amb l'enzim de müscul de porc.

l'au-
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1.2.3.4. ALDEHID DESHIDROGENABA LLIGADA A COENZIM A.

L'enzim aldehid edshidrogenasa lligada a CoA present a

E.coli B va ésser escollit per Rudolph i col per a realitzar

un estudi de tipus cinétic, sobre el mecanisme d'acció deis

sistemes enzimátics amb tres substrats (137) .

L'enzim esta present en els extractes cel.lulars d'E.co-

li B feta créixer en un medi mineral basal suplementat amb

glucosa i peptona. La reacció que catalitza és reversible i

d'aquesta mena :

CoA + NAD+ + acetaldehid acetil-CoA + NADH + H+

Es un enzim depenent de reactius de grups sulfhidril

(2-mercaptoetanol i DTT) car en abséncia d'aquests compostos

a . la mésela d'assaig és totalment inactiu. La incubació pre-

via amb NAD+és necessaria per tal d'obtenir velocitats ini-

ciáis normáis. El pH óptim reportat per a aquest enzim es de

7,0 en solució amortidora de fosfat potássic.

Es actiu sobre acetaldehid, propionaldehid i butiralde-

hid. El gliceraldehid no és substrat de la reacció enzimAtica.

Els productes de la reacció s'han identificat com a NADH i ace-

til-CoA. Experiments de velocitat inicial suggereixen un meca-

nisme ping-pong. En la reacció reversa, sembla que l'acetil-

CoA s'uneix a l'enzim abans de l'addició de NADH. En l'altre

són el NAD+sentit de la reacció, i 1'acetaldehid els que in-

teraccionen amb l'enzim abans de l'addició de CoA.

El paper fisiológic d'aquest enzim aldehid deshidrogenase

lligada a CoA podria estar relacionat amb el metabolisme de la
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valina. En Pseudomonas aureginosa, una de les etapes del ca-

tabolisme d'aquest aminoácid és la transformació de propional-

dehid en propionil-CoA mitjangant l'acció d'una aldehid des-

hidrogenasa acetiladora.(149).

El metabolisme de treonina, en una soca de B.subtilis,

iniciat per la L-treonina aldolasa, comporta la formació d'a-

cetaldehid que és transformat en acetil-CoA per una activitat

enzimática d'aquesta mena (175).
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1.3. META30LISMES RELACIONAIS AMB LA LACTALDEHID DESHIDRO-

GENASA D' E.COLI.

1.3.1.METABOLISME DE L-FUCOSA I L-RAMNOSA EN E.COLI.

La L-fucosa és metabolitzada en E.coli a través de l'ac-

ció seqüencial d'una serie d'enzims induibles : la fucosa per-

measa (6 9) , la fucosa isomerasa (65), la fuculosa quinasa (73)

i la fuculosa-l-fosfat aldolasa (57). Per l'acció d'aquest da-

rrer enzim es forma fosfat de dihidroxiacetona i L-lactaldehid.

Aeróbicament, el lactaldehid és oxidat a L-lactat per una lac-

taldehid deshidrogenasa constitutiva (150). El L-lactat és

transformat en piruvat per una lactat deshidrogenasa indulble

(probablement del tipus flavoproteína) (32,89)(figura 3).

Anaeróbicament, tot el lactaldehid és redult a propandiol

per l'acció d'un enzim indulble, la propandiol oxido-reductasa

i excretat al medi (32) (figura 3). En aquest procés es rege-

ñera NAD+ , fet indispensable per a 1'ulterior metabolisme de

la L-fucosa.

La L-fucosa i la L-ramnosa són dos sucres naturals que

E.coli pot utilitzar com a font de carboni i energia. La di-

feréncia estructural entre la fucosa (6-deoxi-galactosa) i la

ramnosa (6-deoxi-manosa) radica únicament en la posició del

radical hidroxil deis C2 i .

La L-ramnosa és metabolitzada en E.coli mitjangant l'ac-

ció seqüencial d'una serie d'enzims induibles : la ramnosa

permeasa (125) , la ramnosa isomerasa (161), la ramnulosa qui-



39

nasa (29,162) i la ramnulosa-l-fosfat aldolasa (30,142) (fi¬

gura 3).

Com a conseqüéncia de l'actuació d'aquest darrer enzim,

es forma fosfat de dihidroxiacetona i L-lactaldehid. Aeróbi-

cament, el lactaldehid pot ésser oxidat a piruvat per l'ac-

ció seqüencial de la lactaldehid deshidrogenasa (150) i de

la lactat deshidrogenasa (32). Anaeróbicament, el L-lactal-

dehid és transformat a propandiol per la propandiol óxido-

reductasa i excretat al medi (13).

S'ha de destacar que, si bé existeix una completa

analogia entre les reaccions implicades en el catabolisme

de la fucosa i de la ramnosa ( figura 3), els enzims que hi

participen són altament específics per a cada via, així com

la seva inducció.

La localització cromosómica deis gens d'ambdós sistemes

és totalment diferent. Així, mentre el sistema de la fucosa

(fue) está situat en el minut 59, el responsable de la meta-

bolització de la ramnosa (rha) ho está en el minut 86, dins

el cromosoma circular d'E.coli (7). Per tant, malgrat la gran

similitud estructural entre la fucosa i la ramnosa, així com

entre les seves vies de degradació, els sistemes fue i rha es

comporten de forma diferent peí que fa ais quatre primers

enzims de la via metabólica. Tots dos sitemes semblen teñir

una organització genética diferent. Així, els gens estructu-

rals que codifiquen per a la L-ramnosa isomerasa, L-ramnulo-

sa quinasa i L-ramnulosa-l-fosfat aldolasa semblen estar so-

ta el control positiu d'una proteína reguladora, quin gen

estaria agrupat amb els anteriors ( 125).
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En canvi, peí sistema fue, tindria agrupats sota un ma-

teix tipus de control els gens de la permeasa, isomerasa i

quinasa, mentre que els corresponents a l'aldolasa, la lac-

taldehid deshidrogenasa i la propandiol Sxido-reductasa cons-

tituirien tres sistemes de regulació independent (26,70).

Peí que fa a la propandiol Sxido-reductasa, enzim anae-

rSbic que comparteixen les dues vies metabdliques, cal es-

mentar que fucosa i ramnosa exerceixen un control diferent

sobre l'expressió del gen o gens que codifiquen aquest en-

zim. Aixi, la propandiol Sxido-reductasa indulda peí crei-

xement en ramnosa está sota un control de tipus transcripcio-

nal, sintetitzant-se, només, en condicions anaerSbiques. Per

contra, el creixement d'E.coli en fucosa aerSbicament compor-

ta la sintesi de 1'enzim propandiol Sxido-reductasa en un es-

tat inactiu, el qual és activat peí canvi a condicions anae-

rSbiques, tot indicant, que en aquest cas, 1'enzim está sota

un control de tipus post-transcripcional (25), si bé no es co-

neix encara el mecanisme que produiria l'activació.

El catabolisme aerSbic de la L-fucosa i la L-ramnosa com-

parteix 1'enzim lactaldehid deshidrogenasa, el qual és indult

de la mateixa manera peí creixement aerSbic en tots dos su-

eres. Quant a la localització del gen estructural d'aquest en-

zim, així com la seva regulació, cal esmentar que són poc co-

negudes. Está descrit que el gen estructural de la lactalde-

hid deshidrogenasa estaria sota el control d'un inductor

el propi L-lactaldehid ) i una proteina( molt probablement
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FIGURA 3. METABOLISMES AEROBIOS I ANAEROBIOS DE LA

L-FUCOSA I LA L-RAMNOSA A E.COLI.

1) Fucosa permeasa

2) Fucosa isomerasa

3) Fuculosa quinasa
4) Fuculosa-l-fosfat aldolasa

5) Ramnulosa-l-fosfat aldolasa

6) Ramnulosa quinasa
7) Ramnosa quinasa
8) Ramnosa permeasa

9) Propandiol oxido-reductasa
10) Lacatldehid deshidrogenasa
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reguladora,diferents deis que controlen el sistema de la fuco-

sa (104). Aquests autors es basen en el diferent comportament

en quant a la inducció de la lactaldehid deshidrogenasa res-

pecte els altres enzims implicats en el metabolisme de la fu-

cosa en diverses soques mutants d'E.coli analitzades.

l'estudi portat a terme per Power, referent a l'or-

ganització genética i regulació deis gens que composen l'ope-

ró rha , no es descriu la participació del gen de la lactal-

En

dehid deshidrogenasa dins aquest sistema.

Quant a la posició de l'esmentat gen dins el cromosoma

d'E.coli. Chakrabarti i col el descriuen prop del sistema fue

(24). Aquesta localització no concorda amb determinats re-

sultats preliminars que indicarien un gen estructural fora

del sistema fue, si bé s'ha mapejat prop d'aquest operó una

mutació termosensible que afectarla molt probablement el gen

regulador ( veure 3.5.1.5.2 ). Aquest aspecte será tractat

amb detall ais apartats de resultats i discussió corresponents.

1.3.2. METABOLISME DE L-1,2-PR0PANDI0L EN MUTATS D'E.COLI■

E.coli tipus salvatge és incapag de créixer en medis que

contenen L-l,2-propandiol com a única font de carboni i ener-

gia.

Sridhara i col (151) aullaren un mutant ( la soca 3 ) a

partir de la soca salvatge, E.coli K-12, seleccionat per la

seva capacitat d'utilitzar L-l,2-propandiol,després de muta-

génesi amb etilmetansulfonat i posterior reciclatge ( mes de

10 generacions ) en medis amb D,L-l,2-propandiol. D'aquesta

mésela racémica, només utilitzava l'isémer L-, que a concen-
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tracions de 20 mM permetia el creixement amb un temps de du-

plicació de 140 minuts (69), donant un rendiment del cultiu

molt similar a l'obtingut en glicerol (151).

Una de les característiques mes importants detectades

en aquest mutant era la producció constitutiva d'un enzim

amb activitat propandiol deshidrogenasa. Aquesta activitat,

que semblava essencial en aquest mutant no era present en la

soca salvatge (151). Cocks i col identificaren aquest enzim

amb la propandiol Sxido-reductasa indulble en la soca salvat-

ge peí creixement anaerSbic en fucosa i ramnosa. Encara que,

ara ja sabem que la propandiol Sxido-reductasa está present

en els creixements aeróbics en fucosa, en forma inactiva. A¬

questa presencia no era detectada pels autors corresponents

mitjangant la mesura d'activitat enzimática en els extractes

cel.lulars.

Per a confirmar la identitat de la propandiol 6xido-re-

ductasa i 1'enzim amb activitat propandiol deshidrogenasa del

mutant, Cocks i col es guiaren per un seguit de fets que in-

terrelacionaven la capacitat de produir i d'utilitzar propan-

diol, tais com que el lactaldehid era un intermediari del me-

tabolisme de fucosa (57) i de la ramnosa (142) i el fet que,

alguns bacteris excreten propandiol durant la fermentació de

ramnosa (90) . A mes, el locus genétic que controla la capacitat

d'utilitzar L-propandiol en E.coli és a prop del locus cromo-

sSmic que conté els gens per a la utilitzacié de la fucosa (7).

La propandiol Sxido-reductasa, en la soca 3 , és consti-

tutiva i en el metabolisme del L-l,2-propandiol catalitza la
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reacció d'oxidació de l'esmentat glicol a L-lactaldehid, ac-

tuant sobre el grup alcohol prixnari ( a diferencia de la gli-

cerol deshidrogenasa d'E.coli que actúa sobre el grup hidro-

xil del carboni 2 ).

El L-lactaldehid format és oxidat a lactat mitjangant

1'acCió de la lactaldehid deshidrogenasa indulda peí creixe-

ment en L-l,2-propandiol (150), el mateix enzim descrit en

el metabolisme aerobic de la fucosa i la ramnosa. El lactat

indueix una lactat deshidrogenasa que el transforma en piru-

vat, compost que pot ésser introdult en el metabolisme gene¬

ral (32).

Com es pot veure, hi ha una estreta relacié entre la via

de degradado del L-l,2-propandiol en la soca 3 i la via d'u-

tilització de la L-fucosa en la soca tipus salvatge. La ruta

desenvolupada en el mutant per a la utilitzacio d'un nou com-

post ( el propandiol ) és un cas d'inversié de la direccié

normal d'una ruta metabSlica establerta, la del metabolisme

anaerSbic de la L-fucosa i la L-ramnosa, en front d'unes no¬

ves condicions externes ( figura 4 ).

Sridhara i Wu demostraren la implicacié directa de la lac-

taldehid deshidrogenasa en el metabolisme del L-l,2-propandiol

(150). Aquests autors descriuen que 1*enzim és sintetitzat se-

mi-constitutivament en la soca tipus salvatge ( la soca 1) i

en la soca 3. Van comprovar que mutants seleccionats per la

seva incapacitat de créixer en plaques que contenien dises

impregnats de lactaldehid , per tant eren deficients en l'ac-

tivitat lactaldehid deshidrogenasa, eren també incapagos de
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FIGURA 4. METABOLISME DEL L-l,2-PROPANDIOL I LA SEVA

RELACIÓ AMB EL METABOLISME DE LA L-FUCOSA

EN E.COLI.
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de créixer en L-l,2-propandiol, malgrat teñir nivells consti-

tutius de propandiol dxido-reductasa ( la soca 40 ). Per una

altra part, l'estudi de la radioactivitat incorporada per di-

verses soques d'E.coli a partir de D,L-1,2-propandiol marcat
14

C, demostrá que només incorporaven radioactivitat, les

soques propandiol posistives. La soca 40 no utilitzava el subs-

trat radiactiu, malgrat teñir propandiol Sxido-reductasa cons¬

amb

titutiva.

1.3.3. METABOLISME DE l'eTILENGLICOL EN MUTANTS d'e.COLI■

E.coli K-12 tipus salvatge és incapag d'utilitzar etilen-

glicol com a única font de carboni i energia. Malgrat tot, di-

verses especies bacterianes ho poden fer (28,59,81,156) per

oxidacions succesives a glicolaldehid i glicolat.

Donat que no havia estat possible l'obtenció de mutants,

a partir de la soca salvatge, capagos de créixer en etilengli-

col, fins i tot després de forta mutagénesi (16), es va creu-

re d'interés desenvolupar un model d'evolucié experimental per

a l'estudi de 11adquisicid d'aquesta nova capacitat metabdli-

ca en E.coli, semblant al descrit per a la utilització del L-

1,2-propandiol en el mateix microorganisme (14,70,151).

L'evolucid experimental d'enzims és un deis métodes per

a determinar els mecanismes moleculars involucráis en l'evo-

lucid de vies metabdliques en microorganismes. Es sotmet una

població microbiana a una forta pressió selectiva, i els mutants

obtinguts son caracteritzats genéticament i bioquimicament (31).
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En el cas de la utilització de 1'etilenglicol per E.coli,

es partí de la soca G3, mutant capag de créixer en L-l,2-pro-

pandiol com a única font de carboni i energia, derivat de la

soca 3 i seleccionat per la seva capacitat d'utilitzar glicolat.

S'aprofitá el fet que aquest mutant produia alts nivells cons-

titutius de propandiol óxido-reductasa ( a 1'igual que la soca

3 ), enzim que era capag, també, d'usar com a substrat l'eti-

lenglicol, transformant-lo en glicolaldehid. D'aquesta manera,

una mutació que afectés a la producció d'una activitat enzimá-

tica capag de convertir el glicolaldehid en glicolat permetria

ja la utilització de 1'etilenglicol ( figura 5 ).

Així, a partir de la soca G3 i per mutació espontánia, s'ai-

llá,peí seu millor creixement en etilenglicol, un mutant, la

soca EG3 (16) ara anomenada JA-102. Aquest mutant presenta un

temps de duplicació en etilenglicol 50 mM de 390 minuts i el

rendiment del cultiu en medis que contenen un 0,2% de la font
g

de carboni és de 10 cél.lules bacterianes per mil.lilitre.

La via d'utilització de 1'etilenglicol en la soca JA-102

s1indica a la figura 5.

L'entrada de 1'etilenglicol dins la cél.lula és probable-

ment per difussiÓ, car está descrit que aquest tipus de poliols

de cadena curta són capagos d'atravessar la membrana cel.lular

sense necessitat de sistemes de transport específics (102) .

Si bé, el L-l,2-propandiol sembla teñir un transportador de

membrana que actuaria a baixes concentracions d'aquest glicol

en el medi (70).
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FIGURA 5. METABOLISME DE L'ETILENGLICOL EN MUTANTS

D'E.COLI.

a) Propandiol dxid-reductasab)"Glicolaldehid deshidrogenasa"
c) Glicolat oxidasa

d) malat sintasa

e) glioxilat carboxilligasa
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El proper pas, l'oxidació de 1'etilenglicol a glicolal-

dehid está catalitzada per 1'enzim propandiol óxido-reducta-

sa, descrit ja en el metabolisme del L-l,2-propandiol i en

la fermentació de fucosa i ramnosa. Es coneixia ja, que la

propandiol óxido-reductasa presentava activitat creuada so-

bre 1'etilenglicol (12) i, donat que aquest enzim actúa so-

bre el grup alcohol primari (151), era lógic pensar que trans-

formaria 1*etilenglicol en glicolaldehid. L'evidencia que

l'oxidació de 1'etilenglicol era funció de la propandiol óxido-

reductasa, i no d'un altre enzim, s'obtingué per l'análisi de

les activitats enzimátiques i per transducció, comprovant que,

en la soca JA-102, la recuperació de la capacitat d'utilitzar

era concomitant amb la pérdua de la capacitat de créi-

xer en etilenglicol, a 1'igual que succeix en la soca 3 amb

la utilització de 1,2-propandiol.

El següent pas en el metabolisme de 1'etilenglicol és

l'oxidació del glicolaldehid format a glicolat, catalitzat

per un enzim anomenat pels autors "glicolaldehid deshidroge-

nasa" (16), el qual será comentat més endavant degut a la im-

portáncia que té en aquest treball.

L'oxidació de glicolat a glioxilat es realitza mitjan-

fucosa

gant l'acció d'una glicolat oxidasa lligada a FAD. Aquest en-

zim és indulble peí creixement d'E.coli en glicolat (55,120).

Endemés, en una especie de Flavobacterium es descriu una gli-

colat oxidasa indulble, no sois peí creixement en glicolat, si-

no també en etilenglicol (28). La reducció de glioxilat a gli-

colat está catalitzada per una glioxalat reductasa depenent de



50

+
NADP.

Com es mostra a la figura 5, a nivell de glioxilat, la

via metabólica presenta un punt de divergencia, donat que a-

quest compost participa en dues reaccions de condensació di-

ferents : a) La reacció catalitzada per l'enzim malat sinta-

. sa, en la qual a partir d'una molécula di glioxilat i una d'a-

cetil-CoA es forma una de malat (179) ib) La condensació de

dues molécules de glioxilat per a donar semialdehid tartronic

i CC>2/ catalitzada per l'enzim glioxilat carboxilligasa (96).
Aquesta reacció és el primer pas de la via del D-glicerat, que

condueix a la síntesi de glicerat-3-fosfat. Tant el glicerat-

3-fosfat, com el malat, són intermediaris que poden

en el metabolisme central, incorporant-se a la glicólisi i al

cicle de Krebs respectivament.

Per tant, mercés a l'esmentada seqüéncia de reaccions, un

compost de dos étoms de carboni com 1'etilenglicol és capag

de suplir les necessitats tant energétiques, com de síntesi

de components cel.lulars i permetre el creixement de mutants

d'E.coli K-12 en etilenglicol com a única font de carboni i

energia.

entrar

1.3.3.1. ORIGEN DE L'ACTIVITAT GLICOLALDEHID DESHIDROGENASA.

L'origen de l'enzim responsable de l'oxidació del gli-

colaldehid a glicolat en el metabolisme de 1'etilenglicol en

soques mutants d'E.coli era desconegut en un principi. El

que era evident és que la soca 1 ( tipus salvatge ) presen-

tava ja nivells d'activitat glicolaldehid deshidrogenasa, els
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quals augmentaven en la selecció peí carácter etilenglicol po-

sitiu (16).

Hi havia varies hipótesis :

- Que la glicolaldehid deshidrogenasa involucrada en el

metabolisme de 1'etilenglicol fós la glicolaldehid deshidro-

genasa lligada a NADP+ descrita en la biosíntesi de la vita¬

mina B6 en E.coli B (112,164) (veure 3.8.3)

- Que fós alguna aldehid deshidrogenasa d'Amplia especi-

ficitat. Aquests enzims están ámpliament distribults en dife-

rents especies, si bé no n'hi ha cap de descrita a E.coli.

- Que fós funció de l'enzim lactaldehid deshidrogenasa

d'E.coli descrit en el metabolisme aeróbic del 1,2-propandiol

(150), ramnosa i fucosa. Ja anteriorment, Leblanc i Mortlock

(101) , en l'estudi del metabolisme de la D-arabinosa per in-

ducció deis enzims de la L-fucosa en mutants d'E.coli, descri-

vien una activitat glicolaldehid deshidrogenasa que oxidava el

glicolaldehid,format per acció de la fuculosa-l-fosfat aldola-

sa sobre la D-ribulosa-l-fosfat, a glicolat. Aquests autors pos-

tulaven que l'enzim responsable d'aquesta activitat podria é-

sser la lactaldehid deshidrogenasa descrita per Sridhara i Wu

(150) .

L'enzim lactaldehid deshidrogenasa d'E.coli presenta ac-

tivitat sobre els &C-hidroxialdehids, entre els que s'incldu

el glicolaldehid ( veure 3.3.3.7 ). Aquest resultat, dona su-

port a aquesta darrera hipótesi, si bé Sridhara i Wu presen-

taven a la lactaldehid deshidrogenasa com a un enzim altament

específic peí L-lactaldehid.
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Les propietats descrites per a lactaldehid deshidroge-

nasa de la soca 3 (150) i per a la glicolaldehid deshidroge-

nasa de la soca JA-102 (19) s6n diferents en determináis as-

pectes, encara que cal remarcar que les comparacions no són

del tot correctes si tenim en compte que les condicions d'a-

ssaig i el grau de purésa de les preparacions enzimátiques em-

prades eren diferents ( veure 1.2.3.1 i 1.2.3.2 ).

Seguint 1'esquema de la darrera hipótesi, la via de de-

gradació de 11etilenglicol utilitzaria els mateixos enzims de

la via metabólica del L-l,2-propandiol de la soca progenitora,

presentant-se un model molt interessant d'evolucié. A la figu-

ra 6 es presenten les dues vies d'utilització deis glicols

esmentats, el 1,2-propandiol i 1'etilenglicol i la seva Ínter-

relacié, conjuntament amb les de la fucosa i ramnosa.

METABOLISME DEL METILGLIOXAL» (33,34 .92)1.3.4.

El metilglioxal ( 2-oxopropanal ) és un intermediari, que

pot ésser format a partir de diversos metabdlits. Una caracte-

rlstica important és el seu potent efecte citotóxic, inhibint

la sintesi de protelnes. Com a conseqüencia d'aquest primer

punt d'atac, queda també aturada la síntesi de DNA i de RNA. El

mecanisme d'inhibició de la síntesi protéica sembla ésser per

interaccié amb el ribosoma. El grau d'inhibicié aconseguit peí

metilglioxal depen de la concentracié usada, així com de la

densitat del cultiu i temps d'addicié de l'aldehid al medi.
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FIGURA 6. INTERRELACIO ENTRE ELS METABOLISMES DE LA

L-FUCOSA, L-RAMNOSA, L-l,2-PROPANDIOL I

ETILENGLICOL EN E.COLI.



cu

3

<D
O
CO

X
0)

T3
0)

E

0
(3
10
O
c

E
o
cr

o
to
o
o
D
LL

t

0

O0.9.
o•O
oc

Cí
eno.
co
QJ

CL
I

LÜ



54

Aquesta variació en la quantitat de metilglioxal necéssaria

per á produir la inhibició d'un cultiu bacteria esta relacio-

nada amb la capacitat cel.lular de desintoxicar aquest com-

post, mitjangant sistemes enzimatics. Degut a l'elevada toxi-

citat del metilglioxal, no és sorprenent el fet que els or-

ganismes hagin desenvolupat mecanismes de regulació de la con-

centració de l'esmentat aldehid.

Fa aproximadament 50 anys, que el metilglioxal era consi-

derat un intermediari important en la via de la glucólisi en

animáis, plantes i microorganismes, si bé des d'aleshores s'han

produit diverses controversies sobre la formació enzimatica del

metilglioxal a partir de la glucosa, aixl com la descripció de

la seva formació a partir d'altres fonts de carboni (74). Ac-

tualment, es té una visió mes clara de quins son.els mecanis-

mes enzimatics que porten a la formació de metilglioxal i de

les reaccions que l'utilitzen. Aquests aspectes serán conside-

rats de manera general, remarcant més aquells que estarien re-

lacionats amb el conjunt del present treball.

- Formació de metilglioxal.

1) Esta descrita la formació de metilglioxal a partir del

fosfat de dihidroxiacetona mitjangant una reacció enzimatica

irreversible, catalitzada per la metilglioxal sintasa, que es

pot esquematitzar de la següent manera :

Metilglioxal + p^.Fosfat de dihidroxiacetona
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L'enzim és inhibit peí P^.
El metilglioxal format és transformat en D-lactat per un

sistema enzimétic compost per dos enzims : la glioxalasa I i la

glioxalasa II, present en molts microorganismes, en els quals

s'inclou E.coli. Donada l'existéncia de D- i L-lactat deshidro¬

genases, el lactat format és transformat en piruvat.

Aquesta seqüéncia de reaccions a partir del fosfat de di-

hidroxiacetona i que porten a la formació de piruvat,via metil-

glioxal, constitueix la via anomenada ruta alternativa del me-

tilglioxal de la glicélisi ( figura 7 ).

És molt difícil d'avaluar en quin grau aquesta seqüéncia

alternativa és utilitzada en el catabolisme normal. Tots els

enzims involucrats són sintetitzats constitutivament, encara

que l'estudi realitzat en mutants d'E.coli afectats en dife-

rents punts de la via d'Embden-Meyerhof , revela la incapaci-

tat de suportar creixement en preséncia de glucosa, tot indi-

cant que la ruta alternativa del metilglioxal no és una alter-

nativa normal a la via de la glicélisi, si bé cal teñir en

compte l'efecte inhibitori deis intermediaris glicolítics fos-

forilats.

Un tipus de mutant glicolític, defectiu en piruvat quina-

sa (pyk AF) és capag de créixer, encara que molt lentament, en

maltosa o lactosa. Ambdés sucres a l'ésser catabolitzats pro-

dueixen glucosa. En aqüestes condicions, es forma metilglioxal.

No es coneix en quin grau la ruta alternativa del metilglioxal

seria la resposable d'aquest lent creixement, si bé és una pos-

sibilitat.
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FIGURA 7. REPRESENTACIÓ ABREVIADA DE LA VIA D'EMBDEN-

MEYERHOF AMB LA RUTA ALTERNATIVA DEL METIL-

GLIOXAL.
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A mes d'aquesta situació esmentada pels mutants pyk AF,

es pot detectar la presencia de metilglioxal en el medi de

cultiu en altres circumstáncies. Aix£, quan mutants triosafos-

fat isomerasa negatius creixen en gluconat, o mutants fructo-

bisfosfat aldolasa negatius creixen en glicerol, o cél.lu-

les d'E.coli tipus salvatge creixen en glucosa-6-fosfat, es

detecta metilglioxal en el medi, a una concentració entre 0,1-

0,2 mM, indicant la formado d'aquest aldehid a partir del

fosfat de dihidroxiacetona.

sa

2) Es va descriure la formado de metilglioxal a partir

del gliceraldehid-3-fosfat, si bé no s'ha aprofondit posterior-

ment en aquest aspecte. Sembla que la formado a partir de gli-

ceraldehid-3-fosfat detectada en extractes crus d'E.coli seria

conseqüéncia de la preséncia de triosafosfat isomerasa que

transformarla aquest compost en fosfat de dihidroxiacetona,el

qual és substrat de la metilglioxal sintasa. Aquesta hipótesi

ve confirmada per la manca de produccié del metilglioxal a par-

tir de gliceraldehid-3-fosfat en extractes crus de mutants d'E.

coli defectius en l'activitat triosafosfat isomerasa.

3) També está descrita la produccié de metilglioxal a par-

amb•la degradacié de la glu-

cosa. Aixi, hi ha referéncies d'un enzim capaq de formar metil-

glioxal a partir d'acetol ( 1-hidroxiacetona ), el qual és un

intermediad en el catabolisme de 1'isopropanol i de 1'acetona.

tir de reaccions no relacionadas
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Aquest enzim anomenat acetol deshidrogenasa usa NAD+
factor i és indult peí creixement en acetona. En mamífers, a-

quest enzim s1anomena acetol monooxigenasa i utilitza NADP+(5).

com a co-

4) S'ha descrit la formació de metilglioxal a partir d'a-

minoacetona en Pseudomonas sp (74) i en Bacillus sp (173) com

a conseqüéncia de la degradació de 11aminopropanol en el pri-

mer cas, i de la treonina i aminopropanol en el segon. L'enzim

implicat és 1'aminoacetona amino transferasa.

Si bé E.coli és capag de transformar aminopropanol en ami-

noacetona (106, 169,170) no pot créixer en medis que contenen

aminopropanol com a única font de carboni i nitrogen, tot in-

dicant que 1'aminoacetona no és desaminada i s'acumula en el

medi (170).

- Reaccions que utilitzen metilglioxal.

El metilglioxal pot ésser transformat en D-lactat o piru-

vat. En tots dos cassos, sembla que el substrat inicial és la

forma hidratada del metilglioxal, ja que está descrit que és

aquesta forma la predominant en els <^-cetoaldehids (CH^-CO-
CH(0H)2) .

La formacié de D-lactat és conseqüéncia de l'actuació del

sistema glioxalasa, mentre que el piruvat és prodult per l'ac-

ció de la metilglioxal deshidrogenasa (E.C.1.1.1

possiblement per la formaldehid deshidrogenasa (E.C.1.2.1.1).

) o també

1) Sistema glioxalasa :

Aquest sistema fou descobert fa aproximadament 70 anys i
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está ampliament distribult ( animáis, plantes i microorganis-

mes ) .

Consta de dos enzims separats anomenats glioxalasa I (me-

tilglioxalasa S-lactilglutation, E.C.4.4.1.5 ) i la glioxala-

sa II ( hidrolasa S-2-hidroxiacilglutation, E.C.3.1.2.6 ).

L'actuació consequtiva d'ambdós enzims transforma el metil-

glioxal en D-lactat, intervenint el glutation com a coenzim.

El mecanisme de reacció és atlpic donat que el metilglioxal i

el glutation es combinen en una reacció no enzimática per a

donar un conjugat, molt probablement un hemimercaptal, que és

el veritable substrat de la glioxalasa I. El producte de la

reacció catalitzada per aquest primer enzim és el S-lactil-

glutation en la forma endlica. Aquest enzim presenta una ám-

plia especificitat de substrat sobre els <<-cetoaldehids.

Mutants d'E.coli,seleccionats per la utilització rápida de

metilglioxal exogen, mostren nivells d'activitat glioxalasa I

de 6 a 10 vegades mes elevats que la soca salvatge, mentre

que l'activitat glioxalasa II romana inalterada, tot indicant

que tots dos enzims no formen part de la mateixa unitat trans-

cripcional.

La glioxalasa II catalitza la hidrólisi del S-lactilglu-

tation ( en forma cetónica ) per a donar D-lactat i glutation.

La reacció global es pot esquematitzar de la següent ma¬

ñera :
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Estudis portats a terme en E.coli per incubació de cél.lu-

les senceres amb metilglioxal 5 mM,van donar suport al paper

fisioldgic del sistema glioxalasa, observant-se una conversid

D-lactat. Així sembla que el

sistema glioxalasa és l'únic responasable del catabolisme del

metilglioxal en E.coli. Per5 tanmateix, quan l’estudi es rea-

litzá en extractes cel.lulars, la taxa d'utilitzacid del metil-

quantitativa del metilglioxal a

glioxal era només un 25% de 1'observada en cel.lules senceres

(34) .

2)Metilglioxal deshidrogenasa o oL-cetoaldehid deshidro-

genasa :

Durant molt temps es va creure que la transformació del

metilglioxal en D-lactat era 1'única via metabolica d'aquest

compost. Malgrat tot, aquest procés era ineficient per a a-

quells organismes capagos d'oxidar només la forma L- del lac-

tat.
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Així, Monder va alllar una -cetoaldehid deshidrogenasa

de teixit de mamífer que catalitzava,directament, l'oxidacié

de metilglioxal a piruvat de manera irreversible. L'enzim no

requeria glutation i presentava activitat sobre altres o^-ce-

toaldehids com el glioxal, fenilglioxal i 1'hidroxipiruvic al-

dehid. També descriu 1'existencia de dues formes enzimátiques,

una activa amb NAD+ , l'altra amb NADP+ (109).

Un enzim d'aquest tipus, també está descrit en microor-

ganismes. Així, Higgins i Turner reporten la seva preséncia

en Pseudomonas sp després del creixement en aminoacetona (74).

La Km peí metilglioxal era baixa, i si bé semblava un enzim

induible, la seva activitat era molt baixa. En aquest cas par¬

ticular, els enzims del sistema glioxalasa es trobaven en uns

nivells 30 vegades superiors.

Una situacié quelcom diferent és la que presenten certs

microorganismes Gram-positius quan creixen en acetona o iso-

propanol, donat que no tenen activitat glioxalasa, per5 si

una elevada activitat metilglioxal deshidrogenasa. Aquest en-

zim usa NAD+ com a cofactor i és induit peí creixement en

acetona. Els resultats obtinguts pels autors corresponents

semblaven indicar que la única transformacié del metilglioxal

en aquests organismes era l'oxidació directa a piruvat.

No hi ha descrita cap activitat d'aquesta mena en E.coli,

si bé l'enzim que presentem en aquest treball té activitat

sobre metilglioxal i donat el tipus de reacció que catalitza,

és d'esperar que el producte sigui el piruvat.
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3) Formaldehid deshidrogenasa :

No esta ciar el paper d'aquest enzim en el metabolisme

del metilglioxal, encara que la formaldehid deshidrogenasa pot

usar metilglioxal com a substrat.

L1enzim de llevat i d'altres fonts necessita glutation i

es creu que és actiu sobre el conjugat format entre el formal-

dehid i el glutation. D'aquesta manera es formaria formilglu-

tation, el qual seria hidrolitzat per la S-formilglutation hi-

drolasa (E.C.3.1.2.12) per a donar format i glutation en una

reacció semblant a la descrita per a la glioxalasa II. En el

cas del metilglioxal, el conjugat metilglioxal-glutation pasa-

ria a piruvilglutation. La hidrolisi d'aquest compost donaria

piruvat i glutation. Malgrat tot, sembla ésser que la S-formil-

glutation hidrolasa no té activitat sobre el piruvilglutation,

motiu peí qual,la implicació de la formaldehid deshidrogenasa

en el metabolisme del metilglioxal es posa en dubte.

La natura citotdxica del metilglioxal suggereix que les

cél.lules han de mantenir la concentració d'aquest aldehid so-

ta un estricte control. Si es produís a una velocitat mes gran

que la de la seva utilitzacié, el compost s'acumularla dins la

cél.lula i en el medi de cultiu provocant , molt probablement,

la inhibició del creixement.

Hi ha descrit un mecanisme de control de la formacié del

metilglioxal a nivell de la metilglioxal sintasa, per5 no s'ha

reportat res respecte la regulacié deis sistemes d'utilització

de l'esmentat aldehid. De manera que, si els Controls normáis

deixen d*operar, com a conseqüéncia de mutacions o d'alteracions
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fisiológiques, les cél.lules poden prodüir un excés de metil-

glioxal capag de matar-les. Així, está descrita una superpro-

ducció de metilglioxal per increment en els nivells d'AMP-cí-

clic amb sucres que no s<5n transportats peí sistema fosfotrans-

ferasa.

El paper fisiologic del metilglioxal no está ciar encara,

si bé es proposen diverses funcions :

- ActuaciÓ en el des-acoblament entre el catabolisme i l1a-

nabolisme. En aquest context, la metilglioxal sintasa seria una

alternativa a la reacció catalitzada per la gliceraldehid-3-

fosfat deshidrogenasa en el catabolisme de les triosafosfat.

Les condicions necessáries per a activar a la metilglioxal sin¬

tasa s<5n una elevada concentració de fosfat de dihidroxiacetona

i una baixa concentració de P^ . Així, a l'entorn natural d'E.
coli, el P^ no sempre está disponible. L'abséncia de P^ bloque-
ja la reacció catalitzada per la gliceraldehid-3-fosfat deshi-

drogenasa, aturant la glicólisi. Aleshores, el catabolisme del

fosfat de dihidroxiacetona a través de la metilglioxal sintasa,

produeix el P^ necessari per a l'actuació de la gliceraldehid-
3-fosfat deshidrogenasa, possibilitant així el catabolisme de la

glucosa.

En aquest sentit, cal esmentar també, el paper de la via

alternativa del metilglioxal com a un mecanisme de desacoblament

energétic (157). Així, Streetkstra i col descriuen l'existéncia

de dos mecanismes de desacoblament energétic en cultius continus

( en quimiostat ) de Klebsiella aerogenes creixent en glicerol

anaeróbicament. El primer mecanisme estaria associat amb la fer-
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mentacié del glicerol a 1,3-propandiol. Aquest procés no impli-

ca l'ATP directamente peré facilita 1'entrada de glicerol i el

catabolisme. El segon mecanisme seria la via alternativa del

metilglioxal . Sembla ésser que aquesta via es dispara quan

cultius limitats de glicerol són transitériament alliberats de

la seva limitació. En aqüestes condicions, la via alternativa

del metilglioxal permet la fermentació del glicerol, sense un

increment concomitant en la generació d'ATP.

La utilització d'aqüestes dues vies, conjuntament amb la

glicélisi, permet a les cél.lules ajustar la relació entre el

catabolisme del glicerol i la producció d'ATP, segons les cir-

cumstáncies.

- Una altra alternativa peí metilglioxal és la d'ésser un

precursor del D-lactat, que en condicions aerSbiques pot donar

energua a la membrana cel.lular d'E.coli, permetent així, el

transport de determinats sucres i aminoácids. En aquest sen-

tit, és interessant remarcar que, el sistema glioxalasa está

situat a l'espai periplásmic , de manera que la formació de

D-lactat té lloc a fora de la membrana citiplamática.

- L'acció inhibitoria del metilglioxal suggereix un altre

possible paper com a regulador del creixement, ja sigui del

propi organisme productor, com d'altres cél.lules que entrin

en contacte amb el metilglioxal.
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1,3.5. METABOLISME DEL GLUTAMAT.

.Com es presentará mes endavant en aquest treball, l'enzim

lactaldehid"desfridrogéñasa és indult peí creixement d'E.coli

en presencia de glutamat i glutamina. Si bé no sabem quin se-

ria el mecanisme responsable d'aquesta inducció, intentarem

presentar una visió general de les rutes metabóliques que uti-

litzen glutamat, així com de la posició del glutamat en el ca-

tabolisme d'alguns aminoácids.

En general, les rutes catabóliques deis aminoácids són

normalment llargues i complexes, amb molts intermediaris. Molts

d'aquests compostos formats durant l'oxidació deis aminoácids

tenen altres funcions dins la cál.lula, particularment com a

precursos esencials de diferents components cel.lulars. Així,

resulta que les rutes catabóliques deis aminoácids són multi-

funcionáis i d'elles deriven moltes branques i rutes colaterals.

D'aquesta manera, en alguna de les fases del catabolisme

d'almenys 11 aminoácids, el grup ^,-amino és transferit enzi-

máticament al carboni oC d'un deis tres oxoácids diferents, el

piruvat, el oi-oxoglutarat i l'oxalacetat. Així, té lloc l'a-

minació del <*-oxoácid aceptor per a formar el o<-aminoácid a-

nálog.

La reacció es pot esquematitzar de la següent manera :

HH
i i

FL -C=0
i

COOH

+ R„-C=0

COOH

+ R--C-NH_
¿ t Z

COOH

R.-C-NH01 | ¿
COOH

El (¿-oxoácid corresponent al glutamat és el ¡X -oxoglutarat

i l'enzim que catalitza aquesta reacció de transaminació és
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glutámic-oxalacétic transaminasa.

La reaccié es reversible, de manera que a partir de glu-

tamat es forma ^-cetoglutarat, el qual entra directament en

el cicle deis ácids tricarboxílics.

El ¡?(-oxoglutarat és 11 aceptor final deis grups amino de

la major part d'aminoacids, canalitzant així, els grups amino

cap a una sequüéncia final de reaccions a través de les quals

es formen els productes nitrogenats fináis.

El glutamat pot ésser utilitzat per a diverses funcions

dins la cél.lula :

- En primer lloc, i particularment en bacteris, el L-glu-

tamat experimenta una desaminació oxidativa rápida, catalitza-

da per la glutamat deshidrogenasa lligada a piridina :

L-glutamat + NAD+ c¿. -oxoglutarat + NH* + NADH + H +

D1aquesta manera, els grups amino recollits de la resta

d'aminoacids són descarregats en forma de ions NH^
tamat deshidrogenasa pot usar també NADP+ com a aceptor elec-

tronic, el NADPH

biosintétiques. Aquest enzim és una peqa clau en la desamina-

cié deis aminoacids en molts organismes, sobretot en aquells

aminoácid que té una des-

. La L-glu-

format actúa com a reductor de les reaccions

que excreten amoni, ja que és l'ünic

hidrogenasa tant activa i específica.

L'altre producte de la reaccié catalitzada per la L-glu-

tamat deshidrogenasa és el <?( -cetoglutarat, que pot ésser uti-

litzat en las reaccions de transaminació esmentades anterior-
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ment i a la vegada és un intermediari del cicle deis ácids

tricarboxilics, entrant aixl, el metabolisme general.

- Una altra alternativa per a la utilització del glutamat

en la forma D- és la seva participacié com a precursor en la

formació de la mureina de la pared cel.lular deis bacteris

Gram-positius.

- En bacteris i plantes, l'ornitina es forma a partir de

l'ácid glutámic, a través de dues rutes generáis. La via prin-

cipal és la que es mostra a la figura 8. L'etapa final varia

segons l'espécie. Així, en E.coli, la N-acetilornitina és hidro-

litzada a ornitina i ácid acétic lliure, mentre que en altres

microorganismes i plantes segueix un altre tipus de transforma-

ció. A la vegada,

accions enzimátiques es forma arginina.

Les rutes biosintétiques de la glutamina i de la prolina

parteixen, també, de glutamat. El primer aminoácid es forma en

una sola etapa, catalitzada per la glutamina sintasa. El segon

es sintetitza en tres etapes, la primera deis quals és la for-

mació del semialdehid glutllmic.

partir de l'ornitina i a través de varies re-

- El L-glutámic forma part, també, de 1'estructura del glu-

tation. Aquest últim compost és format per l'addició enzimati-

ca de la L-cistelna i la glicina, en aquest ordre, sobre el L-

glutcimic.
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E.coli tipus salvatge no creix en glutamat com a font de

carboni i energia. Aquesta incapacitat podria estar relacio-

nada amb la presencia, en E.coli, d'una glutamat descarboxi-

lasa que transformarla el glutamat en y-aminobutirat, compost
no metabolitzable.

Una via interessant peí metabolisme del glutamat és la que

presenta un mutant d'E.coli capag de créixer en L-glutamat,

alllat per Vender i col (149). Aquest mutant és deficient en

la glutamat descarboxilasa ja esmentada, alhora que presenta

uns nivells molt baixos de glutamat deshidrogenasa, peró alts

nivells d'aspartasa. Aixd fa pensar en que el glutamat seria

metabolitzat per tansaminació amb l'oxalacetat ( i no amb el

-cetoglutarat ) per a donar apartat, el qual a través de

l'aspartasa seria transformat en fumarat, entrant aixl, en el

cicle deis ácids tricarboxilics.
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FIGURA. 8. RUTA BIOSINTETICA DE L'ORNITINA A PARTIR
D1ACID GLUTAMIC A E.COLI
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1,4, METABOLISME DE FUCOSA I RAMNOSA EN ENTEROBACTERIACEAE :

KLEBSIELLA SP I SALMONELLA SP.

Salmonella typhimurium i Klebsiella pneumoniae creixen

aerobicament en L-fucosa (139,153) i en L-ramnosa (117,138)

com a única font de carboni i energia.

En el cas de Klebsiella aerogenes, está descrita una via

d'utilitzaciÓ de fucosa que consta d'una fucosa isomerasa, una

fuculosa quinasa i una fuculosa-l-fosfat aldolasa (153) . Una

via paral.lela, perd específica per a la ramnosa, sembla ésser

la responsable, en aqüestes cél.lules, del metabolisme d'aquest

altre sucre.

En el cas de Salmonella typhimurium, no hi ha descrita a

la literatura cap via d'utilitzaciÓ de fucosa, perd si de ram-

nosa (1), on aquest sucre és metabolitzat per l'acció seqüencial

d'un conjunt d'enzims induibles, que comprenen la ramnosa iso-

merasa, la ramnulosa quinasa i la raxnnulosa-l-fosfat aldolasa.

Així, la L-fucosa i la L-ramnosa són catabolitzades aeré-

bicament en Klebsiella sp i en Salmonella sp per vies semblants

i paral.leles a les descrites en E.coli (veure 1.3.1).

En E.coli está descrit que per l'acció de 1'aldolasa, la

molécula fosforilada de 6 átoms de carboni, provinent del me-

tabolisme tant de la L-fucosa com de la L-ramnosa, és trancada

en fosfat de dihidroxiacetona i L-lactaldehid. Aerobicament,

ambdós productes són introduits al metabolisme general : el

fosfat de dihidroxiacetona via glicélisi, i el L-lactaldehid

per oxidació a lactat mitjangant la lactaldehid deshidrogenasa.
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Malgrat tot, en cap de les referéncies bibliográfiques

trobades sobre les vies metabdliqu.es de la L-fucosa i de la

L-ramnosa en Klebsiella sp i en Salmonella sp, es descriu la

transformacid deis productes formats per acció de les aldola-

ses respectives. Així dones, no s'esmenta cap activitat lac-

taldehid deshidrogenasa en aquests bacteris, en relacid al

metabolisme de tots dos sucres.

Anaerdbicament, Salmonella typhimurium i Klebsiella pneu-

moniae fermenten ambdos sucres d'idéntica manera que E.coli.

El L-lactaldehid format, en anaerdbiosi és redult a 1,2-pro-

pandiol per una propandiol dxido-reductasa induible i excre-

tat al medi (8).

Aquest enzim, pega clau en el metabolisme anaerdbic de la

fucosa i la ramnosa, ha estat estudiat ampliament en E.coli

(13,14,15,132) i comparat des deis punts de vista d'estructu-

ra i regulacid amb els enzims amb activitat propandiol óxido-

reductasa de K.pneumoniae i S.typhimurium (133)

L'analisi estructural indicé. que els tres enzims presen-

ten el mateix pes molecular, mentre que el punt isoeléctric

és lleugerament diferent per a 1'enzim de S.typhimurium. Els

enzims de K.pneumoniae i E.coli presenten idéntic perfil de

bandes en els mapes peptídics monodimensionals, obtinguts per

digestid amb diverses proteases. En canvi, 1'enzim de S.typhi-

murium es mostra diferent, llevat de la digestid amb subtili-

sina, la qual cosa indica que les zones hidrofdbiques de la

propandiol dxido-reductasa de les tres especies han estat con-

servades al llarg de l'evolucid.
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L'enzim de K.pneumoniae presenta identitat immunológica

amb el d'E.coli, mentre que l'enzim de S.typhimurium presen¬

ta, només, identitat parcial.

Des del punt de vista de regulacié, les tres espécies in-

dueixen una propandiol 5xido-reductasa activa quan creixen a-

naeróbicament en fucosa i ramnosa. La presencia d'aquest en-

zim, detectada immunolSgicament, en els creixements aerSbics

en tots dos sucres, és diferent segons l'espácie estudiada.

Aix£, en S.typhimurium es sintetitza una propandiol Sxido-re-

ductasa inactiva durant el creixement aeróbic en fucosa i ram-

nosa, la qual és activada d'inmediat peí canvi a condicions

anaerdbiques. Una propandiol Sxido-reductasa inactiva és tam-

bé indulda en E.coli en aerobidsi per5 només peí creixement

en fucosa. Aquest enzim está subjecte a un control de tipus

post-transcripcional quan el cultiu esdevé anaerdbic (25).

En canvi, K.pneumoniae no indueix cap propandiol dxido-reduc-

tasa inactiva en condicions aerSbiques en presencia de tots

dos sucres. El control, per tant, és sois transcripcional en

condicions anaeróbiques.

L1abséncia de l'enzim propandiol ñxido-reductasa en els

extractes cel.lulars de S.typhimurium feta créixer aerdbicament

en ramnosa i fucosa, pot ésser un fet important en el metabo-

lisme aerobic de tots dos sucres, com ja s'indicará a l'apar-

tat de discussió corresponent ( veure 4.6 ).



2. MATERIALS

I METODES
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2.1. SOQUES BACTERIANES I FAGS.

S'inclouen en aquest apartat les soques bacterianes

utilitzades en la realitzacié del present treball, aix£

com en determinats casos les seves progenitores.

La soca de tipus salvatge utilitzada en aquest treball

. és un mutant d' Escherichia coli K-12, anomenat E 15 (6) i

que designarem com a soca 1.

La soca 3 és un mutant derivat de la soca 1, obtingut

per mutagénesi amb etilmetansulfonat i seleccionat per la

seva capacitat de créixer en medis amb L-l,2-propandiol com

a única font de carboni i energía, degut a la produccié

constitutiva de l'enzim propandiol óxido-reductasa (15Í)

La soca 40 és un mutant derivat de la soca 3 per muta-

génesi amb N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina i seleccionat

per la seva incapacitat de créixer en medis que contenen

L-l,2-propandiol com a única font de carboni i energía, de-

gut a la manca d'activitat lactaldehid deshidrogenasa (150)

Aqüestes soques van ésser cedides gentilment peí Prof.

E.C.C. Lin del Departament de Microbiología i Genética Mo-

lecular de Harvard Medical School, Boston, U.S.A.

La soca G3 és un derivat de la soca 3 (glicolat negati-

va) per mutacié espontánia, seleccionat per la seva reversió

al fenotip glicolat positiu (16).

La soca JA-102 és un mutant espontáni derivat de la so-

ca G3 i seleccionat per la seva capacitat de créixer en me-

dis amb etilenglicol com a única font de carboni i energia (16).
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La soca CBK-230 és un mutant d' E.coli que presenta el

següent fenotip relevant : thy, arq H::Tn5.

La soca K-2.2 és un mutant d' E.coli ppc (fosfoenolpi-

ruvat carboxilasa negatiu) amb el següent genotip : arq H,

gal K, gal p, his, lac, leu, mal, mql, hir, hrpf xyl, ppc (95)

Aqüestes dues soques, la CBK-230 i la K-2.2, foren cedi-

des peí Prof. H.L. Kornberg, Departament de Bioquímica, Univer-

sitat de Cambridge, Cambridge,ü.K.

La soca JA-103 és un mutant ppc derivat de la soca 3 per

tansduccié generalitzada amb el bacteriofag P1 i seleccionat

per la seva capacitat de créixer en medis amb propandiol +

aspartat i incapacitat de fer-ho en medis amb propandiol

sdl.

La soca JA-104, derivada de la soca JA-103, és un mu-

tant temperatura sensible per a la produccié de l'enzim lac-

taldehid deshidrogenasa. Fou seleccionat per la seva capa-

citat de créixer en medis que contenien propandiol + acetat

a 42 QC.

L'obtencié d1aqüestes dues soques s'explicará amb detall

en l'apartat de resultats corresponent.

La soca JA-105 és un mutant derivat de la soca 3 per

mutagánesi d'inserció de Tn5 i seleccionat per la seva in-

capacitat d'utilitzar propandiol en plaques de McConckey +

kanamicina + propandiol. La insercié de l'element Tn5 ha a-

fectat a l'expressió de l'enzim propandiol 6xido-reductasa.

La soca ET 6016 és un mutant d' E.coli incapas d'uti-

litzar ramnosa com a font de carboni i energia com a conse-

qüéncia d'una mutacié que afecta al gen de la ramnulosa-1-

fosfat-aldolasa. Els marcadors cromosámics sén : £ D139Jara
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A(arg F-lac ) 205, flb BS301, pst F25, reí Al, rps L150,

A(qln G i/0 gln L) 228, rha-10, deo C1. Aquesta soca va

E.coli Genetic Stock Center, Departament

de Genética Humana, School of Medicine, Yale University, New

Haven, U.S.A.

ésser cedida per 1

En determinats experiments, la soca d' Escherichia coli

tipus salvatge utilitzada va ésser la de 1' American Type

Culture Collection, Rockville Maryland, U.S.A ns de caté-• /

leg ATCC e25404.

La soca de Klebsiella pneumoniae utilitzada en aquest

treball fou la de 1' ATCC nQ 13882.

Així mateix, la soca de Salmonella typhimurium també

pertany a la mateixa col.lecciÓ amb el codi ns e23564.

En la Taula 1 es resumeixen les característiques més

importants d'aqüestes soques en relació amb el present tre-

ball.

Les soques es mantenien en tubs o plaques d'Antibio-

tic médium nQ 3'a 0-4SC i es resembraven periddicament.

També es disposava d*aqüestes soques en forma congelada en

glicerol al 15% (v/v) a -80sC, a fi de poder accedir al fe-

notip original quan f<5s necessari.

Els fags utilitzats en aquest treball. foren :

- Bacteriofag P1 ( en les transduccions generalitzades).

: A b221 cI857 (ts), rec::Tn5, 29(Am) P80- Bacteriofag X467

(Am) . ( en l'obtenció de mutants d'inser-

ció ) .



<
fflm m CQD
D noD P 76few o

• tp
CpD 5-1

iH
(ti«ti (ti

rH 1•iH >r-t
„ u < o
n ycrt O yrfí

•H P 0)O roo Q
oO r-l a> ^ j=»

xi >1 tí
c p 5-1

o o ^ o 'ín fe
«o (0 U ^ M

nn
tí títí x¡

(ti (ti■H o rd -h <d -h (d
p en o p o xi u

• 0*0*
U H en O 0) U

(ti

8«. 8*¡
05 n 05 u

fd
(ti fe nj

ü

• (ti (ti (ti • 0) (ti
O U (ti CJ (ti O (tife (tife P > P

rH • 1—I • H <H iH• -H • -H iH

(d SC ®
•h

(tife -o fe fe (ti (ti0) ó<D ti) 0 a) o

"I u
D0) . Q)

P SÍ nd P >0 5-1 nd •

0) o
i-l (Q ■ nd -

d) ti) ti)
& tn &

ti) ti)ti)
and tí cu nj a (ti ,q (ti

n ti ^ nd & nd
(tiíti ítiíti (tiíti (ti o (tifí (ti -H <ti
*d> > *d > nd >-h > -d *3 p nd
•H ÍH -H -H «H *H -H CQ *H CQ *H .Q -H
nd (ti p nd p nd
ti) ¡3 0) ti) ti) ti)
U —' Q U Q U

(ti (ti

§ nd nd nd
«tití (0
^ -Ho) ^ -H

•H ffl

á§ H
cp •H ffl

s& H ®
nd
0)S-l

u o uo

p

a
m

§
E-(

Eh
en
w
D
a

+
CP
p
ww

en
fe 05 + +

iQ O oti)
< s SrH rH

od1 u inN
tíEh VH
En-PH

P I I05 + + ++ • •

JSnd nd nd nd ndndH •iH «•

SI
pE-( PP P P PP nd

D fe feti) fe fe fefe p
p fe
üen
(ti 1 1 1w 1+ 1

¡3 >1 : OO OP O O O ü
3a 3 3 3 3 x:«3 3 £pfe feo o ti fe Pn

en

en
fe
P

fe
Q

en
fe
E3
a
H
Eh
en
H
fe

p w

C a

O
00 roEh CSin

<NCN OOrH O
1

3 d rHP fe rH rH

fe 1esD O I
<t¡<<C <

eh a
m <o 00o

d)fed) UO d)00 *^ren



m G G G
O O O

D •H H•H
-p +>-p 77

oG ou
a) a)p g .

rH <J
iH •

O US
a •

•H
H rHü G

«0 -P
S G
p g •
G U <¡

rHrH
o o

ao
D

0)(Den Cu G
P P• M D

G O O •
O G O W
O En -P

P -
G T3
■P G
rH (Tj

GG
-P •P

iHrH
GG H Gen -en

u >i U U>i
G G U -P

»H a *H H
■h -p m

G g G P
TJ W G G

G
G tJ1 O -H

>d o
(OH H ^
>ffl H
H • O (D
P -P O i—i
g a
Q Q w|>t

p
G G GG
CnS O.a,

tu >1>1
EHEhEn ^

GG >
G GG H

(0 rH G GG
OO -H ü

H > •H •H
P P P

GG ü G

II IOG

H

o o

Hen
en

G43 O
rH G

Sm rH
oCP
o

tn <1
-PHo
GCN O U

LD O G
eo G

G Pí 'O P

a -

P| o

O GiH
Cp•Hi

p -pEn
G

S\ -G| rH

< H
** G

G
>+1GI I

GG

P

CP rH*0
-p G en G< 43P
G G enen
> G c

T3 GiHp en
GGG Cp00in

Cp O
O P
rH G
G G

enG enen » cn
h w n
Q CN
G En PJ

•HEh
■Pen••

G• •

•Penp Go CNen
G EhG -P rH

i i en Cp
G ■H

O «| PIEnMHrH

G
rH
G

6G
G G+>
G •ri

p•HG
GGiH
eO

§ •HG
43
enG H4

G CN \DVD o
-Pen oo in•H

0000Lf)O
GG CNmG CN

GiH rHGG
rHrHG
GG OI 0101H
G GGG•H •H•P in rH

orHG enoO
e ouo a 43o eo

UOU G rHoIo
G EhEhrHEh • Eh

W| < << enId W



78

2,2, TECNIQUES MICROBIOLOGIQUES.

2.2.1. CONDICIONS DE CREIXEMENT DELS BACTERIS,

Els medis de cultiu peí creixement deis bacteris esta-

ven composats per un medi basal mineral, al qual s'hi addi-

cionaven les fonts de carboni corresponents a partir de so-

lucions més concentrades.

La composició del medi basal mineral era :

34 mM

64 mM

20 mM

NaH2P04
k2hpo
(nh4)2so4
FeS04 ...

MgS04 ...

CaCl2 ...

La solució s'ajustava a pH 7 amb HC1.

4

-3
10 mM

0,3 mM
-2

10 mM

Les fonts de carboni s'addicionaven al medi mineral a

fi de quedar a una concentració de 60 mM carboni. Així, els

medis de glicerol es preparaven a 20 mM; els de succinat a

15 mM; glucosa, fucosa y ramnosa a 10 mM; propandiol a 40 mM,

i etilenglicol a 30 mM. En els creixements anaeróbics aques-

tes concentracions eren el doble.

Els medis aeróbics amb hidrolitzat de caseína es prepa-

raven al 0,5%, i els anaeróbics al 1% + piruvat lmM. En de-

terminats moments s'utilitzá com a font de carboni una barreja

deis 20 aminoácids, que s'addiciona al medi mineral al 0,5%.

La proporció de cada aminoácid dins la barreja total era :

0,290 g/1
0,365 "

0,580 "

0,145 "

0,073 "

D,L-Alanina .

L-Arginina ..

L-Asparragina
L-Aspártic . .

L-Cistelna ..
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0,440 g/1
0,145

0,110

0,365

0,365

0,365

0,145

0,145

0,145

0,073

0.290

0,073

0,145

0,365

0,365

L-Glutámic ....

Glicina

L-Histidina.HCl

L-Isoleucina ..

L-Leucina

L-Lisina

L-Metionina ...

L-Fenilalanina

L-Prolina ..'...

L-Serina

L-Treonina ....

L-Tritófan ....

L-Tirosina ....

L-Valina

L-Glutamina ...

II

II

II

II

II

II

II

II

II

II

II

II

II

Pels creixements en medi liquid complet s'utilitzava

un medi LB amb la següent composició : 10 g de Triptona,

5 g de NaCl i 10 g d'extracte de llevat per 1 litre d'aigua

destil.lada.

Els medis de McConkey usats per a la selecció deis

mutants incapagos de créixer en 1,2-propandiol es prepa-

raven de la següent manera :

g/i20Peptona

2,5 g/1

0,05 g/1

0,001g/l

NaCl

Roig neutre

Cristall violeta

40Propandiol mM

El creixement deis mutants ppc en fonts de carboni

que es metabolitzen a través de piruvat , requería la

preséncia , en el medi , de glutamat o aspartat a la con-

centracié de 5 mM.
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Éls medis sólids contenien agar al 1,5%.

Els creixements aeróbics es realitzaven a 37SC en ma-

trassos d'erlenmeyer plens en un 20% de la seva capacitat

amb el medi de cultiu corresponent. S'agitaven vigorosament

en agitadors orbitals ( 250 r.p.m.) ja de calor sec, ja amb

bany d'aigua.

Els creixements anaeróbics s'efectuaven a la mateixa

temperatura, en ampolles completament plenes de medi de cul-

tiu, no tancant-les herméticament a fi de permetre la sortida

deis gasos quan aquests es produlen per efecte del creixement

bacteriá. El cultiu s'agitava suaument amb una barra magnéti¬

ca.

El seguiment de l'augment de la biomassa bacteriana en

cultius líquids es va fer mesurant la densitat óptica deis

mateixos, a 420 nm pels medis mlnims i a 550 nm peí medi LB,

en un espectrefotómetre Beckman DB-GT.

2.2.2. TRANSDUCCIO GENERALITZADA AMB EL BACTERIOFAG Pl.

2.2.2.1. PREPARACIO DEL LISAT DEL BACTERIOFAG Pl.

Es preparaven dilucions del lisat original de Pl fins

106, 7
10 , pfu/ml en LB + CaC^ 5 mM.

mi de cada una d'aqüestes dilucions s'afegien a aliquotes de

0,2 mi d'un cultiu d'una nit de la soca donadora en LB + CaC^

105, A continuació, 0,1

5mM i es mantenia aixl durant 20 minuts a 37°C. Seguidament,

s' addicionaven a 3 mi d'agar tou LB + CaC^ 5 mM atemperat
a 45°C i es distribuyen en plaques de LB + CaC^ 5mM, incu-
bant-les a 37°C fins a obtenir lisi confluent en alguna de
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les dilucions ( de 6-8 hores). A cada placa s'addicionaven

5 mi de LB + CaC^ 5 mM i es deixaven a 4°C tota la nit.
Després es recollia el sobrenadant amb una pipeta estéril,

s'afegia 5 gotes de cloroform, es remenava vigorosament du-

rant 30 segons i es deixava a temperatura ambient 10 minuts.

Tot seguit, es centrifugava i el sobrenadant es decantava en

un tub roscat estéril i es guardava a 4qc.

2.2.2.2. TITULACIÓ DEL LISAT OBTINGUT.

A 3 mi d'agar tou LB + CaC^ 5 mM liquid s'afegien 0,2
mi d'un cultiu de la soca 1 en plena fase exponencial i 0,1

mi d'una dilució del lisat obtingut. Les dilucions utilitza-
-2

des estaven compreses entre 10 i 10
-10

. Aqüestes barrejes

s1 extenien peí damunt de plaques de LB + CaC^ 5 mM i s' in-
cubaven tota la nit. A partir del nombre de plaques de lisi

observades es podia calcular el tltol del lisat .

2.2.2.3. TRANSDUCCIO AMB EL BACTERIOFAG Pl.

Es feia créixer la soca receptora tota la nit en un me-

di ric LB + CaCl2 5 mM. El cultiu es centrifugava i les cél-
lules es resuspenien en un volum igual a 1'original amb

Mg2SC>4 lOOmM + CaC^ 5 mM. S' incubava a 37 2C durant 15 mi-
nuts amb agitació. A continuació, alíquotes de 0,1 mi d'a-

questa suspensió cel.lular eren dipositades en 5 tubs esté-

rils i infectades amb 0,1 mi de diferents dilucions del li-

10-1, 10-2 i 10"3 )..

no s'hi afegia Pl i servia com a control del procés. Tot

A un deis tubssat de Pl ( dilucions 1,
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seguit, s'incubava a 37QC durant 20 minuts sense agitació.

Passat aquest temps, s1addicionava 0,2 mi de citrat sódic
2+

1 M, el qual actúa com a quelant deis ions Ca

per a la viabilitat del bacteriófag Pl. Seguidament, el con-

tingut deis tubs s'extenia mitjangant un asa de Digralsky

en plaques de selecció incubant-se adientment.

, necessaris

2.2.3. OBTENCIÓ DE MUTANTS PER INSERCIÓ DE TN5.

Per a 1'obtenciÓ de mutants d' E.coli per inserció de

Tn5 es seguí el métode descrit per Davis (39) . Es feia créi-

xer la soca desitjada en un medi ric de LB fins a una densi-
9

tat de 10 cél.lules/ml. Diferents alíquotes del cultiu eren

incubades a 37 QC durant 30 minuts amb el fag ^467, el qual

porta insertat el transposó Tn5 en el gen rec. La multiplici-

tat d'infecció era de 0,5. Passat aquest temps, s'addicio-

nava citrat sódic 20 mM a fi de quelar el Mg

a l'adsorció del fag a la cél.lula bacteriana.

La selecció deis mutants amb el fenotip desitjat ( Prd )

es feia sembrant alíquotes de les incubacions descrites per

tal d'obtenir de 200 a 400 colonies per placa ( 100 plaques

totals ). El medi de selecció escollit fou el McConckey addi-

cionat de L-l,2-propandiol 40 mM i kanamicina 25 pq/ml. La
preséncia d'aquest antibiótic en el medi de selecció permetia

només el creixement d'aquells bacteris que havien incorporat

l'element Tn5. Els mutants incapagos d'utilitzar el propan-

diol donaven colonies blanques quan creixien en McConckey-

propandiol, ja que al no metabolitzar aquest compost no aci-

dificaven el medi.

2 +
necessari per
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2.3. PREPARACIO D'EXTRACTES CEL.LULARS.

Habitualment,i llevat de certes ocasions que ja s'espe-

cificaran, els cultius eren recollits per centrifugació cap

el final de la fase exponencial de creixement. Les cél.lules

es resuspenien en solució amortidora fosfat sódic 10 mM, 2-

. mercaptoetanol 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,3 i es tornaven a cen-

trifugar. Tot seguit, es resuspenien en la mateixa solució

amortidora, en un volum 4 vegades superior al pes humit de

les cél.lules. Fins aquest punt, el procés es realitzava a

0-4°C. A continuació, es procedia a la desintegració ultrasó-

nica de les cél.lules en suspensió en un sonicador MSE de

150 watts. L'amplitud de l'ona deis ultrasons variava segons

el volum de mostra a processar, oscil.lant entre 12 i 24 mi-

crons. El temps de sonicació era de 30 segons/ml de suspen-

sió. Durant tot aquest procés les mostres es mantenien a 0-42C

mitjangant un bany de gel i sal a -202C.

Els extractes així obtinguts es centrifugaven a 30.000 x g

durant 30 minuts a 0-4 2C. La fracció sobrenadant l'anomena-

rem extracte cel.lular.
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2,4, TÉCNIQUES DETERMINATIVES,

2.4.1. DETERMINACIÓ DE PROTEINA.

La concentració de protelna era mesurada peí métode de

Lowry (107) que permet detectar baixes concentracions de

protelna, de l'ordre de 20 a 200 ^ig/ml.
A 0,2 mi de la mostra protéica s1afegia 1 mi de la se-

güent solucid : NaKC^Og 1 mM, CuSO^ 0,4 mM, Na2CC>2 0,2 M i
NaOH 0,1 mM. Es deixava 10 minuts a temperatura ambient i s'

addicionava, tot mantenint el tub en agitació, 0,1 mi del

reactiu fenol segons Folin-ciocalteus. Després de 30 minuts

a temperatura ambient, es mesurava 1'absorbencia del complex

colorejat format a 750 nm en un espectrefotémetre Beckman DB-

GT.

La corba de calibració es preparava amb albúmina sérica

bovina.

Totes les dilucions, tant les de les mostres problema,

com les de la corba patrd es feien amb aigua destil.lada, per

tal d'evitar Ínterferéncies degudes a components de l'amor-

tidor.

2.4.2. DETERMINACIÓ ü'ACTIVITATS ENZIMÁTIQUES

Totes les determinacions d'activitats enzimátiques s'han

fet mitjangant métodes espectrofotométrics. S'han utilitzat

semi-microcubetes de 1 mi de capacitat, amb un pas de llum de

1 cm. Les variacions d'absorbáncia eren enregistrades gráfica-

ment i caculades en un espectrefotémetre termostatitzat de

doble feix Shimadzu UV 240.
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2.4.2.1. DETERMINACIO DE L'ACTIVITAT LACTALDEHID DESHIDROGE-

NASA.

Rutinariamente l'activitat lactaldehid deshidrogenasa de-

penent de NAD+
de NADH a 340 nm en lml de mésela de reacció que consistia en:

solució amortidora glicina-NaOH 100 mM pH 9,5, NAD+ 2,5 mM i

glicolaldehid 1 mM. La reacció era iniciada per l'addició de

era determinada a 25°C mesurant la formació

la font enzimAtica.

Es defineix una unitat d'activitat enzimAtica com la quan-

titat d'enzim necessária per a produir 1 ^umol de NADH per mi-
nut.

Quan l'activitat enzimAtica era determinada en preséncia

d'altres aldehids com a substrats, les concentracions en l'as-

saig eren : lactaldehid 0,1 mM; gliceraldehid 0,5 mM; i metil-

glioxal 2 mM.

En els estudis comparatius de les activitats enzimAtiques

glicolaldehid deshidrogenasa i lactaldehid deshidrogenasa, a-

questa última activitat era mesurada segons una modificació

de l'assaig descrit per Sridhara i Wu (150)

crement d'absorbencia a 340 nm degut a la formació de NADH, a

25°C, en 1 mi de mésela de reacció que consistia en : solució

amortidora glicina-NaOH 100 mM pH 10,5, glutation 1 mM, NAD+
2,5 mM i lactaldehid 0,1 mM. La reacció era iniciada per l'a-

Es mesurava l'in-

ddició de la font enzimAtica.



86

DETERMINACIO DE L'ACTIVITAT ALDEHID DESHIDROGENASA2.4.2.2.

LLIGADA A CoA.

L'activitat aldehid deshidrogenasa lligada a coenzim A e-

ra mesurada a 28SC segons descriuen Rudolph i col (137). La

mésela de reacció, en un volum total de lml, contenia : solucid

amortidora fosfat potAssic 500 mM, pH 7.0, acetaldehid 50 mM,

NAD+ 0,5 mM, CoA 23 juM, i DTT 10 mM. L'enzim s' incubava a 282C

durant 15 minuts amb solució amortidora, NAD+, CoA i DTT. La

reacció s'iniciava per 1'addiciÓ de 1'acetaldehid i es mesura-

va l’increment d'absorbencia a 340 nm degut a la formació de

NADH.

Es defineix una unitat d'activitat enzimAtica com la quan-

titat d'enzim necessaria per a produir 1 yumol de NADH per minut.

2.4.2.3. DETERMINACIO DE L'ACTIVITAT PROPANDIOL OXIDO-REDUCTASA.

L'activitat propandiol dxido-reductasa era determinada

espectrofotomStricament a 252C mesurant la formació de NADH

a 340 nm en 1 mi de mésela de reacció que consistia : solució

amortidora glicina NaOH 100 mM pH 9.5, D,L-1,2-propandiol 50

mM i NAD+ 0.33 mM. La reacció era iniciada amb l'addició de

la font enzimAtica. Es defineix una unitat d'activitat enzimA-

tica com la quantitat d'enzim necessAria per a produir 1 pmol
de NADH per minut.

2.4.3. DETERMINACIÓ DE 1r2-PROPANDIOL.

Per a la determinació del 1,2-propandiol excretat al medi
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com a conseqüéncia de determinats cultius en raxnnosa de di-

verses soques bacterianes es seguí el métode colorimétric des-

crit per Jones i Riddick (>g5) e Aquest métode está basat en la

deshidrataciÓ soferta peí 1,2-propandiol en un medi de sulfu-

ric concentrat, donant una barreja d'alcohol alílic i la for-

ma enSlica del propionaldehid. Aquesta mésela forma amb la

ninhidrina, en presencia de sulfuric concentrat, un complex de

color violeta, el qual pot ésser quantificat per mesura de

1'absorbencia a 595 nm.

De cada cultiu a analitzar, es dipositaven en el fons d'

un tub pyrex ( 160 x 15 mm ) 15 i 30 jul del medi centrifugat
i lliure de cel.lules, diluint fins a 1 mi amb aigua destil.la-

da. A cada tub s'afegien 5 mi de sulfuric concentrat, s'agita-

ven amb molta cura i es col.locaven en un bany a 70QC durant

10 minuts. Passat aquest temps, els tubs s1atemperaven a 25QC.

S'addicionava 0,2 mi d'una solució aquosa de ninhidrina al 3%

i bisulfit sódic al 5%. Tot seguit, s’incubaven a 25SC durant

1 hora. A continuació, es diluia el contingut de cada tub fins

a 12,5 mi amb ácid sulfuric concentrat. Després de 5 minuts

( temps suficient peí desenvolupament del color ) es mesurava

1'absorbencia a 595 nm. El color és estable fins a 30 minuts.

Paral.lelament, es preparava una recta patró amb diferents

concentracions de 1,2-propandiol compreses entre 5 i 50 pg/ml.
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2.5. PURIFICACIÓ DE LA LACTALDEHID DESHIDROGENADA D# E.COLI.

Per a purificar l'enzim lactaldehid deshidrogenasa d'E.

coli, les cél.lules es feien créixer aeróbicament en hidro-

litzat de caseína al 0,5%. Es partia de 6 litres de cultiu i

tot el procés de purificació es realitzava a una temperatura

de 0-4QC. (20)

2.5.1. PRECIPITACIÓ FRACCIONADA AMB SULFAT AMÓNIC.

Els extractes cel.lulars, obtinguts com s'indica a

l'apartat 2.3, eren addicionats de sulfat amónic sólid per

tal de portar-los al 50 % de saturació (42). L'addició es

feia molt lentament, tot mantenint 1*extracte cel.lular a

OQC (en bany de gel) i en constant agitació. Després, es

mantenia en agitació durant 20 minuts i seguidament es cen¬

trifugaba a 30.000 xg durant 15 minuts.

La fracció sobrenadant, on hi restava l'avtivitat lac-

aldehid deshidrogenasa, era addicionada novament de sulfat

amónic per a portar-la fins al 75 % de saturació i es cen-

trifugava a 30.000 xg durant 15 minuts tot descartant-se

la fracció sobrenadant.

La fracció de protelna precipitada es redissolia en

solució amortidora de pH fosfat sódic 10 mM, 2-mercaptoeta-

nol 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,3, en un volum aproximat de 10 mi.

A continuació i per tal d'eliminar l'excés de sulfat

amónic, la mostra protéica era dialitzada durant una nit

en front de 50 volums de solució fosfat sódic 10 mM, 2-mer-

captoetanol 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,3.
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CROMATOGRAFIA DE BESCANVI IÓNIC EN DEAE-SEPHADEX.2.5.2.

La fracció anterior, ja dialitzada, era introduida en vina

columna de DEAE-sephadex ( 3 x 12 cm ) equilibrada amb solu-

ció amortidora de pH fosfat sódic 10 mM, 2-mercaptoetanol 10

mM, EDTA 1 mM, pH 7,3. Seguidament, es rentava la columna amb

la mateixa solució fins que ja no eluia proteina. Tot seguit,

s'aplicava un gradient lineal de NaCl entre 0 i 500 mM, en

500 mi de la mateixa solució amortidora. El flux d'equilibra-
— 2 -1

rentat i elució va ésser de 8,5 ml r cm x hció, . En les

fraccions col.lectades ( 8 mi ) s'hi assajava l'activitat lac-

taldehid deshidrogenasa, la qual eluia a una concentració de

NaCl d1aproximadament 260 mM.

Les fraccions més actives eren mesclades i concentrades

per ultrafiltració fins a un volum aproximat de 3-4 mi, en un

concentrador Amicon, emprant una membrana del tipus PM-10.

A continuació, la solució de proteina era dialitzada ex-

haustivament en front de solució amortidora fosfat sódic 10 mM,

2-mercaptoetanol 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,3, per tal d'eliminar

el NaCl provinent del gradient i que podria interferir en el

proper pas de purificació.

2.5.3. CROMATOGRAFIA D'AFINITAT EN AGAROSA-NAD,

En aquesta cromatografía d'afinitat s'emprá una columna

amb una matriu d'agarosa que porta NAD+
una cadena de sis átoms de carboni.

acoblat mitjangant
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Així dones, la fracció anterior, ja dialitzada, era in-

en una columna d*agarosa-NAD de 2 x 2 cm, equilibra-

da amb solució amortidora fosfat sódic 10 mM, 2-mercaptoetanol

10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,3. A continuació, es rentava la colum-

na amb la mateixa solució amortidora de pH, fins que ja no

trodulda

eluia protelna. Tot seguit, s'aplicava un gradient lineal de

NAD + entre 0 i 20 mM, en 30 mi del mateix amortidor, ajustat

novament a 7.3. El flux d'equilibraciÓ, rentat i elució va és-
-2 -1

ser de 4,8 mi x cm x h . En les fraccions col.lectades

( 2 mi ) s'assajava l'activitat lactaldehid deshidrogenasa, la

qual eluia a una concentració de NAD+ aproximada de 10 mM.

Les fraccions més actives eren mesclades i concentrades

per ultrafiltració fins a un volum aproximat de 1-2 mi, en un

concentrador Amicon, emprant una membrana del tipus PM-10.

2.5.4. CROMATOGRAFIA DE GEL~FILTRACIÓ EN ULTROGEL ACA-34

De 1 a 2 mi de la fracció anterior eren aplicats a una

columna d'Ultrogel ACA-34 ( limit d'exclusió 350.000 daltons)

de 1,5 x 94 cm equilibrada i eluida amb solució de fosfat só-

dic 10 mM, 2-mercaptoetanol 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,3 ( flux
—2 —1

7 mi x cm x h ). Les fraccions eluides ( 1,5 mi ) eren

assajades per l'activitat lactaldehid deshidrogenasa.

Les fraccions més actives eren mesclades i concentrades

per ultrafiltració fins a un volum aproximat de 1-2 mi, en un

concentrador Amicon, emprant una membrana del tipus PM-10.
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2.5.5. CROMATOGRAFIA EN HIDROXIAPATITA.

L'acoblament d1aquesta cromatografía al procés de puri-

ficació de la lactaldehid deshidrogenasa,fins ara detallat,

permetia obtenir preparacions homogénies. Donat que la uti-

lització d'aquesta matriu cromatográfica ha estat un deis re-

sultats positius en la realització del present treball, el

desenvolupament de la cromatografía, aixi com la seva impor-

táncia serán detallats en l'apartat de resultats corresponent

( veure 3.2 ).

Cal remarcar que en realitzar aquest tipus de cromato-

grafia en hidroxiapatita es prenien totes les precaucions

necessaries per tal d'evitar la carbonatad^ de la matriu ero-

matográfica.

Les preparacions purificades eren guardades en alíquotes

a -20°C en presencia de glicerol al 20% i DTT 1 mM.
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2,6. TÉCNIQUES IMMÜNOLÓGIQUESV

OBTENCIÓ d'ANTICOSSOS ANTI“LACTALDEHID DESHIDROGE-

NASA ü' ¿iCOLI.
2.6.1.

El sérum anti-lactaldehid deshidrogenasa d' E.coli fou

obtingut injectant protelna purificada homogénia a conills al-

bins ( de raga de Nova Zelanda ). El protocol seguit per a la

immunització va ésser el següent :

- 250 p.g de l'enzim purificat en 300 pl de solució fosfat só-
dic 10 mM, NaCl 0,9% (p/v) eren emulsionats en 300 jal d'adju-
vant de Freund complet. Per a conseguir una bona emulsió, la

barre ja anterior es sonicava 10 segons a 12 pin d'amplitud d'
ona en un sonicador MSE. La via d'injecciÓ fou subcutánia.

- A les dues setmanes, es donava la primera injecció de re-

cord, consistent en 400 jig d'enzim purificat en solució isotó-
nica emulsionats en adjuvant de Freund incomplet i adminis-

trats per via subcutánia.

- Al cap de 10 dies, es donava la segona injecció de record,

consistent en 400 jag de protelna enzimática en solució iso-
tónica emulsionats en el mateix volum d'adjuvant de Freund

incomplet i administrats, també, per via subcutánia.

- Havent passat una setmana des de la darrera administració,

els conills es degollaren. La sang col.lectada es mantingué a

372C durant 1 hora, centrifugant-la seguidament a baixes revo-

lucions ( 3000 r.p.m.) durant 30 minuts. Finalment, es recolll

el sérum.
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^-GLOBULINA A PARTIR DE2.6.2. PREPARACIO DE LA FRACCIO

ANTISÉRUM ESPECÍFIC.

La fracció de y-globulines presents en el sérum s'ob-
tenia per precipitació amb sulfat aménic. S1 afegia , gota a

gota, el volum necesséri d'una solució de sulfat aménic al

89% ajustada a pH 7,0, fins a assolir una saturació final del

35%. El procés es realitzava a 0-4QC, amb agitació suau. Des-

prés de 30 minuts d'equilibració, es centrifugava a 10.000 x g

durant 30 minuts,a 4°C.

El precipitat obtingut es resuspenia en la meitat del

volum inicial amb Tris-HCl 50 mM, NaCl 0,15 mM, pH 7,5. Aquesta

solució es dialitzava exhaustivament en front del mateix a-

mortidor a fi d'eliminar el sulfat aménic present.

La preparació de y-globulines, aixi obtinguda, es guar-

dava a -20QC en alíquotes de 1 mi.

MÉTODE DE DOBLE DIFUSIÓ (PLAQUES D'OUCHTERLONY).2.6.3.

Les plaques de doble difusió es preparaven seguint la

técnica descrita per Ouchterlony (121).

Es preparava una solució de glicina 7,5% (p/v), NaCl 1%

(p/v), azida sódica 0,1% (p/v), s'hi afegia agar noble al 2%

i es portava a ebullició fins a fondre l'agar ( 5-6 minuts a

partir de l'ebullició ). Tot seguit, aproximadament 10 mi d'

aquesta solució s'abocaven en plaques de Petri de 5 cm de dié-

metre i es deixava solidificar damunt d'una superficie plana.

Passats uns 30 minuts, les plaques es col.locaven a 0-4°C du-

rant 5 minuts abans de fer-hi les cavitats de 4 mm de diémetre
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que contindrien 1'antigen o 1'anticSs. La distancia entre

ells era de 1 cm. El desenvolupament de la doble difusió es

feia a 0-4qc en una cambra húmida durant 48-72 hores.

2.6.4. IMMUNOPRECIPITACIO DE LA LACTALDEHID DESHIDROGENASA

EN MEDI LIQUID.

Per a immunoprecipitar la lactaldehid deshidrogenasa es

partia d'extractes cél.lulars amb activitat enzimática. Al£-

quotes d'aquests extractes eren sotmeses a quantitats crei-

xents d'anticSs ( fracció y-globulines preparada segons es

l'apartat 2.6.2.). Aqüestes barrejes eren incubades a 30 SC

durant 30 minuts. Tot seguit, eren centrifugades en una cen-

trlfuga Eppendorf a 15.000 r.p.m durant 2 minuts. En el sobre-

nadant s'assajava 1'activitat lactaldehid deshidrogenasa res¬

pecte a un control no immunoprecipitat, per5 tractat en les

mateixes condicions. Paral.lelament, es feia un experiment con¬

trol amb serum no immune.
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2.7, ACOBLAMENT DE CLORUR DE DANSIL A PROTEÍNES.

El compost clorur de 5-dimetilamino-l-naftalensulfonil,

conegut com a clorur de dansil, reacciona amb els grups ami-

no, tiol, iraidazol i grups hidroxilfendlics. Aquest reactiu

és ámpliament usat per a detectar quantitats molt petites

de protelna, per la forta fluorescéncia de la sulfonamida for-

mada quan reacciona amb els grups amins de protelnes i pép-

tids (64,143) . La sensibilitat en l'ús d'aquest compost és

unes 5-10 vegades superior al tintat amb Blau Brillant de

Coomassie.

L"acoblament del clorur de dansil a protelnes es va fer

segons el métode descrit per Talbot i Yphantis (163)r modifi-

cat per Tijssen i Kurstak (166) • La protelna era dissolta en

Tris-acetat 100 mM, pH 8.2, SDS 12 % (p/v), fins a una con-

centració de 1-2 mg/ml. Tot seguit, s'afegien 0,1 volums d'u-

na solució de clorur de dansil al 10 % (p/v) en acetona, s'agi-

tava vigorosament i es deixava durant 30 minuts en un bany a

50QC. La posterior addició de 0,1 volums de 2-mercaptoetanol

aclarava la barreja de reacció. Després de 15 minuts d'incu-

bació addicional a 50°c, les mostres eren a punt d'ésser sot-

meses a electroforesi en sistemes amb SDS.

Cal fer menció de que la presencia de concentracions su-

periors a 25 mM de 2-mercaptoetanol en el primer pas de la

reacció inhibeix completament l'acoblament inicial del cío-

rur de dansil a la protelna- i que la protelna dansilada migra

( en una electroforesi amb SDS ) igual qué la protelna no dan-

silada.
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2.8. TECNIQUES ELECTROFORETIQUES.

2.8.1. ELECTROFORESI EN 6ELS DE POLIACRILAMIDA EN PLAQUES.

Bésicament, totes les electroforesis analítiques es feien

en plaques donat que aquest sistema ofereix molts avantatges

respecte de l'electroforesi en tub a l'hora de fer análisis

comparatives de protelnes i péptids.

El sistema d'amortidors escollit va ésser el discontinu

descrit per Laemmli ( 9-7) en el que la preséncia del detergent

dodecil sulfat sédic (SDS), fa d'ella una técnica molt potent

en separar protelnes segons el seu pes molecular.

En el present treball, aquest sistema s'ha adaptat també

per a condicions no desnaturalitzants, en abséncia de SDS,

quan els gels eren revelats per activitat enzimética.

L'aparell fou construit prenent model d'altres descrits

en la literatura (2,87,158).

2.8.1.1. PREPARAClO DELS GELS.

Per a la preparació deis gels d'acrilamida es partia de

les següents dissolucions :

- Acrilamida 40% (p/v) - Bisacrilamida 1,065% (p/v) en aigua

bidestil.lada. La solució era filtrada amb un filtre Millipo-

re de 0,45 jam de tamany de porus.
- Tris-HCl 1,5 M pH 8,9 i Tris-HCl 0,5 M pH 6,8, que es

conservaven a 4°C.

- Extemporaniament es preparava una solució de persulfat amé-

nic al 10% (p/v) i una de SDS al 10% (p/v).
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Com a iniciador de la polimerització s'utilitzava N,N,N ,

N'-tetrametilendiamina (TEMED).

Les dimensions de les plaques de vidre eren 14 x 16 cm.

Rutinariáment, els gels tenien 1 mi de gruix. Separadors

i vidres s'acoblaven i sJen feia un compartiment estañe que

es segellava amb agar calent al 1,5% i es mantenia junt amb

l'ajut de pinces metaliques.

La composició del gel separador, en un volum de 15 mi, era

la següent:

Acrilamida-Bisacrilamida (40-1,065%)
Tris-HCl pH 8,9

10%

375 mM

0,1%

0,0 5%

SDS

Persulfat amónic

TEMED 0,025%

En els gels d'acrilamida preparats en condicions no des-

naturalitzants s'omitia el SDS i la concentració d'acrilamida

era del 7,5%.

El persulfat amónic i el TEMED s1afegien just abans d'in-

troduir el del entre les plaques. La polimerització es duia a

terme a 37°C. Tot el material era atemperat préviament a aques-

ta temperatura. Un cop mesclats suaument tots els components

del gel, aquest era introdult entre les plaques de vidre fins

a una algada de 9 cm des del separador inferior. Seguidament,

i amb molta cura, es superposava una capa d'aigua ( també po-

dia ésser amortidor o isopropanol ) d'uns 2 mm damunt del gel

separador , a fi de que es formes una .superficie perfectament

rectilínia. La polimerització era completa ais quinze minuts

aproximadament.
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Una vegada el gel separador s'havia format, s'enretirava

l'aigua que el cobria i es rentava la superficie amb la solu-

cid del gel empilador. A continuacid, s'introduia el formador

de butxaques fins a 1 cm per sobre del gel separador. S'afegia

suficient gel empilador, tenint cura de que no es formessin

bombolles sota del formador de butxaques.

La composicid del gel empilador, en un volum de 5 mi, era

la següent :

Acrilamida-Bisacrilamida (40-1,065%)
Tris-HCl pH 6,8
SDS

Persulfat amdnic

TEMED . . .

5%

125 mM

0,1%

0,05%

0,075%

El SDS no es posava en la preparacid del gel empilador

quan l'electroforesi es feia en condicions no desnaturalitzants.

Els catalitzadors ( persulfat amdnic i TEMED ) s‘afegien

just abans d'introduir la solucid del gel entre les plaques.

Una vegada polimeritzat el gel empilador, es rentava les

butxaques amb 1'amortidor d'aquest gel amb l'ajut d'una agu-

lia hipoddrmica.

La placa així preparada podia usar-se tot seguit, o bé,

després d'omplir les butxaques amb amortidor, guardada a 4°C

de 1 a 3 dies, sense que s'observés cap anomalia important en

el desenvolupament de la cursa electroforética.

2.8.1.2. PREPARACIO DE LES MOSTRES.

Les mostres de protelna que havien d'ésser sotmeses a e-

lectroforesi en condicions desnaturalitzants amb SDS eren
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tractades de la següent manera : a un volum determinat de

mostra protéica s1addicionava la quantitat adient d'una so¬

lució reductora a fi d'obtenir les concentracions fináis de

SDS 5% (p/v), 2-mercaptoetanol 5% (v/v), EDTA 0,33% (p/v), i

Tris 125 mM pH 6,8.

1002c en un bany maria, per tal d'aconseguir la dissociació

de les proteines. Després de deixar-les refredar, s'hi afegia

sacarosa 5% i Blau de Bromfenol 0,0125% abans d'aplicar-les

al gel. Les mostres així preparades podien usar-se d'immediat,

o bé ésser guardades a -202C. En l'últim cas, abans d'apli-

caries al gel calia repetir 1'escalfament a 100QC.

Quan la mostra protéica era analitzada electroforetica-

A continuació, es deixava 3 minuts a

ment en condicions no desnaturalitzants, abans d'ésser intro-

dulda en el gel, tant sois calia afegir

de Bromfenol 0,0125%, no requerint cap tractament prévi.

sacarosa 5% i Blau

2.8.1.3. DESENVOLUPAMENT DE LA CURSA.

Per a una bona resolució del sistema, cal que l'algada

del volum de mostra en la butxaca no excedeixi de la meitat

de l'algada del gel empilador.

S'hi acoblaven a la placa dues cubetes, una inferior amb

l'eléctrode positiu, i una cubeta superior ( acoblada a la pía-

ca amb agar calent al 1,5% ) amb l'eléctrode negatiu.

Les mostres protéiques eren aplicades amb cura a la but-

xaca corresponent on quedaven perfectament dipositades degut

a la seva densitat. Tot seguit, es cobrien amb amortidor de

cubetes, quina composició era : Tris 25 mM, glicina 192 mM,

pH 8,3. Quan el procés es feia en condicions desnaturalitzants,
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aquesta solució amortidora de pH contenia també SDS al 0,1%.

La intensitat aplicada inicialment al sistema era de

15 mA. Quan 1'indicador de Blau de Bromfenol arribava al 11—

mit del gel empilador, l'amperatge s'augmentava a 25-30 mM

fins al final de la cursa . S'emprava un alimentador de corrent

continua ATOM 502.

Per a evitar problemes d'escalfament de la placa, aques-

ta es refrigerava per ventilació.

2.8.1.4. REVELAT DEL GEL.

- Revelat per protelna.

Quan les quantitats de protelna a detectar eren de l'or-

dre de 5 jüg o superiors, els gels eren tintats amb Blau Bri-
llant de Coomassie segons la técnica descrita per Fairbanks

(50) .

La solució colorant consistia en Blau Brillant de Coomassie

0,1% (p/v) dissolt en una solució d'alcohol isopropilic 25%

(v/v) i écid acétic 10% (v/v), emprant-ne 10 volums per cada

un de gel, a fi d'evitar la interferéncia del SDS en el tin-

tat. El temps era de dues hores.

El primer decolorant del gel era una solució d'alcohol

isopropilic 25% (v/v) i ácid acétic 10% (v/v). Per a acabar

de decolorar el gel i obtenir un fons transparent, s'usava

una solució d'acid acétic 10% (v/v).

Els gels així tractats es guardaven a 4°c en acid acétic

10% i en aqüestes condicions eren estables durant uns mesos.
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Quan les quantitats de proteína a detectar eren inferiors

a 1 jig, els gels es revelaven per tinció argéntica segons mo-
dificacions deis protocols descrits en la bibliografía (44, 49,

115, 116, 180).

Un cop acabada la cursa electroforática, el gel era tret

de la placa i submergit en solució decolorant consistent en

'alcohol isopropilic 25% (v/v) i écid acétic 10% (v/v) durant

tota una nit, a fi d'extreure el SDS del gel. A continuació,

es feien quatre rentats de 1 hora cadascun, per tal d'elimi-

l'acid del gel.nar

La tinció del gel es feia aitib una solució amoniacal de ni-

trat de plata durant 15 minuts en continua agitació. La com-

posiciÓ d'aquesta solució era la següent :

1,2 mi.NH4OH 28%
NaOH 4%

AgN03 20%
Aigua bidestil.lada

6,0 "

1,2 "
120,0 "c.s.p.

Passat el temps de tinció, el gel es rentava exhaustiva-

ment amb aigua desti.lada, canviant de recipient, per tal d'e-

liminar el pH alcalí que interferiría en el revelat.

El revelat del gel es feia amb una solució d'écid citric

0,005% i formaldehid 0,02%. Les bandes de proteína apareixien

ais 10-15 minuts.

Per tal d'aturar el revelat, el gel era submergit en un

altre recipient diferent del usat en el revelat, en 200 mi d'

una solució d'écid cítric 0,05% i metilamina 0,4%.

Els gels es guardaven a 4°C en aquesta solució, o bé

eren secats al buit en un secador de gels GSD-4 de Pharmacia.
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La metilamina evita la pérdua de color de les bandes de protel-

na durant el temps d'enmagatzematge.

- Revelat per activitat enzimética.

Quan els gels eren revelats per activitat enzimática al-

dehid deshidrogenasa es seguia una modificacid de la técnica

descrita per Gabriel (56), basada en la visualitzacid de les

bandes d*activitat deshidrogenasa mitjangant l'acoblament d'una

reaccid indicadora de color/ que implica la reduccid d'una sal

de tetrazoli al corresponent formazan (colorejat), utilitzant

la fenacina metasulfat (PMS) com a intermediari en el trans-

port electrénic.

Un cop finalitzada la cursa electroforética en condicions

no desnaturalitzants, el gel era tret de les plaques i submer-

git en una solucid reveladora preparada extemporéniament. La

composicid d'aquesta solucid/ segons el revelat fds per acti-

vitat glicolaldehid deshidrogenasa o lactaldehid deshidrogenasa,

era la següent :

Activitat glicolaldehid deshidrogenasa : solucid amorti-

dora glicina-NaOH 100 mM (pH 9,5), NAD+ 5mM, glicolaldehid 1,6

mM, NBT 0,3 mg/ml i PMS 0,1 mg/ml.

Activitat lactaldehid deshidrogenasa : solucid amortido-

ra glicina-NaOH 100 mM (pH 10,5) , NAD+

mM, NBT 0,3 mg/ml i PMS 0,1 mg/ml.

Els gels totalment submergits en aquesta solucid s'incuba-

ven a 37°C en completa obscuritat durant 15-20 minuts. Un cop

finalitzat el procés de revelat, els gels es rentaven amb ai-

gua destil.lada i s'introduien en ácid acétic al 10% (v/v). En

aqüestes condicions el color de les bandes era estable durant

5mM, lactaldehid 0,5

uns quants mesos.
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2.8.2. ELECTROFORESI EN GELS DE POLIACRILAMIDA EN TUBS.

Quan es pretenia purificar la lactaldehid deshidrogenasa

electroforeticament (veure 2.8.6) s'empraven tubs de vidre de

5 mm de diametre intem i 120 imn de llargada. Les solucions d'

amortidors, catalitzadors, metodología, etc, eren les mateixes

que les usades en 1'elaboraciÓ de les plaques.

La cursa es desenvolupava a 0,5 mA/tub mentre la mostra es-

tava en el gel empilador i a 1 mA/tub en el separador.

2.8.3. ELECTROFORESI EN GRADIENTS LINEALS DE POLIACRILAMIDA.

Els gradients lineáis de poliacrilamida s'utilitzaven a

fi d'augmentar la resolució deis péptids originats en les di-

gestions proteolítiques limitades, on els marges de pesos mo-

leculars varien entre 38.000 i 3.000 daltons aproximadament,

ja que en plaques de concentració uniforme són dificilment re-

solts com a bandes ben definides.

Les solucions emprades eren les mateixes que les descrites

a l'apartat 2.8.1, variant sensiblement la concentració deis

catalitzadors. Els gradients es preparaven usualment del 15-

20 % d'acrilamida. Les solucions,preparades tal com s'indica

a la taula 2, s'introduien en sengles vasos comunicants de me-

tacrilat units per la part inferior amb un tub de silicona al

que s'acoblava una cito de pas. Aquest conjunt era col.locat

damunt d'un agitador magnétic, el qual feia girar una barra

magnética dipositada en el recipient que contenia la solució

mes densa i aixi, ajudava a barrejar la solució menys densa a

mesura que aquesta entrava en el recipient de la solució al 20%.
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Lrentrada del gradient entre les plaques ( preparades com

es descriu a l'apartat 2.8.1.1.) es feia a temperatura ambient

mitjangant una bomba peristáltica Gilson a un flux de 2 ml/min.

El gradient així format era perfectament válid, comprovant-se

per mesura de 1'Índex de refracció, en un refractdmetre d'Abbe,

de fraccions d'un mi de la solució del gel separador ( una ve-

gada introdult ) en la que no s'havia afegit agents polimerit-

zants ( ni TEMED, ni persulfat amónic ).

A continuaciÓ, el gradient ja introdult entre les plaques

era recobert amb 1 mi d'aigua i es deixava polimeritzar comple-

tament. Després de treure l'aigua sobrenadant, s'emplacava el

gel empilador tal com es descriu en 2.8.1.1, peí damunt del

gradient format práviament.

La cursa es desenvolupava a 15 mM d'intensitat constant

al llarg de tot el gel.

2.8.4. IS0ELECTR0ENF0C EN GELS DE POLIACRILAMIDA.

2.8.4.1. PREPARACIO DELS GELS

Les dimensions de-.les plaques,eren' 120 x 100 x 1,5 mm.

Els separadors i vidres eren acoblats i segellats tal com

es descriu a l'apartat 2.8.1.1.

La composiciÓ del gel era la següent :

5% (p/v)
0,15% (p/v)

"10% (p/v)
7,5% (v/v)

0,015 (p/v)

0,025% (p/v)

Acrilamida

Bisacrilamida

Glicerol
R

Amfdlits (Pharmalytes )
•Persulfat amónic

TEMED



106

La polimeritzaciÓ es feia a 37 SC prenent les máximes

precaucions ja descrites en l'apartat 2.8.1.1.

2.8.4.2. PREPARACIO DE LES MOSTRES.

Les mos.tres, preparacions enzimátiques purificades,

no requerien cap tractament especial. Eran aplicades al

gel mitjangant un marc de goma de silicona acoblat a la

superficie del gel.

2.8.4.3. DESENVOLUPAMENT DEL ISOELECTROENFOC.

Les tires d'electrode eren impregnades amb 1' andlit

i el católit i aplicades convenientment ais extrems de la

placa. Aqüestes solucions variaven en funció deis marges

de pH emprats. Així, usant marges compresos entre 3 i 6

( formats al barrejar parts iguals de PharmalytesR 2,5 -

5 i 4 - 6,5 ) s'utilitzaven solucions de I^SO^ 0,1 M i
NaOH 0,1 M, com anólit i católit respectivament.

El procés es desenvolupava en un aparell Multiphor

( LKB ) mantenint el liquid refrigerant a 4 2C. Per a la

bona transmissió de la refrigeració, s1aplicava una solu-

ció de Tritón X-100 al 20 % (V/V) entre la placa refrige-

rant i el vidre que soportava el gel. L1electroenfoc dura-

va 6 hores, mantenint una poténcia constant de 8 watts

mitjangant un alimentador LKB 2197.
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2.8.4.4. REVELAT DEL GEL.

Un cop finalitzat el procés, el gel era tret amb cura de

la placa i submergit en una solució d'Scid tricloroacétic 10%

(p/v) durant 1 hora, en agitació suau. D'aquesta manera s'eli-

minaven els amfólits ( els quals interferirien en el tintat

posterior ), mentre que les proteines quedaven precipitades en

el gel. Seguidament, es transferia a 10 voltims d'una solució

decolorant consistent en alcohol etílic 30% (v/v) i ácid acétic

10% (v/v) durant 2 hores, a fi d'ajustar el pH del gel al de la

solució colorant. Aquesta es composava de Blau Brillant de Coo-

massie 0,1% (p/v) dissolt en la solució decolorant ja esmenta-

da. El tintat durava 1 hora a temperatura ambient i tot seguit

es decolorava amb la mateixa solució decolorant.

El revelat per activitat enzimática aldehid deshidrogena-

sa d'un gel sotmés a isoelectroenfoc s'efectuava tal com es

descriu a l'apartat 2.8.1.4.

2.8.4.5. MESURA DEL GRADIENT DE pH.

En acabar 1'electroenfoc, una tira de 100 x 10 x 1,5 mm

del gel d'acrilamida era tallada en trossets de 5 x 10 x 1,5

mm , els quals eren col.locats en vials que contenien 2 mi d1

una solució de KC1 20 mM. Després d'una nit, es mesurava el pH

en cada vial mitjangant un pH-metre convencional.
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2.8.5. ELECTROIMMUNODIFUSIÓ SEGONS LAURELL.

Es seguí básicament la técnica descrita per Laurell (100).

L'agarosa utilitzada per a fer aquests gels era de baixa e-

lectroendosmosis, per a evitar la formació de cues de preci-

pitat envers el catode.

La concentració final de 1'agarosa era del 1% (p/v) i es-

tava dissolta en Tris 225 mM, borat 125 mM, pH 8.6. Una vegada

fosa 1'agarosa en 11amortidor, es deixava atemperar en un bany

a 552C, durant 10 minuts. Tot seguit, s'hi addicionava l'an-

ticós fins a la concentració desitjada ( 0,4% ) i, després

d'una agitació suau,s1 extenia la solucid en una placa fins

que solidificava.

Les dimensions de les plaques emprades eren 80 x 43 x 1

mm i el volum de gel d*agarosa en cada placa era de 5 mi.

Seguidament, s'encunyaven les cavitats que contindrien

1'antígen.

L1electroforesi es duia a terme a 5 mA/placa, cap l'á-

node, durant 3-4 hores, emprant com a amortidor de cubetes

una solució Tris 125 mM, glicina 150 mM, pH8,6.

El contacte entre les plaques d'agarosa i el tampó es

feia mitjangant esponges de cel.lulosa.

Acabat el procés, el gel d'agarosa es treia del seu so-

port i era submergit en solució salina durant 24-48 hores,

a fi d'eliminar les protelnes no immunoprecipitades. Seguida-

ment, els gels es rentaven amb aigua destil.lada durant unes

4-5 hores. Passat aquest temps, el revelat deis gels es feia

amb Blau Brillant de Coomassie. La composició de la solució

colorant i els decolorants era la mateixa que la descrita a

11apartat 2.8.1.4.



109

PURIFICACIÓ ELECTROFORÉTICA DE PROTEÍNES.2.8.6.

Les protelnes que es desitjava purificar fins a un alt

grau d'homogeneitat eren sotmeses a electroforesi en tub tal

com es descriu a l'apartat 2.8.2. Una aliquota de la mostra era

dansilada a fi de poder seguir el procés durant la separació

electroforática, il.luminant amb llum ultraviolada de 360 nm.

Quan la separació de la protexna en qüestió era suficient, s'

aturava 1'electroforesi, els gels eren extrets del tub i posats

en una safata sobre fons negre i il.luminats amb llum U.V.

Donat que els derivats dansilats migren , en elctroforesis en

condicions desnaturalitzants, igual que la protelna no tractada

amb clorur de dansil, es tallaven els trossos del gel que con-

tenien la protelna desitjada.

Aquests trossos eren introdults en tubs del mateix diáme-

tre que tenien una petita constricció a la part inferior, tenint

cura de no deixar bombolles entre les peses del gel.

Un fragment de 7 cm de tub de diálisi de 11 mm de diámetre,

lligat amb doble ñus en un deis seus extrems, s'omplia amb amor-

tidor Tris 2,5 mM, glicina 19,2 mM, SDS 0,1% (p/v), pH 8,3, i

s'insertava per l'extrem obert al tub d'elució, procurant no

atrapar bombolles a l'extrem d'aquest tub. La fixació del sac

de diálisi al tub que contenia les bandes de protelna es feia

amb una goma elástica, assegurant-se que el sistema era estañe.

Les cubetes d'electroforesi s'omplien amb la solució amor-

tidora de pH ja esmentada i s'aplicaven 4 mA/tub durant 1 hora.

Si en acabar aquest temps, encara quedava protelna per eluir,

s1aplicava de nou el mateix amperatge durant 1 hora més.
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La protelna elu'ida es concentrava al fons del tub i

just abans de finaltzar el procés, s'invertia la polaritat del

sistema durant 2-3 minuts, per a evitar que quedés protelna

adherida al tub de diálisi. El volum del sac de diálisi que

contenia l'enzim ( aproximadament 0,5 mi ) es transferia a un

tub del tipus Corex i es precipitava la protelna amb 9 volums

d'acetona a -20°C. En aqüestes condicions un gran percentatge

de SDS restava en el sobrenadant. Després de 30 minuts a 4°C,

el precipitat era col.lectat per centrifugad^ a 12.000 x g.

Aquest precipitat així obtingut és útil per a sotmetre

a electroforesi analítica, obtencid deis seus péptids proteo-

lítics, etc.

Usant aquest sistema, les pérdues de protelna eren mlni-

mes. Es podia catalogar el rendiment en un 80-90%.
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2,9, NAPES PEPTIDICS MONODIMENSIONALS PER DIGESTIO

PROTEOLITICA LIMITADA.

Les protelnes. purificades electroforéticament tal com es

a l'apartat 2.8.6, es dissolien fins a 0,5-1 mg/ml

en amortidor que contenia Tris-HCl 125 inM pH 6.8, SDS 0,5 %

■ (p/v), glicerol 10% (v/v) i Blau de Bromfenol 0,0005% (p/v).

Les mostres eren escalfades a 1002c durant 3 minuts i després

d1atemperar-les a 372C en un bany d'aigua, s'hi afegia la

quantitat adient d'enzim proteolític i es deixava actuar el

temps necessari. A continuació, s'addicionava SDS i 2-mercap-

toetanol fins a 2% (p/v) i 10% (v/v) respectivament. La reac-

ció s'aturava seguidament escalfant les mostres a 1002C du-

rant 3 minuts i així tractades es sotmetien a electrofore-

descriu

si segons es descriu a l'apartat 2.8.3.

Aquest protocol es seguia per a les digestions proteolí-

tiques amb -quimotripsina, éssent la relació lactaldehid

deshidrogenasa/protesa de 16 i el temps de 30 minuts.

La digestid amb proteasa de S.aureus V8 es feia en el

gel empilador, amb una relació enzim/proteasa de 2,5,

flores de cursa electroforetica en el gel empilador de polia-

crilamida al 5%, usant els sistema d'amortidors descrit per

Laemmli.

i dues
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2,10. DETERMINACIÚ DE LA COMPOSICIÓ D'AMINOÁCIDS,

2.10.1.PREPARACIÓ DE LES MOSTRES,

S'analitzS. la composició d'aminoócids de l'enzim lactal-

dehid deshidrogenasa purificat a homogeneitat peí métode des-

crit a l'apartat 2.5 i amb els criteris de puresa que s'in-

dicaran a l'apartat de resultats corresponent.

Les preparacions enzimátiques purificades eren dialitza-

des en front d'un excés de solució amortidora de pH fosfat

sódic 10 mM, per tal d'eliminar el 2-mercaptoetanol i d'al-

tres components de 1'amortidor que interferirien en la detec-

ció deis aminoácids després de la hidrólisi. Les mostres dia-

litzades eren assajades de nou en quant la seva concentració

de protelna, peí mótode de Lowry.

2.10.1.1. HIDRÓLISI ACIDA AMB HC1 6N.

25 ¿íg de protelna purificada i dialitazada com ja s'ha

esmentat en aquest apartat eren dipositats en el fons d'un

tub Pyrex de 160 x 15 mm. A continuación s'addicionava 5 mi

de HC1 6N de grau analític. Els tubs es tancaven al buit

amb l'ajut d'una bomba

guit, es col.locaven en una estufa perfectament controlada a

110QC ( Haereus UT5042 ). El temps d'hidrólisi per a cada

mostra va ésser de 24; 48 i 72 hores. Passat aquest temps,

i el seu contingut evaporat a seque-

tat, a baixa temperatura, en un concentrador "speed vacc"

model SAVANT.

de Buit d'oli i un bufador. Tot se-

els tubs eren oberts
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2.10.1.2. hidrólisi amb triptamina i p-toluensulfónic.

100 pg de protelna purificada i dialitzada com ja s'ha
esmentat en aquest apartat eren dipositats en el fons d'un

tub de Borosilicat de 10 x 75 mm. Després de desecats en un

concentrador "speed vacc" es redissolien en 100 pl de la se-

güent solució : triptamina 2 mg i ácid p-toluensulfónic

0,58 g en 1 mi d'aigua destil.lada. A continuació, els tubs

eren segellats al buit de la mateixa manera que els tubs sot-

mesos a hidrólisi acida. Després, es col.locaven en una estufa

controlada a HOQc ( Haereus UT5042 ) durant 24 hores.

SEPARACIÓ I QUANTIFICACIÓ DELS AMINOÁCIDS.2.10.2.

Les preparacions enzimátiques hidrolitzades i preparades

com s'ha descrit anteriorment foren portades al Servei d'AnS-

lisi de la Facultat de Biología de la üniversitat de Barce-

lona, on es realitzá la separació i determinació deis amino-

ácids de l'enzim lactaldehid deshidrogenase d' E.coli, de les

soques 1, 3 i JA-102.

Les mostres de la hidrólisi écida amb HC1 6N foren dis-

soltes en 200 pl de solució clorhídrica 0,05 N de L-Norleuci-
na 50 pM. Les preparacions de la hidrólisi amb triptamina i
p-toluensulfónic foren processades de manera adient i dissol-

tes també amb una solució de L-Norleucina 50 pM.
Les solucions problema eren introduldes en vials i pro-

cessades en un analitzador Chromaspeck. Els aminoácids eren

separats per cromatografía líquida d'alta pressió, emprant

una resina de bescanvi iónic on quedaven retinguts els amino-
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ácids, que eren posteriorment eluits per rentat de la colum-

na amb tampó de citrat de liti de pH ascendent ( entre 2 i 12 )

controlat per un programa. Basicament, quan el pH de l'amorti-

dor es correspon amb el punt isoeléctric de l'aminoácid, a-

quest es arrosegat peí mateix tamp6 cap a fora de la colum¬

na.

La detecció i quantificaciÓ deis aminoácids es feia per

fluorescencia, mercSs a la reacciÓ entre l'ortoftalaldehid,el

mercaptoetanol i els aminoácids. Una cél.lula fotoeléctrica

detecta i quantifica aquest fenómen, el senyal produit és in-

trodult, a través d'amplificadors, en un enregistrador grá-

fie i en un integrador.

L'aminograma consisteix en una série de pies, l'área deis

quals és proporcional a la concentració de cada aminoacid, en

un cert marge de concentracions.

Ja que la resposta a la reacció de fluorescencia no és

la mateixa per a tots els aminoácids, s1utilitzen dues menes

de patrons de referencia : l'esténdard extern i l'estandard

intern. L'esténdard extern és una solució comercial d'amino-

écids a una concentració coneguda, a la que s'hi afegeix L-

Norleucina a una concentració del mateix ordre. L'estandard

intern és la mateixa L-Norleucina esmentada, la qual s'intro-

dueix en el problema.

El cálcul de la concentració d'un aminoacid (aa) en la

mostra problema es fa en dues etapes:

1°) Cálcul del factor de referencia relatiu al aa
JÍ



116

área del pie NLE a l'es-
tándard extern

conc de l'aa a l'es-
A

tándard extern
F • R • 3T • — X

conc de NLE a 1'están-

dard extern

área del pie de l'aa a
A

1'estándard extern

2°) Cálcul de la concentració de l'aminoácid dins el problema:

área del pie de 1'aa
A

en el problema
x conc de NLE en

el problema.

F.R.r.C aa x
xx

área del pie de NLE
en el problema
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2.11. PREPARACIÓ DEL L-LACTALDEHID.

SÍNTESI DEL L“LACTALDEHID.2.11.1.

El L-lactaldehid no és un producte asequible comercial-

ment, per tant va ésser necessári sintetitzar-lo. Aquest is5-

mer del lactaldehid es va preparar a partir de D-treonina,

per reacció amb ninhidrina, segons el métode descrit per Za-

galak i col (183) .

Es dissolien 3 g de D-treonina i 9,1 g de ninhidrina en

600 mi de solucid amortidora de pH de citrat sódic 50 mM ajus-

tada a pH 5,4. S’escalfava en ebullició durant 15 minuts, tot

raantenint la mésela en vigorosa agitació. Es deixava refredar

i es filtrava ( paper whatman n° 1 ) .

El filtrat es tractava amb resina de bescanvi aniónic

Dowex 1x8 100 en forma bicarbonat fins a donar un pH de 6,5

i tot seguit s'ajustava a pH 4,0 amb resina de bescanvi ca-

tiSnic Dowex 50 x 8 50 en forma IT1" .

Es concentrava fins a un volum de 40 mi en un rotavapor

( 40°C i 20 mm Hg ). Aquest concentrat es tornava a tractar

amb les resines d'intercanvi iónic tal com s'ha indicat ante-

riorment. Finalment, es concentrava fins a un volum de 20 mi

i es repetien els tractaments amb les resines d'intercanvi

iónic ( tres o quatre vegades ) fins a aconseguir la completa

decoloració de la solució. El pH final de la mateixa era de

4,0.

La concentració de lactaldehid en aquest pas es determi-

nava segons s'indicará a l'apartat 2.11.3.1.
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2.11.2. PURIFICACIÓ DEL L~LACTALDEHID

El L-lactaldehid així preparat semblava teñir restes de

productes contaminants que interferien en la determinacid de

l'activitat enzimática lactaldehid deshidrogenasa. Per tant,

es va passar a purificar-lo per cromatografía, seguint una mo-

dificacid del métode descrit per Isherwood i Hanes (80) per a

la separacid d'ácids orgénics, emprant una mésela de n-propa-

nol i amoníac.

S'utilitzS. la técnica de cromatografía ascendent, en pa-

per whatman ns 3 ( chroma ), préviament rentat amb un solvent

de la mateixa composicid que l'utilitzat en la separacid ero-

matogréfica, que en aquest cas era n-propanol-amon£ac ( 60:40 ).

Les mides del paper eren 17,5 x 18 cm. Les mostres s'apli-

caven a una distancia de 2,5 cm de l'extrem inferior del pa-

per i amb una separacid entre elles de 1,5 cm.

La mostra a.aplicar era la següent : la solucid final del

L-lactaldehid, preparada com s'ha descrit a l'apartat 2.11.1

es concentrava fins a pocs mil.lilítrés en rotavapor ( 40°c i

20 mm Hg ). Aquest concentrat era posteriorment liofilitzat,

obtenint-se aix£ un líquid oléic que es dissolia en la mínima

quantitat d'etanol al 20% (v/v). D'aquesta solucid es diposi-

tava com a máxim 10 jal en cada aplicacid.
El solvent cromatogréfic s'afegia a la cubeta en un volum

total de 200 mi i 24 hores abans de la separacid de la mostra,

• /

per tal de saturar el recipient.

En el procés cromatografic, quan el solvent arribava a

14 cm des de la línia d'aplicacid, el paper es retirava de la

cubeta i es deixava secar.
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ün cop sec el cromatograma, en un deis extrems, el L-

lactaldehid es revelava ainb un nebulitzador de 2,4-dinitro-

fenilhidrazina al 0,4% en HC1 2 N. Els compostos carbonílics

donen taques grogues (41). Les taques corresponents' al L-lac-

taldehid, que a la vegada eren fluorescents a la llum ultra¬

violada , es retallaven. L'elucid del lactaldehid es feia per

addicid de 100 pl d'aigua destil.lada ais fragments retallats
i posterior centrifugacid a 2.500 r.p.m durant 10 minuts en

una centrífuga Janetzki T32C. Aquesta operacid es repetia qua-

tre vegades amb cadascun deis fragments del cromatograma.

Les solucions aquoses es reunien i concentraven en un

rotavapor. La solució final es valorava per formacid de la se-

micarbazona corresponent ( veure 2.11.3.2.), i així eren ñor-

malment usadas com a substrat en la determinacid de l'activi-

tat lactaldehid deshidrogenase.

2.11.3. VALORACIÓ DEL L-LACTALDEHID.

S'han utilitzat dos métodes de valoracid en funcid de la

quantitat de mostra disponible.:

2.11.3.1. VALORACIO DEL L-LACTALDEHID PER IODOMETRIA.

Per a la determinacid del L-lactaldehid obtingut segons la

síntesi de Zagalak i col ( apartat 2.11.1.) s'utilitzava una

técnica volumétrica quin fonament era la capacitat d'unid de

l'aldehid al bisulfit (27). Les preparacions de L-lactaldehid

eren tractades amb un excés de bisulfit sddic. Tot seguit, s'

addicionava la quantitat suficient de iode per tal d'oxidar el

bisulfit lliure a sulfat. La posterior addicid de bicarbonat
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sddic descomposava el complex aldehid-bisulfit alliberant

aquest últim compost, el qual podia ésser valorat iodimétri-

cament.

En un matrds d'erlenmeyer de 100 mi es mesclaven 0,5 mi

de la solucid de lactaldehid amb 5 mi de bisulfit sddic 0,25 M,

es rentaven les pareds del matrás amb 20-25 mi d'aigua destil.la

da i es deixava en repds durant 15-20 minuts a temperatura am-

bient. Tot seguit, s'addicionaven 5 gotes d'indicador de midd

i s'eliminava l'excés de bisulfit amb iode 0,1 N addicionat

des d'una bureta. A continuacid, s'afegien de 1-2 g de bicar-

bonat sddic i es valorava el bisulfit alliberat amb iode 0,1 N,

el qual era proporcional a la quantitat de lactaldehid en la

mostra.

2.11.3.2. VALORAClÓ DEL LACTALDEHID PER REACClÓ AMB LA

SEMICARBAZIDA.

El mdtode espectrefotométric emprat en aquest treball per

a valorar el lactaldehid és una modificacid del descrit per

Olson (118), basat en la reaccid de l'aldehid amb semicarba-

zida per a formar la semicarbazona corresponent, que pot ésser

mesurada a 252 nm. Aquesta reaccid és proporcional a la quan-

titat d'aldehid present en les mostres.

Aquest mdtode s'utilitzd. per a valorar el lactaldehid pu-

rificat per cromatografía ( apartat 2.11.2.).

Paral.lelament a cada determinacid de lactaldehid es cons-

truia una recta patrd amb glicolaldehid a concentracions entre

0-1,5 mM, la qual era tractada de la mateixa manera que la solu-

cid problema.
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La mésela d'assaig contenia/ en un volum total de lml :

hidroclorur de semicarbazida 200 mM i l'aldehid a determinar,

o el patró.Es deixava a temperatura ambient durant unes 2-3

hores per tal de que tingues lloc la reacció. Posteriorment,

es mesurava 11 absorbencia a 252 nm en un espectrefotSmetre

Beckman DB-GT. La relació entre 1'absorbencia a 252 nm i la

quantitat d'aldehid es mantenia lineal a concentracions d'al-

dehid inferiors a 1,5 mM.

2.11.4. DESDIMERITZACIÓ DEL L-LACTALDEHID,

Les solucions de L-lactaldehid preparades i valorades

tal com es descriu en els apartats corresponents al bloc 2.11

foren desdimeritzades segons el métode descrit per Huff (78).

La solució de lactaldehid ( 0,03 M ) es calentava a 80QC

durant 10 minuts en preséncia d'ecid percldric ( 0,13 M ). A

continuació, es neutralitzava amb hidrSxid sódic.

Les preparacions de L-lactaldehid, aix£ desdimeritzades,

van ésser utilitzades en l'aneiisi de l'enzim purificat.
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2,12. TÉCNIQUES FOTOGRÁFIQUES.

2.12.1. CONDICIONS PER A PROTE INES REVELADES AMB BLAU BRI-

LLANT DE COOMASSIE.

Per a protelnes tintades amb Blau de Coomassie, tant

si es tractava de gels d'agarosa com de poliacrilamida,

s'usava una pel.llcula de 100 ASA, blanc i negre.

El gel en qüestid es col.locava damunt d'una planxa de

metacrilat blanc translúcida, il.luminat per sota amb llum

blanca. L'objectiu de la cimera es cobria amb un filtre

taronja per a augmentar el dontrast.

2.12.2. CONDICIONS PER A PROTEÍNES I PÉPTIDS TRACTATS AMB

CLORUR DE DANSIL,

Donat que aquest producte unit a protelnes emet flúores-

céncia groc-verdosa quan s'il.lumina amb llum ultraviolada

de 365 nm, s'emprava una pel.lícula de 400 ASA. El gel es

dipositava sobre un fons negre i s'il.luminava amb dues lám-

pares de 15 watts cadascuna, mantenint l'habitació a fosques.

Amb el diafragme completament obert (f:l,8) es prenien tres

fotografíes exposant 0,5 ; 1 i 2 segons.
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2.13. PRODUCTES I REACTIUS UTILITZATS.

Els productes i reactius utilitzats en el present treball

han sigut suministrats per les següents firmes comerciáis :

BDH CHEMICALS. Poole, Anglaterra

Desoxicolat sSdic

BAKER. Deventer, Paisos Baixos.

Acetaldehid

BIO-RAD LABORATORIES. Richmond, Ca E.U.A.• /

Blau Brillant de Coomassie

Dodecil sulfat s5dic (SDS)

Hidroxiapatita
N-N'-metilenbisacrilamida

Persulfat amdnic

N,N,N1,N'-tetrametiletilendiamina (TEMED)

BOEHRINGER MANNHEIM Gmbh. Mannheim, Alemanya.

Lactat deshidrogenasa (de múscul de conill)

CARLO ERBA. Milá, Italia.
Acid glicdlic p.a

Acid p-toluen sulfSnic p.a

Clorur de 5-dimetilamino-l-naftalen sulfonil RPE

Etilenglicol p.a

Metabisulfit sSdic p.a

DIFCO. Detroit, Mich. E.Ü.A.

Antibiotic médium nQ 3

Bacto-agar
Bacto-casaminoácids (hidrolitzat de caseína)

Bacto-extracte de llevat

Bacto-triptona

FLUKA A.G. Buchs, Sulssa.

Acrilamida

Lactat sddic
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KOCH-LIGHT LABORATORIES TTD. Colnbrook, Berks, Anglaterra.
Acetona p.A.R.

LKB. Bromma, Suócia.

Ultrogel ACA-34

MERCK. Darmstadt, R.F. Alemanya.
Ácid bóric p.a

Ácid clorhldric p.a

Acid sulfosalicilic p.a

Acid sulfúric

Azida sódica

Bicarbonat sddic

Blau de bromfenol

Citrat trisódic

Clorur cálcic

Clorur ferros

Clorur mánganos

Clorur de magnesi
Clorur potássic
Clorur sódic

Clorur de zinc

2,4-dinitrofenilhidrazina
Etilendiaminotetracétat sodic (EDTA-Na)

Etanol

Formaldehid 37%

Fosfat dipotássic
Fosfat monopotássic
Fosfat disodic

Fosfat monosódic

Glicina

Gluconat sodic

Glucosa

Hidroclorur de semicarbazida

Hidróxid sódic

Iode resublimat

Iodur potássic
2-mercaptoetanol
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Piruvat sddic

D, L-propandiol
Propionaldehid
Sacarosa

Succinat sSdic

Sulfat amSnic

Sulfat de coure

Sulfat ferrós

Sulfat magnésic
Tartrat sSdic potSssic

MILES LABORATORIES LTD. Stoke Poges, Slough, Anglaterra.
Adjuvant de Freund Complet
Adjuvant de Freund Incomplet
Proteasa V8 de S.aureus

MONTPLET I ESTEBAN (reactius PANREAC), Barcelona.
Ácid acStic glacial p.

Ácid cítric

Acid clorhídric p.

Ácid tricloroacétic p.

Alcohol etílic p.

Alcohol isopropllic p.

Bisulfit sSdic

Carbó actiu NORIT A

HidrSxid amSnic 36%

Nitrat de plata

PHARMACIA FINE CHEMICALS. Uppsale, Suecia.
Blau dextrS. 2000

DEAE-sephadex A-50

Pharmalytes pH 2,5-5

pH 4-6,5

pH 3-10

P.L. BIOCHEMICALS Ginbh. St. Goar, R.F. Alemanya.
) Type 1.

TM
Agarosa-hexá-NAD (AGNAD

SIGMA CHEMICAL Co. St. Louis, Mo. E.Ü.A.
Ácid sulfSnic

Agarosa (de baixa electroendosmosis)



126

D,L-alanina
Albúmina sérica bovina

Alcohol deshidrogenasa de llevat
L-arginina

L-asparragina

L-aspartic
Benzamidina

Blau de nitrotetrazoli

Catalasa

L-cisteina

Ditioteitrol (DTT)

Dowex 1x8 100

Dowex 50 x 8 50

Fenacina metasulfat

L-fenilalanina

Fluorur de fenilmetilsulfonil (PMSF)

L-fucosa

L-gliceraldehid
Glicerol

Glicolaldehid

L-glutámic
L-glutamina

p-hidroximercuribenzoat
L-histidina HC1

L-isoleucina

Kanamicina sulfat

L-leucina

Leupeptina
L-lisina

Marcadors de baix pes molecular per a electroforesi
Metilglioxal
L-metionina

NAD ácid grau III
NAD acid grau V

NADH, sal sódica grau III
Ninhidrina

Ovoalbúmina

L-prolina
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L-ramnosa

Reactiu de Folin

L-serina

L-tirosina

L-treonina

L—triptSfan
Tris (hidroximetil) aminometci (Tris)
Tritón X-100

L-valina

WHATMAN.

Paper whatman chroma nQ 1

Paper whatman chroma nQ 3

WORTHINGTON BI0CHEMICAL Co. Freehold, N.Jersey, E.U.A.

o^-quimotripsina.



3. RESULTATS
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3.1. ACTIVITAT LACTALDEHID DESHIDROGENASA EN EXTRACTES

CEL.LULARS D' E. COLI.

Donat que hi ha dades en la literatura referents ais

nivells d'activitat lactaldehid deshidrogenasa d'E.coli ti-

pus salvatge quan creix en hidrolitzat de caseína i fucosa

(68;) i de mutants capagos d'utilizar 1,2-propandiol com a

ünica font de carboni i energía (32), es va creure d'interés

analitzar l'activitat lactaldehid deshidrogenasa en extractes

cel.lulars de diverses soques d'E.coli fetes créixer en dife-

rents medis i condicions per tal de caracteritzar més profun-

dament aquesta activitat enzimética.

Per a realitzar aquest estudi es van utilitzar les se-

güents soques d'E.coli : la soca 1 (tipus salvatge), E.coli

ATCC n° e25404, la soca 3 i la soca 40, les quals van ésser

cultivades en diferents medis i condicions d'oxigenacié del

cultiu. Es preparaven els extractes cel.lulars tal com es des-

criu a l'apartat 2.3, on s'assajava l'activitat lactaldehid

deshidrogenasa. Els resultats,que es mostren a la taula 3,

indicaven que l'enzim lactaldehid deshidrogenasa d'E.coli és

semi-constitutiu, presentant nivells basals d'activitat en-

zimética en medis com glicerol i succinat.

En la soca 1, l'activitat lactaldehid deshidrogenasa era

induida peí creixement aerobic en L-fucosa i L-ramnosa; i en

la soca 3 peí creixement en 1,2-propandiol. També era induida

en ambdues soques per 1'hidrolitzat de caseína, encara que en

menor proporció . •

Com es pot veure, la lactaldehid deshidrogenasa és un

enzim básicament aerébic, no detectant-se nivells d'activitat
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apreciables en els creixements anaerSbics en preséncia de

fonts de carboni inductores ( hidrolitzat de caseína, L-fu-

cosa i L-ramnosa ).

La soca 40, mutant deficient en lactaldehid deshidro-

genasa, no mostrava activitat en cap de les condicions de

creixement provades.

La soca tipus salvatge utilitzada al llarg d'aquest tre-

ball fou la soca 1 ( apartat 2.1). Per tal de comparar els

resultats obtinguts amb una altra soca d'E.coli no manipula-

da préviament en el laboratori, es va fer créixer la soca d'

E.coli ATCC n°e25404 aerobicament en glucosa, glicerol, hidro-

litzat de caseína, ramnosa i fucosa. Els nivells d'activitat

lactaldehid deshidrogenase trobats per a aquesta soca respo-

nen al mateix tipus d'inducció que a la soca 1, si bé són

més baixos, encara que proporcionalment (taula 3).

La inducció de 1'activitat lactaldehid deshidrogenase

peí creixement aeróbic en L-fucosa i L-ramnosa era del ma-

teix ordre, resultat congruent donat que tots dos sucres com-

parteixen el metabolisme del L-lactaldehid. Aquest aldehid

és també intermediari en el metabolisme del 1,2-propandiol

en soques mutants d'E.coli (la soca 3 ).

La inducció observada peí creixement aeróbic en presén-

cia d'hidrolitzat de caseína va sorprendre en un principi, ja

que aquests nivells d'activitat lactaldehid deshidrogenase

en els extractes cel.lulars de la soca 1 i de la soca 3 eren

considerats basals pels autors corresponents en els estudis
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realitzats sobre el metabolisme de la L-fucosa i del 1,2-

propandiol (68, 32).

Per a rebutjar la possibilitat de que la inducció enzi-

mática observada en presencia de 1’hidrolitzat de caseína fós

deguda a determinades impureses del preparat comercial, es

prepará un medi sintétic que contenia els 20 aminoácids en

les proporcions citades a 2.2. El creixement aeróbic de la

soca 1 en preséncia d'aquesta barreja d'aminoácids al 0,5%

produla el mateix grau d'inducció de l'activitat lactaldehid

deshidrogenase que el preparat comercial d'hidrolitzat de

caseína ( unes 2,5 vegades ), tot indicant que la inducció

era deguda al metabolisme d'algún deis aminoácids presents.

Per tal d'esbrinar quin deis aminoácids era el respon-

sable de la inducció esmentada, i donat que E.coli no Ós ca-

pag d'utilitzar determinats aminoácids com a font de carbo-

ni i energia (71), es prepara un sistema adient per a detec-

tar la inducció enzimática (178).

Es feia créixer,en diversos matrassos, la soca desitjada

( la soca 1 ) aeróbicament en un medi no inductor com és el

glicerol, fins a una densitat Óptica de 3 mesurada a 420 nm.

En aquest punt, s'hi afegia l'aminoácid a estudi per tal de

quedar a la concentració de 60 mM carboni en el medi de cul-

tiu. Es preparava un control negatiu de la inducció, al qual

no s'hi afegia cap aminoácid i un control positiu al qual s'hi

afegia la barreja deis 20 aminoácids al 0,5%. Es deixava 5 ho-

res en agitació a 37SC i posteriorment es recollien les cól.lu-

les per centrifugació per a preparar els extractes cel.lulars

tal com es decriu a 2.3.
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Seguint aquest protocol es van provar els 20 aminoácids

individualmente i de tots ells, només s'observll inducció de

la activitat lactaldehid deshidrogenasa per glutamat i glu-

tamina ( taula 4 ). Donat que la glutamina és desaminada en

un primer pas a glutamat, és el metabolisme d'aquest darrer

aminoácid el responsable de la inducció esmentada.
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TAULA 4

INDUCCIO DE L'ACTIVITAT LACTALDEHID DESHIDROGENASA PER

GLUTAMAT EN LA SOCA 1.

Activitat

enzimáticaAddicióFont de carboni

Glicerol 60

barreja 20
aminoácids

Glicerol

230

Glicerol glutamat 180

Glicerol glutamina 215

A) Activitat lactaldehid deshidrogenasa mesurada segons es

descriu a l'apartat 2.4.1 sobre glicolaldehid 1 mM, i
expressada en mü/mg.
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3,2, PURIFICACIO A HOMOGENEITAT DE LA LACTALDEHID DESHIDRO-

GENASA .

El métode de purificació de l'enzim lactaldehid deshidro-

genasa havia estat posat a punt en el nostre laboratori amb

anterioritat a aquest treball (20) , tanmateix no rendia pre-

paracions homogénies.

El métode, detallat a l'apartat 2.5, incluia les se-

güents etapes :

- ObtenciÓ de 1'extracte cel.lular.

- Precipitació fraccionada amb sulfat amónic entre el 50 i el

75% de saturació.

- Qrornatografia de bescanvi anionic en DEAE-sephadex.

- Cromatografía d'afinitat en agarosa-NAD. Aquest pas millo-

rava molt el procés de purificació.
- Cromatografía de gel-filtració en Ultrogel ACA-34.

En la taula 5 s'aprecia el grau de purificació assolit

en cadascuna de les etapes. Normalment, la lactaldehid deshi-

drogenasa es purificava unes 90 vegades, amb un rendiment fi¬

nal del 20%.

Les preparacions enzimétiques obtingudes a través d'aquest

métode no eren homogénies, ja que en electroforesis en gels

de poliacrilamida en preséncia de SDS donaven al ésser tinta-

des amb Blau Brillant de Coomassie dues bandes, una majori-

tária de 55.000 daltons i una minoritaria de mida mes petita

( figura 10) •

La purificació portada a terme en preséncia deis següents

inhibidors de proteases : leupeptina 0,5 pM, benzamidina lmM

i PMSF 0,5 mM, va rendir la mateixa preparació, amb idéntic
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patró electroforétic, fet que descarté la possibilitat de que

la banda minoritaria fós un producte de protedlisi de l'enzim

natiu.

Per tal de separar la banda contaminant, s'introduí un

últim pas de purificació provant d'altres técniques. L'iso-

electroenfoc preparatiu en gels de sephadex ( Ultrodex ) (43,

127 , 128) no doné els resultats esperats. La precipitació

per afinitat amb Bis-NAD 1 -adipodihidrazido-bis- (N^-
carbonilmetil-NAD ) (53, 99) en diferents condicions de pH i

forga iónica del medi dona també un resultat negatiu. No s' a-

conseguí precipitar la lactaldehid deshidrogenasa, fet que

també está descrit per 1'alcohol deshidrogenasa hepática (53).

L’homogeneitat de la preparacié enzimática s'aconseguí

mitjangant una cromatografía en hidroxiapatita. En la lite-

ratura hi ha dades referents a la utilitzacié d'aquest tipus

de cromatografía en la purificació de deshidrogenases (22,51,

93,159).

La cromatografía en hidroxiapatita es prová com a úl-

tim pas en el procés de purificació de l'enzim lactaldehid

deshidrogenasa després de la cromatografía de gel-filtracié

en Ultrogel ACA-34. Malgrat tot, s'assolia el mateix grau

de puresa si s1acoplava després de la cromatografía d'afini-

tat en agarosa-NAD, Per tant, s'escollí aquesta segona opcié

que permetia eliminar la cromatografía de gel-filtració amb

l'avantatge d'evitar pérdues d'activitat per dilució de l'en-

zim en la gel-filtració i pérdues de rendiment a l'hora de

col.lectar les fraccions actives d'aquesta columna.
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FIGURA 9. CROMATOGRAFIA EN HIDROXIAPATITA.

La mostra aplicada era la fracció corres-

ponent a la cromatografía d'afinitat con-

centrada i dialitzada.

La cromatografía es desenvolupá segons es

descriu a 3.2.

L'elució de protelna es seguia per mesura

de 1'absorbencia a 280 nm (

L'elució de l'enzim lactaldehid deshidro-

genasa (o-o-o) s'aconseguí amb un gradient
lineal de fosfat sódic entre 10 i 100 mM

) .

( ) .

La fletxa indica el moment en que s'aplicS.
el gradient.
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La fracció corresponent a la cromatografía d'afinitat

era concentrada per ultrafiltració fins a un volum aproxi-

mat de 2 mi en un concentrador Amicon emprant una membrana
+

del tipus PM-10. Posteriorment, per a eliminar el NAD , era

dialitzada en front d'una solució amortidora de pH de fosfat

sódic 10 mM, 2-mercaptoetanol 10 mM, EDTA 1 mM pH 7,3, a la

que s1addicionava DTT 1 mM a fi de protegir 1'activitat d'a-

questa preparació enzimática de baixa concentració protéica.

La mostra dialitzada era aplicada a una columna d'hi-

droxiapatita ( 2 x 2 cm ) equilibrada amb amortidor fosfat

sódic 10 mM, 2-mercaptoetanol 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,3. Des-

prés de rentar exhaustivament la columna amb el mateix amor-

tidor, l'elució de l'enzim lactaldehid deshidrogenasa s'acón-

seguia mitjangant un gradient lineal de fosfat sódic entre
-2 -1

10 i 100 mM, en 50 mi . El flux era de 3 mi x cm x h al

llarg de tot el procés cromatográfic.. L'elució de proteína

es seguia per mesura de 1'absorbáncia a 280 nm. En les frac-

cions col.lectades ( 1,5 mi ) s'assajava 1'activitat lactal-

dehid deshidrogenasa ( figura 9 ).

Donat que l'enzim eluia a una concentració de fosfat sd-

dic entre 30 i 40 mM, rutinariament, la recuperació de la

lactaldehid deshidrogenasa retinguda a la columna d'Hidroxi-

apatita es feia per un "cop" de fosfat sódic a 35 mM. La

proteína contaminant eluia a una concentració de fosfat de

l'ordre de 60 mM, per tant no hi havia interferéncies en a-

quest sentit.

A la taula 5 es mostren les dades referents al procés

de purificació de la lactaldehid deshidrogenasa, on cal re-
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saltar la millora aconseguida amb la utilització de la ero-

matografia en hidroxiapatita. S'obtenen preparacions enzi-

mé-tiques amb una activitat específica de 14 U/mg ( 120 ve-

gades de purificacid ) i un rendiment del 17%.

L'enzim lactaldehid deshidrogenase purificat a partir

de creixements aeróbics en hidrolitzat de caseína, tant de

la soca 1 com de la soca 3, seguia el mateix comportament

al llarg de tot el procés, manifestant-se indidtinguibles

des d'aquest punt de vista.

3.2.1. CRITERIS D'HOMOGENEITAT,

La preparació enzimética de lactaldehid deshidrogenase

d'E.coli purificada emprant la cromatografía en hidroxiapa-

tita com a ültim pas del procés era .homdgénia des deis se-

güents criteris :

- L'electroforesi en gels de poliacrilamida-SDS de 25 yug

de lactaldehid deshidrogenasa purificada donava una única

banda de proteína amb Blau Brillant de Coomassie (figura 10).

El mateix resultat s'obtenia al revelar per tinciS argéntica

1 pg de l'enzim purificat i sotmés a separacié electroforé-
tica en condicions desnaturalitzants (figura 10).

- L'enfoc analític en gels d'acrilamida de 15 pg d'enzim
purificat donava una única banda a l'esser revelat ja per

proteína amb Blau Brillant de Coomassie, ja per activitat

enzimética (figura 14).
- L1electroforesi en gels de poliacrilamida en condicions

nó desnaturalitzants de 70 pg de lactaldehid deshidrogenasa
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FIGURA 10. ELECTROFORESI EN GELS DE POLIACRILAMIDA-SDS

DE PREPARACIONS PURIFICADES DE LACTALDEHID

DESHIDROGENASA.

1) 20 pg de la preparació purificada fins
a la gel filtració, revelats amb Blau
Brillant de Coomassie.

2) 25 pg de la preparació purificada usant
la cromatografía en hidroxiapatita, re-

velats amb Blau Brillant de Coomassie.

3) 1 pg de la mateixa preparació purificada
que 2), peró el revelat es va fer tinciÓ
argéntica.



321
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purificada donava una única banda d'activitat enzimática.

3.2.2. ESTABILITAT

L'enzim es mostrá altament inestable en abséncia d'agents

reductors al llarg del procés de purificació, sobretot en les

diálisis on la pérdua d'activitat era considerable. La incor-

poració del 2-mercaptoetanol a l'amortidor emprat en la puri-

ficació solventa aquest problema, per5 tanmateix l'estabilit-

zació no era total/, ja que la pérdua d'activitat enzimática

en els procesos de diálisi era encara del 10%.

La inactivació era mes marcada en les últimes etapes del

procés de purificació, on la concentració de protelna de la

preparació enzimática era mes baixa, perdent-se l'efecte es-

tabilitzador de les protelnes contaminants. Aixó va conduir

a 1'addiciÓ de DTT 1 mM a la última diálisi del procés ( a

més del 2-mercaptoetanol ja present ),abans de la cromatogra-

fia en hidroxiapatita i a la preparació purificada per a ésser

emmagatzemada.

L'efecte estabilitzador de les protelnes contaminants

també es posá de manifest en els processos de congelació-

descongelació, on la preparació resultava bastant estable

en els primers passos ( extracte cel.lular, sulfat amónic,

etc), peró, si no s'hi afegia res més, la preparació de la

gel-filtració perdia el 90% de la seva activitat enzimáti-

ca després de 48 hores congelada a -402C.

La presencia d'EDTA en les solucions amortidores de pH

era necessáaria per a evitar la inactivació de l'enzim per
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ions divalents ( veure 3.3.2.4). L'enzim era inactivat quasi

totalment en les cromatografies de gel-filtració en Ultrogel

ACA-34 en abséncia d'EDTA.

El NAD+ present en la preparació elulda de la cromato-

grafia d'afinitat tenia un efecte estabilitzador o protector

de l'activitat enzimAtica.

El problema principal era l'emmagatzematge de l'enzim pu-

rificat a homogeneitat. Després de provar diversos estabilit-

zadors ( glicerol, albúmina, DTT ) i diferents condicions (-20SC

-80QC ) es va optar per repertir l'enzim homogéni en allquotes

de 250 jil a les que s' addicionava glicerol per tal de quedar
al 20% i DTT 1 mM, i es guardaven a -20QC (67,79). En aqüestes

condicions, al cap d'un mes, l'activitat enzimAtica era encara

del 90%.
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3,3. CARACTERITZAC10 DE L'ENZIM LACTALDEHID DESHIDROGENABA.

CARACTERITZACIÓ MOLECULAR.3.3.1.

3.3.1.1. DETERMINACIÓ DEL PES MOLECULAR DE L'ENZIM NATIU.

El pes molecular de la lactaldehid deshidrogenasa nati-

va es va determinar per gel-filtració (3,4), emprant una co-

lumna ( 1,5 x 95 cm ) d'Ultrogel ACA-34 equilibrada i eluida

amb fosfat sódic 10 mM, 2-mercaptoetanol 10 mM, EDTA 1 mM,

pH 7,3 ( flux 6 mi x cm ^x h 1 ). La mostra usada era una

preparació purificada guardada amb glicerol 20% i DTT 1 mM

a -202C. S'utilitzaren les següents protelnes marcadores :

ovoalbúmina(43.000 daltons) alcohol deshidrogenasa de llevat

( 126.000 daltons ), lactat deshidrogenasa de múscul de co-

nill ( 140.000 daltons ) i catalasa ( 240.000 daltons ).

D'acord amb el volum d'elucid obtingut per a la lactal-

dehid deshidrogenasa es va determinar un pes molecular de

220.000 daltons ( figura 11 ), tant per l'enzim de la soca 1

com peí de la soca 3.

3.3.1.2. DETERMINACIO DEL PES MOLECULAR DE LES SUBUNITATS.

El pes molecular de les subunitats de l'enzim es va de-

terminar per electroforesi en gels de poliacrilamida en con-

dicions dissociants. El desenvolupament de la técnica, aixl

com el tractament de les mostres s'indica a l'apartat 2.8.1.

Es van emprar els següents marcadors protéics : inhibidor de

tripsina de soja (20.000 daltons), tripsinégen (24.000 daltons),
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FIGURA 11. DETERMINACIO DEL PES MOLECULAR DE LA LACTAL-

DEHID DESHIDROGENASA (LALDH) NATIVA PER CRO-

MATOGRAFIA DE GEL-FILTRACIO.

La recta de calibraci.6 es va obtenir repre-

sentant els valors Ve/Vo (volum d'eluci<5/volum

buit) en front del pes molecular de cada una

d'aqüestes protelnes:

- OVO: ovoalbúmina (43.000 daltons)
- ADH: alcohol deshidrogenasa de llevat (126.000

daltons)
- LDH: lactat deshidrogenasa de muscul de conill

(140.000 daltons)
- CAT: catalasa (240.000 daltons)

El pes molecular de la LALDH es va determi-
nar interpolant el seu Ve/Vo a la recta.
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anhidrasa carbónica (29.000 daltons), gliceraldehid-3-P-des-

hidrogenasa (36.000 daltons), ovoalbúiaina (45.000 daltons),

albúmina sérica bovina (66.000 daltons) i fosforilasa b de

múscul de conill (96.000 daltons). A partir de la mobilitat

de la lactaldehid deshidrogenasa es va calcular un pes mole¬

cular de 55.000 daltons ( figura 12).

Relacionant aquest valor amb l'obtingut per a la protei-

na nativa es proposa una estructura tetramérica per a l'enzim,

format per subunitats aparentment iguals al menys de mida.

Cal resaltar que la lactaldehid deshidrogenasa de la soca

3 i la de la soca 1 presenten la mateixa mobilitat electrofo-

rética en gels de poliacrilamida-SDS (figura 13).

3.3.1.3. DETERMINACIO DEL PUNT ISOELECTRIC.

La determinacud del punt isoeléctric de l'enzim lactal-

dehid deshidrogenasa es va fer per electroenfoc en gels de

poliacrilamida ( veure 2.8.4 ), emprant un gradient de pH

entre 3 i 6.

L'enzim purificat donava una única banda, tant per re-

velat de protelna com per revelat d'activitat enzimética, co-

rresponent a un punt isoeléctric de 4,6 ( figura 14 ).

3.3.1.4. COMPOSICIÓ D'AMINOACIDS.

La determinaciú de la composició d'aminoacids de l'enzim

lactaldehid deshidrogenasa va ésser feta en el Servei d'Ané-

lisi de la Facultat de Biologia de la üniversitat de Barce-

lona.
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FIGURA 12. DETERMINACIO DEL PES MOLECULAR DE LES SUB-

UNITATS DE LA LACTALDEHID DESHIDROGENASA.

Aquesta determinacié es va fer per elec-
troforesi en gels de poliacrilamida al 10% en

presencia de SDS i emprant les següents pro-

teines marcadores :

- INH TR: inhibidor de tripsina (20.000 daltons)
- TRP: tripsinogen (24.000 daltons)
- AC: anhidrasa carbónica (29.000 daltons)
- G-3PDH: gliceraldehid 3-fosfat deshidrogenasa

(36.000 daltons)
- OVO: ovoalbúmina (45.000 daltons)
- BSA: albúmina sérica bovina (66.000 daltons)
- Phb: fosforilasa b de muscul de conill ( 97.400

daltons)

A) 1: 25 yig de lactaldehid deshidrogenasa puri-
ficada usant la cromatografía en hidro-

xiapatita
2 i 3 : protelnes marcadores
El tintat del gel es va fer amb Blau Brillant
de Coomassie

B) Es representen les mobilitats relatives,res-
pecte al front de blau de bromfenol, de les
protelnes marcadores envers llurs pesos mole-
culars. Interpolant el valor obtingut per a

la lactaldehid deshidrogenasa (LALDH) s'ob-
tingué un pes molecular de 55.000 daltons.
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FIGURA 13. ELECTROFORESI EN GELS DE POLIACRILAMIDA-SDS

DE L'ENZIM LACTALDEHID DESHIDROGENASA PURI-

FICAT DE DIFERENTS SOQUES D'E.COLI.

1: 15 }ig d'enzim purificat de la soca 1
2: 20 pg d'enzim purificat de la soca 3
3: 20 pg d'enzim purificat de la soca JA-102

La tinció es va fer amb Blau Brillant de Coo-

massie.
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FIGURA 14. DETERMINACIÓ DEL PUNT ISOELÉCTRIC DE LA

LACTALDEHID DESHIDROGENASA.

Representado del gradient de pH de l'e-
lectroenfoc analitic, en gels de poliacrilami-
da al 5%.

En ordenades s'assenyalen els valors de

pH (entre 3 i 6) i en absisses les fraccions
del gel.

A) 15 jug d'enzim purificat, revelats per tin-
cid amb Blau Brillant de Coomassie.

B) 15 ¡ag d'enzim purificat, revelats per acti-
vitat enzimlLtica.
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L'enzim purificat, homogéni, fou processat i hidrolitzat

com es descriu a l'apartat 2.10 i portat al Servei d'AnAlisi

ja esmentat on es- realitzá la separació i quantificació deis

aminoácids.

A la taula 6 s'expresen els resultats com a mol d1amino-

ácid per mol de proteína enzimática, tenint en compte un pes

molecular de 220.000 daltons. També s'ha fet un cálcul deis

mols d'aminoacid per subunitat de pes molecular 55.000 dal-

tons, assumint que totes quatre fossin idéntiques.

Les dades presentades s<5n la mitjana deis valors obtin-

guts ais tres temps d'hidrólisi -24, 48 i 72 hores- amb HCl

6 N, llevat de la serina, treonina i tirosina que són els ex-

trapolats a temps zero i deis aminoácids hidrofdbics ( iso-

leucina i valina ) que són els valors maxims (47,54,110).

Els valors de cisteína i triptdfan s'han obtingut a par-

tir d'una hidrólisi més suau amb triptamina i ácid p-toluen-

sulfónic ( apartat 2.10.1.2 ).

3.3.1.5. ESPECTRE D'ABSORCIÓ I CONTINGUT DE COENZIM ( NAD+ ) .

L'espectre d'absorció des de 200 a 700 nm de la lactal-

dehid deshidrogenasa purificada a homogeneitat i dialitzada

durant una nit en front de solució amortidora de pH de fos-

fat sódic 10 mM, pH 7,0, es mostra a la figura 15A. La reía-

ció d'absorbancies 280 : 260 = 1,54 indica 1'existencia de

petites quantitats de NAD+ lligat a l'enzim, la qual cosa és

també corroborada peí máxim d'absorció a 278 nm.
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TAULA 6

COMPOSICIO D'AMINOACIDS DE L'ENZIM LACTALDEHID DESHIDROGE-

NASA D'E.COLI.a)

mol aa/mol prot. mol aa/subunitatAminoAcid

Aspartic
Treonina b)

Serina b)

GlutAmic

Prolina

Glicina

Alanina

Valina c)

Metionina

Isoleucina c)

Leucina

Tirosina b)

Fenilalanina

Histidina

Lisina

Arginina

Triptdfan d)
Cisterna d)

155,7

90,0

62,0

224,0

75.6

172,0

206,0

130,3

7,96

116,2

121,2

42,0

59.6

28,8

84.8

96.8

35,6

22.5

15.5

56,0

18.9

43,0

51.5

32.6

1,99

29,0

30,3

10,5

14.9

6,7

21,2

24,2

9/6 2,4

6,0 1/5a)Els valors presentats són els de l'enzim purificat de la
soca 1.b)Dades obtingudes extrapolant a temps zero.c)Valor maxim.d)Dades obtingudes a partir de la hidrolisi amb triptamina i
Acid p-toluen sulfSnic, a 1102C, durant 24 hores.

- El reste de dades és la mitjana deis tres valors obtinguts
ais diferents temps d'hidrdlisi amb HC1 6 N (24, 48 i 72
hores).
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FIGURA 15. ESPECTRES D'ABSORCIO DELS COMPLEXES LACTALDE-

HID DESHIDROGENASA-NAD+.A)Lactaldehid deshidrogenasa purificada i
dialitzada una nit en front de fosfat s5-

dic 10 mM, pH 7/0.B)Lacatldehid deshidrogenasa tractada amb una

resina de carbó activat tipus NORIT AC)Lacatldehid deshidrogenasa que ha incorpo-
rat 4 mols de NAD+ per mol d'enzim.
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La relaciÓ d'absorbóncies 280 : 260 augmentava a 1,82

quan l'enzim era tractat arab NORIT A per tal de descarra-

gar-lo totalment de coenzim. L'espectre d'absor ció de l'en-

zim tractat amb carbó actiu es mostra a la figura 15B , on

s'indica el móxim d'absorció corresponent a 278 nm.

Quan l'enzim era carregat amb NAD+, la relació 2 80 : 260

la \ máxima baixava a 272 nm i apareixia una

ámplia banda d'absorció entre 300 i 400 nm ( figura 15C ) (36).

L'enzim descarregat de NAD+
uen D'Alessio i col (36). S'addicionaven 10 mg de NORIT A sec

per cada mg de protelna en un volum de solució amortidora de

pH entre 0,5-1 mi. Després d'agitar la suspensió, s'incubava

durant 2 hores a 2SC. Tot seguit, es centrifugava i el preci-

pitat era rentat amb 1 mi del mateix amortidor. Després de

re-centrifugar, es reunien els dos sobrenadants i es clari-

ficaven per una centrifugació final.

. era de 1,15,

es preparava segons descri-

La quantitat de coenzim NAD+
a l'enzim natiu lactaldehid deshidrogenase es va determinar

per addició creixent de quantitats de NAD

amortidora de fosfat sódic 10 mM, pH 7,o, que contenia 1 mg

de protelna enzimAtica purificada i tractada préviament amb

carbó actiu NORIT A. L'assaig es feia a 23SC i es mesurava

que pot ésser incorporada

.+
a 1 mi de solució

la densitat óptica a 360 nm ais 10 minuts després de cada

addició de NAD+ , en un espectrefotómetre de doble feix,ter-

mostatitzat SHIMADZU UV 240 (36).
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+
FIGURA 16. TITULAClÓ DE LA INCORPORACIÓ DE NAD

LACTALDEHID DESHIDROGENASA.

A L'ENZIM

A 1 mi d'una solució de fosfat sódic 10 mM

pH 7,0, que contenia 1 mg d'enzim purificat i

descarregat de NAD+ per tactament amb NORIT A
-3

(6.10 jumol d'enzim) s'addicionaven escalonada-
ment volums de 10 p.1 d'una solució de NAD+
0,6 mM. Tot el conjunt es mantenia a 23 QC i
es mesurava 1'absorbáncia a 360 nm, els 10 mi-
nuts després de cada addició de ÑADÍ
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La figura 16 mostra aquesta titulacid, on es pot veure

que l'enzim es capag d'incorporar uns quatre mols de NAD1"
per mol de protelna enzimática, assumint un pes molecular de

l'enzim natiu de 220.000 daltons.

CARACTERITZACIÓ CINÉTICA,3.3.2.

L'enzim lactaldehid deshidrogenase d'E.coli (E.C.1.1.22.1)

catalitza irreversiblement la següent reaccid :

+
L-Lactat + NADH + H+L-Lactaldehid + NAD

Per tal de caracteritzar cinéticament aquest enzim feia

falta,ldgicament, disposar del substrat i amb un grau de puré-

sa adient. El L-lactaldehid no es un producte comercialitzat

en cap de les seves formes isomériques (D-, L- iD,L~). Calia

per tant obtenir aquest substrat i purificar-lo.

El L-lactaldehid es sintetitzava a partir de D-treonina

per reaccid amb ninhidrina (183) segons es descriu a

Era caracteritzat per cromatografía en paper whatman n2 3

chroma en un sistema de propanol-amoniac (60:40)1 El posterior

revelat amb 2,4-dinitrofenilhidrazina (41) donava una taca

de R^ 0,83, si bé en determinades síntesis, apareixia una taca
no ben definida de R^ aproximadament 0,65. Per tant, i a fi
de teñir un substrat pur, sobretot per a determinar les cons-

tants cinétiques de Km i Vmax, el L-lactaldehid era purificat

per cromatografía en paper tal com s'indica a l'apartat 2.11.2.

Dades que presentarem a continuació ( veure 3.3.2.7 ) in-

dicaven que l'enzim no era tant específic com descriuen Sridara

2.11.
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i Wu (150). La preparació enzimática purificada era capag

d'oxidar altres aldehids estructuralment seinblants al lac-

taldehid, i que, per tant, presentaven una estructura de oí -

hidroxialdehids , entre els quals s1inclóu el glicolaldehid.

També presentava activitat sobre oí-cetoaldehids, com és el

metilglioxal. Segons que sembla, la preséncia d'un grup hi-

droxil o cetánic en el carboni adjacent al grup carbonil de

1'aldehid,que será oxidat enzimaticament, és una caracterís-

tica important o necessária per a ésser substrat de la lac-

taldehid deshidrogenasa.

Donat que l'enzim presentava sobre el glicolaldehid u¬

na Vmax més elevada en relacié amb els altres aldehids i a la

vegada és un producte fácilment asequible comercialment, molts

deis estudis cinétics presentats

sant aquest aldehid com a substrat. En determinats experiments

s'ha seguit 1'activitat enzimática sobre els dos substrats :

glicolaldehid i lactaldehid, el que s'indicará adientment en

cada cas.

a continuació s'han fet u-

Així mateix, el glicolaldehid ha estat emprat rutinaria-

ment com a substrat de l'assaig enzimátic en extractes cel.lu-

lars deis estudis de regulacié de l'enzim lactaldehid deshi-

drogenasa que formen part d'aquest-treball.

3.3.2.1. pH OPTIM.

El perfil d'activitat, mesurada tant amb glicolaldehid,

com amb lactaldehid ( veure 2.4.2.1 ) en front del pH presen-

tava un máxim a pH 9,5 ( figura 17 ).
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FIGURA 17. EFECTE DEL pH EN L'ACTIVITAT DE L'ENZIM
LACTALDEHID DESHIDROGENASA.

Una mostra de lactaldehid deshidrogenasa

purificada va ésser assajada sobre glicolal-
dehid 1 mM (•) i sobre lactaldehid 0,1 mM (o),
en un marge de pH comprés entre 6 i 10,5.

(a) Solucid amortidora de pH fosfat sódic 100 mM

(b) Solució amortidora de pH glicina-NaOH 100 mM



e ba
Z)

a
- 8

'O

E
ñ 6
C
a;

o 4
>

o 2
<

6 8 10



157

En el marge de pH compres entre 6 i 8 s'utilitzava la

solucid amortidora de pH de fosfat sédic (100 mM) i en el

marge comprés entre 8,5 i 11 s'utilitzava amortidor glicina-

NaOH (100 mM).

Cal esmentar que a pH alcalí s '.obté un increment basal

de 1'absorbencia a 340 nm,indepenent de la presencia d'enzim,

com a conseqüéncia d'una reacció entre el NAD+
hids (40,46) . Aquest efecte de base, en les nostres condi-

d'assaig apenes interferia, atés que l'increment d'

absorbencia a 340 nm degut a la formació d'aquest complex amb

el glicolaldehid i el lactaldehid - a baixes concentracions -

era précticament despreciable en front de l'increment d'ab-

sorbéncia a 340 nm com a conseqüéncia de l'actuació de l'enzim.

Quan l'activitat aldehid deshidrogenasa es determinava

sobre metilglioxal, era necessari canviar d'amortidor de 1'

assaig, ja que en presencia de glicina, la reacció quedava

bloquejada, probablement per reacció del metilglioxal amb la

glicina formant un producte de condensació de color groe (109) .

Aquest problema fou solventat canviant 1'amortidor de 1'assaig

per carbonat-bicarbonat (50 mM).

i els alde-

cions

3.3.2.2. ENERGIA D'ACTIVACIO.

L'energia d'activaciÓ de la reacció catalitzada per la

lactaldehid deshidrogenase es calculava gréficament a partir

del pendent de la recta obtinguda al representar el logarit-

me de les velocitats de la reacció en front deis inversos de
!

la temperatura ( en graus Kelvin ) a la qual es realitzava
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l'assaig ( representad^ d'Arrhenius ) (146) (figura 18). •

El valor de l'energia d'activació corresponent a l'ac-

tivitat deshidrogenasa sobre glicolaldehid va ésser de 8,35

Kcal/mol. Quan la determinació es va fer usant L-lactaldehid

com a substrat, s'obtingué un valor de 8,65 Kcal/mol.

3.3.2.3. INACTIVACIO TERMICA.

Aquest parámetre va ésser determinat per a la lactalde-

hid deshidrogenasa d'E.coli, emprant una mostra d'enzim pu-

rificat. A fi d'obtenir resultats reproduibles i comparables,

la concentracié de proteina de la mostra va ésser ajustada a

0,4 mg/ml.

Aquest estudi d'inactivacié térmica es va realitzar in-

cubant la preparació enzimética a 55SC i a diferents temps

es determinava l'activitat lactaldehid deshidrogenasa rema-

nent.

A la figura 19 es mostra el perfil d'inactivacié de 1'

enzim lactaldehid deshidrogenasa en les condicions esmentades.

L'activitat enzimética es seguí de dues maneres : sobre gli-

colaldehid 1 mM i sobre L-lactaldehid 0,1 mM.

L'enzim purificat de la soca 3 i el de la soca 1 mostra-

ven idéntic comportament en quant a la seva estabilitat tér¬

mica.

3.3.2.4. EFECTE DELS CATIONS DIVALENTS.

L'estudi de l'efecte deis cations divalents sobre l'en-

zim lactaldehid deshidrogenasa es va fer amb una mostra
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FIGURA 18. ENERGIA D'ACTIVAClÓ DE LA REACCIÓ CATALITZADA

PER LA LACTALDEHID DESHIDROGENASA.

Una mostra de lactaldehid deshidrogenasa

homogénia es va assajar per activitat enzimáti-
ca sobre L-lactaldehid 0,1 mM (o) i sobre gli-
colaldehid 1 mM (•), a diferents temperatures

(17, 20, 25, 30 i 352C).
Es representa el logaritme de les veloci-

tats obtingudes en front deis inversos de la
temperatura absoluta (QK). Els valors de l'ener-
gia d'activació es calcularen a partir del va-

lor del pendent de la recta.
(E =2,3xRx pendent), on R és la constantEl

deis gasos.
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FIGURA 19. INACTIVACIÓ TÉRMICA DE L'ENZIM LACTALDEHID

DESHIDROGENABA.

Una preparaci<5 d'enzim purificat, ajusta-
da a 0,4 mg/ml es va escalfar a 55°C, i a di-
ferents temps es va determinar l'activitat en-

zimatica remanent, sobre glicolaldehid 1 mM

(•-•) i sobre lactaldehid 0,1 mM (o-o).
L'activitat enzimática s'expressa com a

percentatge respecte a la de temps zero.
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purificada i dialitzada en front de solucid amortidora de pH

fosfat sódic 10 mM, 2-mercaptoetanol 10 mM pH 7,3, a fi d'e-

liminar l'EDTA present a l'amortidor original, el qual tin-

dria un efecte quelant sobre els cations a assajar.
2 + 2 +2 +

Els cations divalents estudiats foren : Mg“ ', Ca , Mn
2 +2 + i Zn . S'addicionaven a la mésela d'assaig en forma deCu

clorurs, en un rang de concentracions entre 0,05 mM i 20 mM.

Com a Controls s'utilitzaren el Na+ +
, també en for-i el K

ma de clorurs.

A la taula 7 s'indiquen les concentracions deis cations

assajats que provoquen el 50% d'inhibicié de l'activitat en-

zimática. Es pot veure que els més potents sdn el ZnCl2 i el
CuCl2.

La figura 20 mostra la inactivació de l'enzim en presen-

cia de diferents concentracions de CuCl2 i ZnCl2 a l'assaig,
sense incubació previa. Aquesta inhibició era previnguda per

la presencia d'EDTA 1 mM en la barreja d'incubacié ( figura

21 ), si be l'addició d'EDTA a les preparacions préviament

inactivades no restablia l'activitat enzimática, tot indicant

la irreversibilitat del procés.

3.3.2.5. INHIBICIO PER p-HIDROXIMERCURIBENZOAT.

El p-hidroximercuribenzoat és un compost que reacciona

amb els grups sulfhidril de les protelnes. Ja que esta des-

crit en la literatura que les aldehid deshidrogenases són in-

hibides per compostos d'aquesta mena (67,83,130,155) s'ha

provat 1'efecte del p-hidroximercuribenzoat sobre l'activitat
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TAULA 7

EFECTE INHIBIDOR DELS CATIONS DIVALENTS SOBRE L'ENZIM

LACTALDEHID DESHIDROGENABA.

Catió A) Concentració inhibitoria 50%

(IBM)

N.D B)MgCl2
MnCl2
CaCl2
CuCl2
znci2

10

5

0,40

0,25

A) Els cations en forma de clorurs s'addicionaven a la mes-

cía d'assaig en el moment de mesurar l'activitat enzimá-

tica.

B) El MgCl2 a 50 mM a l'assaig provocava només una inhibi-
ció d'un 30%. No es van provar concentracions superiors.
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FIGURA 20. INHIBICIO DE L'ACTIVITAT LACTALDEHID DESHI-
2 + 2 +

DROGENASA PELS IONS DIVALENTS Zn I Cu

Es representa l'activitat lactaldehid

deshidrogenasa d'una preparacid enzimStica
purificada, obtinguda a l'assajar en pre-

séncia de diferents concentracions de :

ZnCÜ-2 (•) , CUCI2 (o) i NaCl (□) . Aquest
últim servia de control.

L'activitat enzimática s'expressa com a

percentatge respecte a l'activitat original,
determinada en abséncia de qualsevol i<5.
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FIGURA 21. EFECTE PROTECTOR DE L'EDTA SOBRE LA INHIBICIO

DE L'ENZIM LACTALDEHID DESHIDROGENABA PER ZnCl2
i CuCl2*

Una preparació enzimática purificada i lliure
d'EDTA s'incubava a 25°C, per un període de 10
minuts, en presencia de ZnCl2 0,075 mM i CuCl2
0,075. Paral.lelament, es feien incubacions amb

ZnCl2 i CuCl2 a la mateixa concentració esmentada,
per5 en presencia d'EDTA 1 mM. Com a control s'u-
sava NaCl a les mateixes concentracions.

Es representa l'activitat lactaldehid deshi-
drogenasa ( en U/ml) en front del temps d'incuba-
cid a les següents condicions :

-NaCl 0,075 mM (■)

-NaCl 0,075 mM + EDTA 1 mM (□)

-ZnCl2 0,075 mM (•)
-ZnCl2 0,075 mM + EDTA 1 mM (o)
-CuCl2 0,075 mM (A)
-CuCl« 0,075 mM + EDTA 1 mM (A)2
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FIGURA 22. INHIBICIO DE L'ACTIVITAT LACTALDEHID DESHI-

DROGENASA PER p-HIDROXIMERCURIBENZOAT.

Una preparado enzimática purificada i
lliure de 2-mercaptoetanol (lmg/ml) va ésser
assajada en presencia de diferents concentra-
cions de p-hidroximercuribenzoat (pHMB).

Es representa el percentatge d'activitat
enzimática en front les concentracions d'inhi-

bidor addicionat a la mésela d'assaig.



Concentrado de pHMB
(yuM)
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enzimática de la lactaldehid deshidrogenasa.

Una mostra d'enzim purificat fou dialitzada per a eli-

minar el 2-mercaptoetanol present a l'amortidor del procés de

purificació i posteriorment assajada per activitat enzimáti-

ca en presencia de diferents concentracions de p-hidroximer-

curibenzoat (pHMB) ( figura 22 ). L'enzim és inhibit total-

ment per concentracions de l'ordre de 10 jM. El 50% d'inhi-
bició s'assoleix a 1 pM.

L'addició de DTT 1,6 mM a la preparació enzimática in-

hibida totalment peí pHMB 10 pM feia recuperar fins a un 35%
1'activitat enzimática.

Aquest comportament envers un reactiu de grups sulfhi-

dril respon al presentat per la majoria d'aldehid deshidro¬

genases descrites ( veure 1.1 ).

3.3.2.6. REVERSIBILITAT DE LA REACCIÓ.

La reaccid catalitzada per l'enzim lactaldehid deshidro-

genasa d'E.coli s'ha mesurat sempre en el sentit d'oxidacid

de l'aldehid al corresponent ácid. Tots els intents de mesu-

rar la reaccid inversa, és a dir, la reducció de l'ácid al

corresponent aldehid han estat negatius, malgrat haver pro-

vat condicions diferents. Aix£, s'utilitzaren com a substrats

de la reaccid inversa diferents ácids ( lactat, glicolat ) a

concentracions que comprenien des de 10 a 200 mM. També s'em-

praren diferents amortidors de pH que cobrien un rang entre

6,5 i 9,5. El cofactor NADH fou també assajat a diverses con-

centracions. Cap d'aqüestes variants va resultar eficag en la
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determinació de la reversibilitat de la reaccié catalitzada

per la lactaldehid deshidrogenasa purificada.

Aquest és un fet descrit per a les aldehid deshidroge-

nases que pertanyen a la clase I segons Jakoby (83), dins la

qual es pot incloure l'enzim lactaldehid deshidrogenasa ob-

jecte d'aquest treball. En la reacciÓ catalitzada per aquests

enzims, 1'aldehid és transformat quantitativament en Scid.

3.3.2.7. ESPECIFICITAT DE SUBSTRAT.

L'enzim lactaldehid deshidrogenasa d'E.coli purificat a

homogeneitat va ésser assajat en presencia de diversos alde-

hids., per tal d'establir el tipus d'especificitat que presen-

tava.

L'enzim és actiu sobre els «¿.-hidroxialdehids ( L-lac-

taldehid, L-gliceraldehid i glicolaldehid ) i també és capag

d'oxidar -oxoaldehids ( metilglioxal ) . A la figura 23 es

representa 1'estructura deis aldehids substrat esmentats.

L'enzim no presenta activitat sobre acetaldehid, propion

aldehid ni formaldehid, en un marge de concentracions comprés

entre 1 i 20 mM.

Per a determinar 1'activitat relativa de l'enzim sobre

els aldehids ja citats, es va assajar l'activitat enzimática

a diferents concentracions de cadascun deis substrats. Els

resultats es mostren a la figura 24, on es pot veure que ca-

da aldehid presenta una concentració óptima d'assaig diferent.

Aixl, peí L-lactaldehid és de 0,1 mM, peí L-gliceraldehid

de 0,5 mM, peí glicolaldehid de 1 mM i 2 mM peí metilglioxal.
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FIGURA 23. ESTRUCTURA DELS ALDEHIDS SUBSTRATS DE LA

LACTALDEHID DESHIDROGENABA D'E.coli.
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FIGURA 24.- ACTIVITAT RELATIVA DE LA LACTALDEHID DESHIDRO-

GENASA SOBRE DIVERSOS ALDEHIDS.

S'assajá. 1'activó.tat enzimática d'una prepa-

raci6 homogénia sobre els següents aldehids :

L-lactaldehid (•), L-gliceraldehid (■), glicol-
aldehid (o) i metilglioxal (□). S'utilitzaren
diferents concentracions de cadascun.

En ordenades es representa l'activitat en-

zimática, expressada com a percentatge respecte
al valor de l'activitat sobre glicolaldehid 1 mM,

que se l'hi asigna el valor 100.
En abcisses es representa les diferents con-

centracions de cada aldehid assajades.
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S'observa també un efecte d'inhibició per substrat,

molt més marcat en el cas del L-lactaldehid.

Quan l'assaig enzimátic es feia emprant L-lactaldehid

com a substrat, s'evidenciava el fenémen de dimeritzacié des-

crit pels c^-hidroxialdehids (103). Concentracions de L-lac-

taldehid de l'ordre de 0,1-0,05 mM donaven activitats més bai-

xes i no lineáis en comparació amb les determinacions obtin-

gudes a les mateixes concentracions de L-lactaldehid desdi-

meritzat ( veure 2.11.4). Amb agüest substrat adientment trac-

tat es podia realitzar determinacions fiables a concentracions

tant baixes com 0,02 mM.

Per a fer un estudi més complet de 1'efecte de la con-

centració deis diversos aldehids sobre l'enzim lactaldehid

deshidrogenase, es va procedir a determinar els valors de Km

per a aquests substrats. Es va utilitzar el métode de repre-

sentació deis dobles recíprocs segons Lineweaver i Burk (10 5) .

L'activitat de la lactaldehid deshidrogenase es va assajar

en presencia de diferents concentracions de substrat, de ma-

ñera que una d'elles fés molt propera al valor de Km i les

altres -fossin superiors i inferiors

ssajos corresponents a cada determinació es realitzaven per

triplicat i, en tots els cassos les activitats enzimétiques

es mesuraven en intervals en els que la consumicié de subs-

trat fés inferior al 5% de la concentració inicial en la mes-

a aquest valor. Els a-

cía d'assaig.

Els valors de Km, que sén la mitjana de dues determina-

cions diferents, obtinguts peí L-lactaldehid, L-gliceralde-
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hid, glicoaldehid i metilglioxal s'indiquen a la taula 8, con-

juntament amb els coeficients de regressid de les rectes ob-

tingudes al representar els inversos de la velocitat de reac-

cid en front deis inversos de la concentracid de substrat.

Es presenten els valors de Km per a l'enzim lactaldehid

deshidrogenasa purificat a partir de la soca 1 i de la soca 3.

Com es pot veure/ no s'observen diferéncies significatives en

els valors trobats per a tots dos enzims. Peí que fa ais va-

lors del parémetre Vmax, cal esmentar que en determinats cas-

sos s'observen petites diferéncies com a conseqüéncia de la

inestabilitat de l'enzim, dificultant d'aquesta manera la rea-

litzacid d'estudis comaparatius ( taula 8 ).

3.3.2.8. ESPECIFICITAT DE COFACTOR.

L'enzim lactaldehid deshidrogenasa utilitza preferent-

com a coenzim, si bd també és actiu amb NADP

10 vegades inferior

NAD+ . L'activitat depenent de NADP+ és estimilada per K+ .

Aquests resultats van ésser obtinguts préviament en extractes

corroborats posteriorment amb l'enzim

+ +
ment NAD , pe-

ré amb una activitat a la trobada amb

cel.lulars (16) i foren

purificat dins l'émbit del present treball.

Atés que la diferéncia d'activitat enzimética observada

en preséncia d'ambdds cofactors era notable, tots els estudis

com a cofactor. Encara que

el NAD+ usat habitualment era d'un alt grau de puresa ( grau

III ) s'ha descrit que conté una quantitat molt petita d'una

impuresa que sembla ésser un inhibidor competitiu en certs sis-

cinétics es van realitzar amb NAD+
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temes enzimátics (38,177). En vistes a determinar si aquest

inhibidor tenia algún efecte sobre la lactaldehid deshidro-

genasa, es va assajar l'activitat enzimética utilitzant NAD+
grau III i un NAD+
s'havien eliminat les esmentades impureses. Ja que l'activi-

tat lactaldehid deshidrogenasa va ésser la mateixa en ambdés

altament purificat ( grau V ) del qual

casos, tot indicant l'abséncia d'efecte inhibidor, s'utilitzá

el NAD + grau III per a la caracteritzacifi cinética de l'enzim.

Els valors de Km i Vmax es determinaven gráficament se-

gons el métode de Lineweaver i Burk (105). Els assajos corres-

ponents a cada determinació de NAD+ es realitzaven per tri-

plicat i es calculaven emprant dos substrats diferents, el

L-lactaldehid i el glicolaldehid, a les concentracions satu-

rants de 0,1 mM i 1 mM respectivament ( taula 8 ).

Els valors de Km, així com els de Vmax, trobats pels en-

zims produits per la soca tipus salvatge i peí mutant soca 3
-4

de l'ordre de 2,7.10 M amb glicol-van ésser molt similars,

aldehid i de 1,2.10 ^ M amb L-lactaldehid.
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3,4, OBTENCIÓ I UTILITZACIO D' ANTICOSS0S ANTI-LACTALDEHID

DESHIDROGENASA D'E.COLI.

OBTENCIÓ DE LES PREPARACIONS D'ANTICOSSOS ANTI-LACTAL"3.4.1.

DEHID DESHIDROGENASA,

L'obtencid d'anticossos anti-lactaldehid deshidrogenasa

d' E.coli es porté terme per inoculacid a conills, de prepa-

racions d'enzim de la soca 3, purificat a homogeneitat i d'al-

ta activitat específica.

Es seguí la pauta descrita a 2.6.1, la qual va resultar

eficient, rendint preparacions d'anticossos altament especí-

fiques.

L'antisérum obtingut era purificat parcialment per pre-

cipitació amb sulfat amdnic com es descriu a 2.6.2, a fi d'ob-

teñir una preparado lliure d'albúmina sérica.

3.4.2. IMMUNODIFUSIÓ RADIAL.

La preséncia d'anticossos anti-lactaldehid deshidrogenasa

a l'antisérum obtingut es detecté mitjangant técniques de do-

ble difusid, segons el métode d'Ouchterlony ( veure 2.6.3

Com es mostra a la figura 25, la reacció antígen-anticos es

manifesta en forma d'arcs de precipitacid.

La immunodifusid de la figura 25 rotulada com a C corres-

pon a una titulacid de l'antisérum obtingut. El pouet central

contenia 20 pl d'una preparació de lactaldehid deshidrogenasa
purificada ( 0,5 mg/ml ). Els pouets 2,3,4,5 i 6 contenien
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20 pl de dilucions diferents de 1' antisérum obtingut, 1/16,
1/8, 1/4, 1/2 i 1, respectivament. S'observa la formació

d'immunoprecipitat en totes les dilucions assajades.

El pouet 1 contenia 20 pl de sérum d'un conill no immu-
nitzat. En aquest cas, no es detecta la formació d'arcs de

precipitació, excloent, per tant, la possibilitat de reaccions

no especifiques.

La immunodifusió de la figura 25 rotulada com a A corres-

pon a un estudi de la identitat immunológica de l'enzim lac-

taldehid deshidrogenasa de diverses soques d' E.coli i indult

peí creixement en diferents fonts de carbón!. Era necessari

comprovar aquesta identitat immunológica, donat que aqüestes

preparacions d'anticossos serien utilitzades en els estudis

de producció d'enzim lactaldehid deshidrogenasa per diversos

E.coli, aixl com en el estudi deis requeriments demutants d

la inducciÓ enzimática. Aixl, el pouet central contenia 20 pl
de la preparació d'anticossos anti-lactaldehid deshidrogenasa

purificada per precipitació amb sulfat amónic ( 40 mg/ml ).

Els pouets 1,3 i 5 contenien 20 pl de l'enzim purificat ( 0,5
mg/ml ) que havia estat utilitzat com a antlgen en la ino-

culació a conills ( de la soca 3 feta créixer en hidrolitzat

de caseína ). Els pouets 2,4 i 6 contenien, en un volum de 20

pl, 200 pg d'extractes cel.lulars de la soca 1 feta créixer
en ramnosa, de la soca 3 feta créixer en 1,2-propandiol, i de

la soca JA-102 en etilenglicol respectivament. Tots els crei-

xements eren aeróbics. Com es pot veure, l'enzim lactaldehid

deshidrogenasa d'aqüestes soques i en condicions inductores
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FIGURA 25.- IDENTITAT IMMUNOLOGICA DE L'ENZIM LACTALDEHID

DESHIDROGENASA DE DIVERSES SOQUES D'E.COLI.A)Immunodifusió radial contenint en els pouets

1, 3 i 5, 10 pg d'enzim lacatldehid deshidrogena-
sa purificat de la soca 3 ( en 20 pl ).
Els pouets 2,4 i 6^ conteien 200.pg ( en 20 pl )
deis següents extractes cel.lulars : de la
soca 1 feta cróixer aeróbicament en ramnosa (2) ,

de la soca 3 crescuda aeróbicament en propandiol
(4^) , i de la soca JA-102 feta cróixer en etilen-
glicol (6¡) .

El pouet central contenia 20 pl de la fracció
globulines anti-lactaldehid deshidrogenasa.B)Immunodifusió radial contenint 10 pg de lactal-
dehid deshidrogenasa purificada de les següents
soques : de la soca 3 ( pouets 1,3 i 5 ), de la
soca 1 (2) i de la soca JA-102 (£).
El pouet central contenia.20 pl de la fracció glo-
bulines especifiques.C)Immunotitulació de l'antisérum anti-lactalde-

hid deshidrogenasa.
Els pouets del 2 al 6 contenien les següents dilu-
cions de l'antisérum específic, per ordre : 1/16,
1/8, 1/4, 1/2 i sense diluir.
El pouet _1 contenia 20 pl de serum de conill no
immunitzat.

El pouet central contenia 10 pg de lactaldehid
deshidrogenasa homogénia (de la soca 3).
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diferents, presenta una identitat inmuno15gica total, fet qúe

ens va permetre utilitzar aqüestes preparacions d'anticossos

en els estudis fisioldgics i de regulació que presentera en

aquest treball.

La immunodifusió rotulada com a B ( figura 25 ) corres-

pon a l'estudi immunolSgic realitzat amb els enzims lactalde-

hid deshidrogenasa purificats de tres soques diferents, la

soca 1, la soca 3 i la soca JA-102. El pouet central contenia

20 pl de la preparació d'anticSs precipitada amb sulfat amó-
nic ( 40 mg/ml ). Els pouets 1,3 i 5 contenien 10 pg ( en un
volum de 20 pl ) de l'enzim purificat de la soca 3, el qual
havia estat usat com a antígen. El pouet 2 contenia 10 pg de
lactaldehid deshidrogenasa purificada de la soca 1; i el pouet

4 contenia la mateixa quantitat de l'enzim purificat de la soca

JA-102. Tots els enzims havien estat purificats a partir deis

corresponents creixements aerSbics en hidrolitzat de caseína.

L'enzim lactaldehid deshidrogenasa prodult per aqüestes tres

soques, que es troben en diferents estadis d'evolucid experi-

mental, és immunoldgicament idéntic.

3.4.3. IMMUNOELECTROFORESI SEGONS LAURELL,

La immunoelectroforesi segons Laurell ( veure 2.8.5). fou

una altra de les técniques utilitzades per a detectar la reac-

ci<5 antígen-anticSs. Al llarg d'aquest treball, aquesta téc-

nica ha estat molt útil en la detecció, i fins i tot quantifi-

caci6/de l'enzim lactaldehid deshidrogenasa en extractes cel.lu-
lars de soques mutants d'E.coli sotmeses a diferents condicions

de creixement.
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En primer lloc, es va provar quina concentració d'anticós

( fracció precipitada amb sulfat amónic ) era la mes adient en

la preparació de les plaques, amb relació a la quantitat d'an-

tígen que es volia assajar. La relació

concentració d'anticós 0,4% (v/v) d'una preparació quina con-

centració de protexna era de 40 mg/ml. Quant 1'antigen, si a-

quest era enzim purificat, el rang idoni de concentracions e-

ra entre 0,2 i 2 pg. Si com a antígen s'emprava extracte ce-

l.lular, la quantitat aplicada a cada pouet era habitualment

escollida va ésser una

de 50 pg.

A la figura 26-A es pot veure el patró obtingut al rea-

litzar una immunoelectroforesi al 0,4% (v/v) d'anticós, on

en els pouets hi havia mostres de lactaldehid deshidrogenase

homogénia que cobrien un intérval de 0,2 a 2 pg d'enzim, en
un volum total de 10 pl. El procés es desenvolupé tal i com

es descriu a 2.8.5. Es pot observar que els increments en la

quantitat d'antígen sembrat provoquen un augment proporcio-

nal en l'algada deis corresponents ares de precipitació.

A la figura 26-B es representa l'algada deis ares de pre-

cipitació en relació amb la quantitat d'antígen sembrat, per

a una concentració d'anticós del 0,4% (v/v). S'observa una es-

treta relació entre arabdós parámetres.

Aquest tipus de técnica va posar de manifest l'especifi-

citat de les preparacions d'anticossos, ja que en immunoelec-

troforesis portades a terme aplicant diferents quantitats

d'extractes cel.lulars, només apareixia un únic are de pre-

cipitació, proporcional a la quantitat d'extracte aplicat (da-

des no presentades)



179

FIGURA 26. A) IMMUNOELECTROFORESI SEGONS LAURELL DE

QUANTITATS CREIXENTS DE LACTALDEHID

DESHIDROGENASA PURIFICADA.

El gel contenia un 0/4% (v/v) ¿Tuna prepara-

ció de globulines anti-lactaldehid deshidro-

genasa.

La quantitat de lactaldehid deshidrogenasa

homogénia aplicada era :

1) 0,2 pg 2) 0/5 pg 3) 1 jug 4) 2 pg.
El volum aplicat en cada cas era de 10 pl.

B) RELACIO ENTRE LA QUANTITAT DE LACTALDEHID

DESHIDROGENASA I L'ALQADA DELS ARCS D'IM-
MUNOPRECIPITACIÓ.

Representació gráfica de la iimnunoelectrofo-
resi descrita a l'apartat A).
En ordenades s'indica l'algada deis immunopre-
cipitats i en abcisses els pg de lactaldehid
deshidrogenase homogénia, aplicats a cada

pouet.
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Així mateix, es van realitzar immunoelectroforesis em-

prant fraccions de globulines de conills no immunizats, sem-

brant tant extractes cel.lulars amb activitat lactaldehid

deshidrogenasa, com enzim purificat. En cap cas s'observa

l'aparicid d'arcs de precipitacid, descartant-se, per tant,

la possibilitat de reaccions inespeclfiques.

3.4.4. IMMUNOPRECIPITACIÓ DE LA LACTALDEHID DESHIDROGENASA

EN MEDI LIQUID.

Les preparacions d'anticossos anti-lactaldehid deshidro-

genasa obtingudes foren assajades per la seva capacitat de

recondixer i inactivar a 1'enzim present en extractes cel.lu-

lars d'E.coli. La pauta seguida es la detallada a 2.6.4.

Tal com es mostra a la figura 27, la fraccid globulines

anti-lactaldehid deshidrogenasa era capag d1inactivar la lac-

taldehid deshidrogenasa d' E.coli de manera proporcional a la

quantitat d'anticds utilitzada. A partir d'una determinada

quantitat d'anticds, 1'activitat lactaldehid deshidrogenasa

bloquejada era superior al 90% de 1'activitat total present a

1*extracte. Per contra, l'addicid de quantitats equivalents

de serum d'un conill no immunitzat era incapag de provocar

cap davallada de 1'activitat enzimatica. Aixo indicava que la

disminucid d*activitat detectada en el primer cas, no era de-

guda a una inactivacid de 1'enzim al llarg del procés d'incu-

bacid amb l'anticos. Aquest fet era reafirmat amb un control,

al qual s'hi afegia els mateixos volums de solucid salina que

d'anticds a 1'extracte problema, no observant-se inactivacid

durant el temps d'incubacid a 30QC.
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FIGURA 27.- IMMUNOPRECIPITACIÓ EN MEDI LIQUID DE LA LAC-

TALDEHID DESHIDROGENABA.

Es van incubar 50 ¡al d'extracte cel.lular de
la soca 1 crecuda aeróbicament en ramnosa (21mg/ml)
amb quantitats creixents de la fraccid d'anticos-
sos precipitada amb sulfat amSnic (40 mg/ml)(«-•),
o de serum d'animals no immunitzats (o-o), a 302C,
30 minuts.

Després de centrifugar les barrejes, es de-
termina l'activitat lactaldehid deshidrogenasa en

els sobrenadants.

Es representa el percentatge d'activitat lac-
taldehid deshidrogenasa envers el volum de la frac-
ció globulines especifiques (en pl) o de sdrum no
immune , afegit.
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3.5. REGULACIÓ DE LA LACTALDEHID DESHIDROGENASA,

En aquest treball es presenten els resultats obtinguts

en l'análisi deis possibles mecanismes de regulació de l'en-

zim lactaldehid deshidrogenasa realitzats a dos nivells :

1) Regulació transcripcional, és a dir, a nivell de sin-

tesi de l'enzim. En aquest sentit han estat de gran utilitat

les preparacions d'anticossos anti-lactaldehid deshidrogena-

sa, que han servit per a quantificar l'enzim present en els

extractes celj.ulars de diverses soques d'E.coli mitjangant

la técnica d'immunoelectroforesi descrita per Laurell.

2) Regulació post-transcripcional, intentant analitzar

possibles mecanismes de regulació de l'activitat enzimática

que afectessin a l'enzim ja sintetitzat, sense modificar la

seva velocitat de síntesi.

3.5.1. REGULACIÓ TRANSCRIPCIONAL,

3.5.1.1. ESTUDI DE LA INDUCCIO DE L'ACTIVITAT LACTALDEHID

DESHIDROGENASA.

Com ja s'ha descrit a l'apartat 3.1, l'activitat lactal-

dehid deshidrogenasa era indulda en E.coli peí creixement ae-

róbic en ramnosa i fucosa. A fi d'establir en quin moment del

creixement tenia lloc la inducció ( en la fase exponencial ini-

cial o final, o bé era un enzim de fase estacionaria ), es va

fer créixer la soca 1 en ramnosa aeróbicament. A diferents

temps es mesurava la densitat óptica del cultiu-a 420 nm,
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la qual cosa ens permetia representar gráficament com progre-

sava el creixement bacteriá i calcular el temps de duplica-

ció de la soca 1 en aqüestes condicions. Paral.lelament, i en

diferents estadis del creixement, aliquotes del cultiu eren

centrifugades i processades per a l'obtenció deis extractes

cel.lulars, on s'assajava l'activitat lactaldehid deshidroge-

nasa .

A la figura 28 es representa el perfil de creixement de

la soca 1 en un medi aerobic en ramnosa conjuntament amb els

nivells d'activitat enzimática lactaldehid deshidrogenase al

llarg del mateix. Com es pot veure, la inducció de la lactal-

dehid deshidrogenase te lloc en plena fase exponencial.

3.5.1.2. REQUERIMENTS DE LA INDUCCIO.

A l'apartat 3.1, on es presentava l'activitat lactalde-

hid deshidrogenasa en els extractes cel.lulars d'E.coli, es

citava ja, quines eren les fonts de carboni que comportaven

un increment en els nivells d'aquesta activitat enzimática

quan eren metabolitzades per diverses soques d'E.coli.

Calia esbrinar si aquesta inducció enzim&tica observada

en determinades condicions de creixement era deguda a un in-

crement en la síntesi de l'enzim. Com a resposta a 1'inductor,

la transcripció del gen de la lactaldehid deshidrogenase es-

taria augmentada (178) .

Per tant, en els extractes cel.lulars de la soca 1 feta

cróixer en diferents medis i disponibilitat d'oxigen, s'assajá
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FIGURA 28. ESTUDI DE LA INDUCCIÓ DE L’ACTIVITAT LACTALDEHID

DESHIDROGENABA AL LLARG DEL CREIXEMENT AEROBIO

EN RAMNOSA DE LA SOCA 1.

En ordenades es representa 1'absorbencia del
cultiu, mesurada a 420 nm, al llarg del temps (•),
així com l'activitat enzimática (o) mesurada en

els extractes cel.lulars obtinguts en diferents
moments del creixement ( a les absorbáncies de 0,35;

0,62; 0,75; 1; 1,5; 2; 3 i 4).
En abcisses es representa el temps ( en hores)

del cultiu.
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l'activitat lactaldehid deshidrogenasa, quins valors es pre¬

senten a la taula 3. Paral.lelament, es quantificá, per im-

munoelectroforesi, la producció de l'enzim responsable d'a-

questa activitat.

A la figura 29 es mostren les immunoelectroforesis rea-

litzades amb 50 pg d'extractes cel.lulars de la soca 1 feta
créixer aerobicament en glucosa, glicerol, succinat, hidro-

litzat de caseína, ramnosa i fucosa. Com es pot veure, els

medis inductors ( veure 3.1 ) comporten un increment en la

síntesi de l'enzim lactaldehid deshidrogenasa, respecte deis

medis basals. Aix5 succeix en condicions aerñbiques, mentre

que en anaerSbiosi no es detecta síntesi enzimAtica en cap

deis medis de cultiu provats ( figura 29-B ).

Es va calcular la relacifi entre l'activitat específica

i 1'alagada de l'arc d'immunopreaipitacid en els extractes

crus corresponents a cadascuna de les condicions de cultiu

esmentades. Els valors d'activitat específica són els que

es presenten a la taula 3 i l'algada de 1'immunoprecipitat

s'obtingué a partir del gel d'agarosa que es mostra a la fi-

gura 29. Els valors d'aquesta relació es donen a la taula 9,

on s'observa que aquesta es mantenia constant, entre 11 i 12,

en totes les condicions analitzades, tot indicant que l'in-

crement d'activitat enzimática observat en els medis inductors

era degut exclussivament a una síntesi enzimAtica accelarada

(178). Així mateix, la quasi abséncia d'activitat lactaldehid

deshidrogenasa observada en els extractes cel.lulars deis creí

xements anaeróbics en hidrolitzat de caseína, ramnosa i fucosa
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FIGURA 29. QUANTIFICACIO IMMUNOLOGICA DE LA LACTALDEHID
DESHIDROGENABA PRODUIDA PER LA SOCA 1 EN DI-

FERENTS MEDIS I CONDICIONS DE CREIXEMENT.

A) IMMUNOELECTROFORESI CORRESPONENT A DIFERENTS
CULTIUS AEROBIOS DE LA SOCA 1 :

1) Glucosa, 2) Glicerol, 3) Succinat, 4) Hi-
drólitzat de caseína, 5) ramnosa i 6) fucosa.

B) IMMUNOELECTROFORESI CORRESPONENT A DIFERENTS
CULTIUS AEROBICS/ANAEROBICS DE LA SOCA 1 :

1) Ramnosa -O2, 2) Ramnosa +O2, 3) fucosa
4) Fucosa +O2/ 5) Hidrolitzat de caseína
i 6) Hidrolitzat de caseína +O2•

La fraccid globulines anti-lactaldehid deshidroge-
nasa s'afegia a la placa d'agarosa al 0,4%.
En cada pouet es sembrava 50 jug d'extracte ce-
l.lular.

-O
2

-O
2



187

BA

I

f

'

4 5 61

TAULA 9.

a)
VRFONT DE CARBONI (CULTIU AEROBIO RELACIO

8,0Glucosa

Glicerol 11,1

11,0

11,0

12,0

12,2

Succinat

Hidrolitzat de caseína

Raimos a

Fucosa

Glicerol + :

. Glutamat

. Glutamina

11,9

12,1

a) RelaciÓ entre 1'activitat específica (mU/mg) i l'algada
de l'arc d'immunoprecipitació ("rocket") (mm).
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es corresponia amb una manca de síntesi enzimática detectada

ixnmunologicament.

Cal remarcar, que la inducciÓ de l'activitat lactaldehid

deshidrogenase produlda per la. utilitzacio.del-glutamat en la

soca 1 és deguda, també, a un increment en la síntesi enzimá-

tica, mantenint-se la relació entre l'activitat específica i

l'algada de l'arc d'immunoprecipitació dins el marge ja es-

mentat.

Aquest estudi referent al glutamat ha estat possible,

mercés a la identitat de l'enzim indult peí metabolisme d'a-

quest aminoácid amb la lactaldehid deshidrogenase. Les evi-

déncies genétiques sobre aquesta identitat es presentaran a

l'apartat 3.7 i les immunológiques, si bé sén indirectes es

poden considerar valides. Així, els anticossos anti-lactal-

dehid deshidrogenasa han estat obtinguts en front de l'enzim

purificat de la soca 3 cultivada aer&bicament en hidrolitzat

de caseína ( quina inducció és deguda al glutamat ) i en pía-

ques d'ouchterlony, els enzims presents en els extractes

cel.lulars corresponents a diversos creixements ( ramnosa,

propandiol i etilenglicol ) (figura 25 ) donen una única ban-

da d'immunoprecipitacié amb identitat immunolSgica total en

tots els casos.

En relacié a la soca 3, cal citar que la inducció de 1

activitat enzimática observada en determináis medis ( veure

3.1 ) respon al mateix mecanisme d'increment de síntesi de



189

l'enzim lactaldehid deshidrogenasa descrit per a la soca lf

si bé no es presenten les figures corresponents donat el

caire repetitiu d'aquests resultáis respecte els de la soca 1.

3.5.1.3. REPRESSIÓ CATABOLICA PER GLUCOSA I EFECTE DEL GLICE-

ROL SOBRE LA INDUCCIÓ;

Els nivells d'activitat lactaldehid deshidrogenasa en els

creixements aerébics en glucosa eren més baixos que els pre-

sentats en medis no inductors com són glicerol i succinat.

Aquest fet quedava també deihostrat per la menor producció

enzimética, quantificada immunolégicament en els extractes

cel.lulars obtinguts a partir de cultius en glucosa ( tau-

la 3 i figura 29 ).

Cal esmentar ací, que la relació entre l'activitat es-

pecífica i l'algada de l'arc d'immunoprecipitacié en els

extractes cel.lulars de la soca 1 feta créixer aerébicament

en glucosa era lleugerament inferior a la descrita pels

creixements en altres fonts de carboni ( taula 9 ), molt

probablement perqué la quantificació immunologica no seria

del tot lineal en algades d'arcs de precipitació tant baixes.

Aquests resultats responen al model de repressié cata-

bélica a la que están sotmesos molts enzims indulbles de

microorganismes (178) , quan aquests creixen en substrats tant

simples com la glucosa.

Un altre efecte d'interés en aquest sentit, era l'obser-

vat amb el glicerol. La preséncia conjunta de glicerol i una



190

font de carboni inductora de 11activitat lactaldehid deshi-

drogenasa en el medi de cultiu, resultava en una abséncia ab¬

soluta d'induccié enzimática.

Així, quan la soca 1 es feia créixer aerSbicament en un

medi format per glicerol i la barreja deis 20 aminoácids, i

s'assajava 1'activitat lactaldehid deshidrogenasa a l'extrc-

tre cru, els nivells d'activitat enzimdtica detectats eren

de l'ordre deis obtinguts en els creixements en glicerol. No

s'observava la inducció produlda pels aminoácids,descrita a

l'apartat 3.1.

A fi d'estudiar l'efecte del glicerol sobre la induccié

de 1'activitat lactaldehid deshidrogenasa, es va fer créixer

la soca 1 aerdbicament en hidrolitzat de caseína fins a una

absorbencia de 1 mesurada a 420 nm. En aquest punt, una a-

líquote del cultiu va ésser processada per a l'obtenció de

l'extracte cel.lular. Paral.lelament, en un deis matrassos

s'addiciona glicerol 20 mM i es deixé créixer a 37sc fins a

una absorbencia de 5, a l'hora que un altre matres control

era tractat en les mateixes condicions, per5 sense glicerol.

En els extractes cel.lulars obtinguts s'assaje 1'activitat

lactaldehid deshidrogenasa, així com la produccié d'enzim per

immunoelectroforesi. Els resultats mostraven que l'addicié

de glicerol al cultiu de la soca 1 en hidrolitzat de caseína

aturava la inducció provocada per aquesta font de carboni, de-

tectant-se nivells d'activitat enzimetica, aixl com d'enzim

produit, més baixos per l'efecte de dilucié sufert com a con-

seqüéncia del creixement de la biomassa del cultiu ( taula 10 ).
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INTENTS DE CARACTERITZACIÓ DE L'INDUCTOR.3.5.1.4.

Com ja s'ha esmentat anteriormente la lactaldehid deshi-

drogenasa d'E.coli és un enzim semi-constitutiu que presenta

nivells basals d'activitat en els creixements aeróbics en gli-

cerol o succinat. Quan la soca 1 créix aeróbicament en ranino-

sa o fucosa s'observa un increment en els nivells d'activitat

i síntesi de 1'enzim lactaldehid deshidrogenasa d'unes tres

vegades. Ambdós sucres són metabolitzats per vies paral.leles

que convergeixen en la formació de L-lactaldehid, el qual,ae-

róbicament és oxidat a lactat per la lactaldehid deshidroge-

nasa. Així mateix, quan la soca 3 creix en 1,2-propandiol ,

també s'observa un increment en els nivells enzimútics. Durant

el metabolisme d'aquest glicol, en la soca 3 es forma L-lac-

taldehid que és transformat per la mateixa lactaldehid des-

hidrogenasa que en la soca 1.

Hacking i Lin van suggerir la possibilitat de que l'in-

ductor de la lactaldehid deshidrogenasa fós el propi L-lactal-

dehid (69). Quan aquests autors formularen aquesta hipótesi,

la lactaldehid deshidrogenasa era considerada un enzim espe-

cífic peí metabolisme del L-lactladehid. En el present treball

s'aporten dades referents a la inducció de 1'enzim durant el

metabolisme del glutamat en E.coli, així com la seva partid-

pació en el metabolisme de l'etilenglicol en mutants capagos

d'utilitzar aquest glicol com a única font de carboni i ener-

gia ( veure 3.6 ). En aquest últim cas, 1'enzim catalitza l'o-

xidació del glicolaldehid format. A més 1'enzim purificat

presenta activitat sobre gliceraldehid, glicolaldehid i metil-

glioxal.
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Totes aqüestes dades ens van portar a pensar que 1'inductor

que incrementarla la transcripcié del gen de la lactaldehid

deshidrogenasa podria ésser qualsevol deis aldehids esmentats.

Per tant, un deis primers intents de caracteritzacié de l'in-

ductor estaven fonamentats en l'addicid d'un aldehid ( glicol-

aldehid, metilglioxal ) a un cultiu aerSbic de la soca 1 en

plena fase exponencial i a diferents temps, que abarcaven des

de 30 minuts a 2 hores, es recollien les cél.lules per cen-

trifugacid per a l'obtencid deis extractes crus. Els nivells

d'activitat lactaldehid deshidrogenasa no incrementaven res-

pecte a un control, després de l'addicid de tots dos aldehids.

A la vista deis resultats, que eren negatius, es prová dife-

rents concentracions de glicolaldehid i de metilglioxal ( 10

i 30 mM ) que s'addicionaven al cultiu en les mateixes condi-

cions ja descrites. Tampoc es detectá cap increment en els

nivells d'activitat enzimática.

L'experiment no es va fer amb L-lactaldehid, ja que es

requeria una gran quantitat d'aldehid i no es disposava de la

necessilria en aquest cas.

L'abséncia d'induccid pot ésser deguda a que els aldehids

provats no fossin els inductors propis de l'expressid génica.

cal remarcar que 1'elevada toxicitat deis aldehids (83,

34) podria interferir en 1'entrada deis mateixos dins la cel.lu

la o provocar la seva rápida transformacié en altres produc-

tes. Aleshores, aquest métode d'estudi de 1'inductor no seria

el corréete.

Si bé
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3.5.1.4.1. Possible paper del L-lactaldehid com. a inductor

de la lactaldehid deshidrogenasa.

L'addició de 1'inductor a un cultiu creixent en un medi

basal i la posterior determinació de l'efecte provocat en la

producció de l'enzim indulble , és un métode proposat per a

l'estudi deis possibles inductors (178) . Donat que l'addició

d'aldehids al medi de cultiu no va resultar com esperavem, es

va intentar estudiar indirectament el paper del L-lactaldehid

com a inductor de l'expressió génica de la lactaldehid deshi-

drogenasa.

Amb aquest objectiu, s'utilitzá la soca ET6016, que peí

que interessa en aquest treball, presenta una mutació en el

gen de la ramnulosa-l-fosfat aldolasa, de manera que aquest

mutant d'E.coli és incapag de créixer en ramnosa com a única

font de carboni i energia. Endemés, está descrit que els mu-

tants de 1'aldolasa quan es fan créixer en un altre font de

carboni en presencia de ramnosa s'intoxiquen per l'acumulacié

de ramnulosa-l-fosfat, no detectant-se per tant creixement

(125). Com a conseqüéncia d'aquesta mutació no es forma L-

lactaldehid, ni fosfat de dihidroxiacetona a partir de ram-

nosa en la soca ET6016, peró si que es produeixen tots els

intermediaris anteriors.

Per a anlitzar el paper del L-lactaldehid en la inducciÓ

de la lactaldehid deshidrogenasa, es volia comparar la induc-

ció d'aquest enzimen dues soques diferents, la soca tipus sal-

vatge ( soca 1 ) i la soca mutant ET6016, després de l'addi-

ció de ramnosa 10 mM a cultius aerdbics en glicerol'en fase
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estacionaria d'ambdues soques. Aix£, es van fer créixer la

soca 1 i la soca ET6016 aeróbicament en glicerol. Quan els

cultius havien arribat a una densitat óptica de 3, s'afegia,

en tots dos cassos, ramnosa 10 mM. La incubació aeróbica a

37QC continuava i a diferents temps ( des de 30 minuts fins a

8 hores, fins i tot 24 hores ), allquotes de tots dos cultius

eren centrifugades i processades per a l'obtenció deis ex¬

tractes cel.lulars, on s'assajava l'activitat lactaldehid

deshidrogenasa.

A la figura 30 es representen els nivells d'activitat

enzimática assajats en els extractes cel.lulars de la soca 1

(o ) i de la soca ET6016 ( • ) en font del temps després de

l'addició de ramnosa al medi de cultiu. S'observa que en la

soca 1, la ramnosa indueix l'activitat enzimática des de ni-

vells basals en glicerol fins els obtinguts normalment en un

cultiu aeróbic en ramnosa ( 320 mü/mg ). Tanmateix, l'addició

d'aquest sucre al cultiu de la soca ET6016 no provocava cap

tipus d'inducciÓ enzimática, ni tant sois a les 24 hores des-

prés.

S'havia comprovat préviament que la ramnosa entrava dins

les cel.lules mutants i era métabolitzada fins a ramnulosa-1-

fosfat per la intoxicació observada en plaques de medi mine-

ral basal que contenien com a font de carboni glicerol 20 mM

i ramnosa 10 mM. Per tant, la manca d'inducciÓ en aquesta so-

ca, era probablement deguda a que no s'havia prodult l'induc-

tor de l'expressió del gen de la lactaldehid deshidrogenase.

Aquest resultat donava suport a la hipótesi que el lac-

taldehid fós 1'inductor de l'enzim lactaldehid deshidrogenasa,
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FIGURA 30. INDUCCIÓ DE LA LACTALDEHID DESHIDROGENASA PER

L'ADDICIO DE RAMNOSA A CULTIUS,EN FASE ESTA-

CIONARIA, DE LA SOCA 1 I DE LA SOCA ET 6016.

Es representa l'activitat lactaldehid

deshidrogenasa ( en mU/mg ) envers el temps

després de 1'addiciÓ de ramnosa a cultius de
la soca 1 (o) i de la soca ET 6016 (•) en gli-
cerol, fets créixer fins a una absorbáncia de

3-3,5, mesurada a 420 nm.



Temps (hores)
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car la soca 1 i la soca ET6016 comparteixen tots els interme-

diaris del metabolisme de la ramnosa, llevat del L-lactalde-

hid i el fosfat de dihidroxiacetona. El metabolisme d'aquest

últim compost és alié totalment a l'enzim lactaldehid deshi-/

drogenasa i per tant és poc probable que sigui 1'inductor

d'aques t enzim.

3.5.1.4.2. Efecte de 1'anaerébiosi en la inducció de l'acti-

vitat lactaldehid deshidrogenase.

Quan la soca 1 creix anaerébicament en ramnosa, fucosa

o hidrolitzat de caseína, els nivells d'activitat lactaldehid

deshidrogenase en els extractes cel.lulars obtinguts a par-

tir d'aquests cultius són précticament nuls. L'enzim no és

sintetitzat en condicions anaerébiques, fins i tot en pre-

séncia de fonts de carboni inductores en condicions aeróbi-

ques.

Donat que el L-lactaldehid és un intermediari present

en el metabolisme anaerdbic d'aquests dos sucres i que pro-

bablement és 1'inductor de l'enzim lactaldehid deshidrogena-

sa en condicions aeróbiques ( veure 3.5.1.4.1 ), ens varem

plantejar quin paper jugava 1'anaerobiési en la inducció de

la lactaldehid deshidrogenase.

Per a abordar aquesta qüestió, es va utilitzar un mutant

d'inserció de Tn5, derivat de la soca 3, incapag de créixer

en 1,2-propandiol com a única font de carboni i energia, ano-

menat JA-105. L'obtenciÓ d'aquest mutant es va fer seguint

la pauta detallada a l'apartat 2.2.3.
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L'anélisi de les activitats enzimétiques implicades en

el metabolisme del L-l,2-propandiol mostré l'abséncia d'ac-

tivitat propandiol éxido-reductasa en els extractes cel.lu-

lars d*aquesta soca feta créixer en hidrolitzat de caseína,

si bé els nivells d'activitat lactaldehid deshidrogenase eren

normáis.

Donat que aquest mutant era deficient en l'enzim propan-

diol Sxido-reductasa va ésser utilitzat en l'estudi de l'efec-

te inductor del L-lactaldehid en anaerébiosi. Aquest mutant

era incapag de créixer anaerébicament en ramnosa per l'acumu-

lació de lactaldehid. Es pretenia determinar si aquest aldehid

acumulat dins la cél.lula era capag d'afavorir la transcrip-

cié del gen de la lactaldehiddeshidrogenasa,responsable de l'o-

xidació del esmentat aldehid, actuant així com un mecanisme

de desintoxicacié.

Amb aquest objectiu, es va fer créixer la soca JA-105

anaerébicament en hidrolitzat de caseína ( suplementat amb pi-

ruvat 1 mM ) en presencia de kanamicina 50 pg/ml ( per a evi-
tar l'escisió del Tn5 del seu lloc d'inserció ) en quatre am-

polles de medi de cultiu de 580 mi cadascuna, fins al final

de la fase exponencial de creixement. Les cél.lules foren re-

collides per centrifugacié i rentades amb medi mineral

en condicions estérils. A continuació, una alíquota d'aqüestes

cél.lules serví per a obteñir 1'extracte cel.lular control.

Amb la resta de les cél.lules, s'inocularen 3 ampolles que con-

tenien medi mineral basal, ramnosa 20 mM i kanamicina 50 jug/ml.
S'incubaren a 37QC durant 4, 8 i 24 hores respectivament, en

condicions anaerdbiques. En els extractes cel.lulars s'assajé

( SM )
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l'activitat lactaldehid deshidrogenasa. Els resultats es re-

presenten a la figura 31, on es pot veure que el' lactaldehid

acumulat dins les cél.lules en anaerSbiosi incrementa en qua-

tre vegades el nivell basal d'activitat ( corresponent al crei-

xement anaerñbic en hidrolitzat de caseína ). Si bé cal remar¬

car que els nivells assolits están encara un ordre de magni-

tud per sota els nivells aeróbics i són aproximadament equi-

valents ais valors d'activitat lactaldehid deshidrogenasa de-

tectats en els creixements anaerdbics en ramnosa de la soca 1.

Peí que sembla, el L-lactaldehid, per si sol, no és su-

ficient per a provocar la inducció de la lactaldehid deshidro-

genasa. La presencia d'oxigen hi juga també un paper important.

3.5.1.5. ANALISI DE MUTANTS EN EL CONTROL DE L'EXPRESSIÓ DE

LA LACTALDEHID DESHIDROGENASA.

Per a ampliar l'estudi sobre els mecanismes de regulacié

de l'enzim lactaldehid deshidrogenasa, s'analitzaren mutants

d'E.coli deficients en l'activitat d'aquest enzim ( la soca

40 i la soca termosensible JA-104 ) així com d'altres que pre-

sentaven una síntesi incrementada d'enzim , la qual cosa els

permetia adquirir noves capacitats metabSliques ( la soca JA-

102 ) .

3.5.1.5.1. Descripcié de la soca 40.

La soca 40 fou obtinguda per Sridhara i Wu (150) per mu-

tagénesi de la soca 3 amb N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina,

i seleccionada per la seva incapacitat de créixer en 1,2-pro-
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INDUCCIÓ DE LA LACTALDEHID DESHIDROGENASA EN

LA SOCA JA-105 DURANT EL METABOLISME ANAEROBIO

DE RAMNOSA.

FIGURA 31.

Cél.lules de la soca JA-105 crescudes anae-

robicament en hidrolitzat de caseína van ésser

transferides a un medi anaerdbic en ramnosa. A

diferents temps, allquotes del cultiu eren re-

collides per centrifugació i processades per

tal d'obtenir ela corresponents extractes cel.lu-
lars.

Es respresenta l'activitat lactaldehid
deshidrogenasa (expressada com a mU/mg) assa-

jada en els ementats extractes envers el temps
(en hores) del cultiu en preséncia de ramnosa.



Temps (hores)
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pandiol. Aquests autors descrivien nivells normals.de l'enzim

propandiol óxido-reductasa, peró tantmateix, en els extractes

cel.lulars d'aquesta soca, l'activitat lactaldehid deshidroge-

nasa era nula. Els autors utilitzaren aquesta soca per a demos-

trar la participació de l'enzim lactaldehid deshidrogenase en

el metabolisme del 1,2-propandiol en mutants d'E.coli. Malgrat

tot, no caracteritzaren el tipus de mutació d'aquesta soca.

L'estudi de la .soca 40 realitzat dins l'ámbit del present

treball abarcava els següents aspectes : 1) creixement aeróbic

en ramnosa per. a determinar el rendiment de la biomassa del

cultiu i temps de generació en aquest medi; 2) determinació

deis nivells d'activitat enzimática i quantificació immunoló-

gica de l'enzim sintetitzat en diverses condicions; i 3) ex-

creció de 1,2-propandiol al medi durant el creixement aeróbic

de la soca 40 en ramnosa.

1) Malgrat l'abséncia d'activitat lactaldehid deshidroge-

nasa, la soca 40 era capag de créixer aeróbicament en ramnosa.

El seguiment de la biomassa del cultiu en aquesta font de car-

boni, per mesura de 1'absorbáncia a 420 mm, va permetre deter-

minar un temps de generació de 250 minuts a 37QC, aix£ com un

rendiment que era la meitat del que oferia la soca progenitora,

la soca 3, en les mateixes condicions de creixement. Aix£, quan

la soca 3 creixia en ramnosa, el temps de generació era de 90

minuts i el rendiment final del cultiu es corresponia amb una

absorbáncia de 4, mesurada a 420 nm, mentre que la soca 40, no-

mes arribava a una absorbáncia de 2.

Aquest valor és indicatiu de que la soca 40 només aprofita

la meitat deis átoms de carboni de la molécula original, la
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ramnosa. El L-lactaldehid no és metabolitzat per la manca d'ac-

tivitat lactaldehid deshidrogenasa i el cultiu creix, només, a

expenses del fosfat de dihidroxiacetona.

2) La mesura deis nivells d'activitat lactaldehid deshidro-

genasa en els extractes cel.lulars de la soca 40 feta créixer

aerdbicament en ramnosa i hidrolitzat de caseína comfirmS. l'ab-

séncia d'activitat descrita per Sridhara i Wu (150) (taula 3).

Paral.lelament, es realitzaren les immunoelectroforesis d'aquets

extractes crus, tot comparant-les amb les deis extractes cel.lu-

lars de la soca 3 feta créixer en les mateixes condicions. ( fi¬

gura 32 ). Els resultats mostraven que la soca 40 no sintetit-

zava enzim lactaldehid deshidrogenasa, la qual cosa indicava

que la mutacié que afectava.a aquesta soca no s'havia prodult

en el gen estructural, si no més bé en el gen regulador, o en la

zona promotora del gen que codifica per a aquest enzim.

3) La soca 40 presenta nivells constitutius de propandiol

Sxido-reductasa, car és un derivat de la soca 3. Aquest fet, feu

pensar que el L-lactaldehid format peí creixement aerfibic de la

soca 40 en ramnosa, i no metabolitzat per la manca d'enzim lac-

ladehid deshidrogenasa^podria ésser transformat en 1,2-propan-
diol per l'acció de la propandiol dxido-reductasa i excretat al

medi, de manera semblant al que succeix en la fermentació anae-

rSbica de ramnosa en la soca 1.

Efectivament, es mesura, el propandiol present en el medi

de cultiu després del creixement aeróbic de la soca 40 en ram-

rendiment final. S'utilitzá el métode descritnosa 10 mM fins a

per Jones i Riddick (85) i s'obtingué un valor de propandiol

excretat al medi de 10 mM. Aquesta determinació va ésser feta
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FIGURA 32. IMMUNOELCTROFORESI DELS EXTRACTES CEL;LULARS

DE LES SOQUES 3 i 40 FETES CREIXER EN MEDIS

INDUCTORS.

La placa d'agarosa contenia la fracciÓ y-
globulines anti-lactaldehid deshidrogenasa al
0,4% (v/v).

Ais pouets s'aplicaven 50 jug d'extractes
cel.lulars de creixements aerSbics de :

1) soca 3 en hidrolitzat de caseína

2) soca 40 en hidrolitzat de caseína

3) soca 3 en ramnosa

4) soca 40 en ramnosa



 



204

en col.laboració amb Nuria Obradors.

Aquest resultat indicaría que la propandiol óxido-reduc-

tasa actuaria com un mecanisme de desintoxicació cel.lular,

per tal d'eliminar un metabólit tóxic.

3.5.1.5.2. Mutant termosensible de lactaldehid deshidrogenasa:

la soca JA-104.

En el contexte d'aquest treball, es va creure d'interés

el disposar d'un mutant termosensible de lactaldehid deshidro-

genasa. Donat que la selecció de mutants deficients en aquest

enzim, obtinguts a partir de la soca 1, presentava dificultats

car la pérdua d'activitat lactaldehid deshidrogenase no com-

portava canvis en el fenotip original, el mutant termosensi-

ble s'obtingué a partir de la soca 3, seleccionant un fenotip

termosensible per a la utilització del L-l,2-propandiol.

- Obtenció de la soca JA-104 :

Per a 1'obtenció del mutant termosensible ja esmentat, es

partí de la soca 3, seguint una estratégia que ens permetés, al

final, una selecció positiva del mutant desitjat. Es tractava

de transformar a la soca 3 en un mutant ppc ( fosfoenolpiruvat

carboxilasa negatiu ). Els mutants ppc s1 intoxiquen i per tant

no creixen en fonts de cárboni que es metabolitzen a través de

piruvat, amenys que es suplementin amb intermediaris del cicle

de Krebs.

El procés d'obtenció del mutant termosensible per a la

utilització del 1,2-propandiol constava deis següents passos :
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1) Transducció de la mutació ppc (94) sobre el genotip

de la soca 3 : Es va infectar a la soca 3 amb bacteriofag P1

crescut sobre la soca CBK-230 ( argH: :Tn5 ). Els. transductants

foren seleccionats per la resistencia a la kanamicina, i es

comprové quins d'aquests transductants presentaven, a la ve-

gada, auxotrofia per a l'arginina ( el gen argH és molt pro-

per al gen ppc ). Un d'aquests transductants arg va ésser

transformat en ppc per infecció amb bacteriofag P1 crescut

sobre la soca K-2.2 ( ppc ). Es seleccionaren els transduc-

tants que havien perdut 1'auxotrofia per a l'arginina per

creixement en plaques de succinat. Entre els transductants

arginina positius , l'adquisició de la mutació ppc s'analit-

zé per creixement en plaques de propandiol -+■ aspartat i la

incapacitat de fer-ho en plaques de propandiol sól (94). Es

seleccioné un ció, la soca JA-103.

2) Aillament de mutants temperatura sensibles per a la

utilització de 1,2-propandiol a partir del ció JA-103, per

g
plaqueix de 10 cél.lules en plaques de propandiol + acetat,

a 42QC . En aqüestes condicions, només els mutants propandiol

negatius podien créixer mercés a 1'acetat. Els propandiol po-

sitius s'intoxicaven al metabolitzar aquest glicol. Es selec-

cioná un ció, la soca JA-104, degut al seu millor creixement

en propandiol a 30SC.

Caracterització del mutant JA-104.

L'analisi de les activitats enzimatiques implicades en

el metabolisme aeróbic del L-l,2-propandiol en els extractes
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cel.lulars de la soca JA-104 feta créixer en hidrolitzat de

caseína a 30SC i 42QC mostrava nivells normáis d'activitat

propandiol Sxido-reductasa en els creixements realitzats a les

dues tempera-tures, inentre que l'activitat lactaldehid deshidro-

genasa era nula en els cultius incubats a la temperatura res-

trictiva i normal en les efectuats a la temperatura permisiva

Aqüestes dades indicaven que la mutaci<5 termo-

sensible havia afectat a l'enzim lactaldehid deshidrogenasa.

A la mateixa conclusió s'arribava a partir del rendiment

final de cultius aerSbics de-la soca JA-104 en ramnosa a les

( taula 15 ).

dues temperatures. Així, a 30°C el rendiment final era idéntic

l'aconseguit per la soca 3 en les mateixes condicions, Pera

contra, a 42QC el rendiment final era només la meitat, tot in-

dicant que la ramnosa no era metabolitzada totalment, al igual

que succeix en la soca 40 quan creix aerSbicamnent en ramnosa.

Cal esmentar que degut al carácter ppc

creixements en presencia de ramnosa eren addicionats de gluta-

mat o aspartat 5 mM.

de la soca JA-104, els

El proper pas en la caracteritzaciÓ de la mutació que s'ha-

via prodult en la soca JA-104 fou el comparar l'estabilitat tér-

mica de l'enzim lactaldehid deshidrogenasa present en els ex-

tractes cel.lulars de les soques 3 i JA-104 cultivades aerdbi-

cament en hidrolitzat de caseína a 30QC. Amb aquest fi, ambdds

extractes van ésser ajustats a una concentració de protelna de

1 mg/ml i posteriorment incubats en paral.leí a 50°C a dife-

rents temps (0, 2, 4 i 7 minuts). Passats els temps indicats,

s'hi assajava l'activitat lactaldehid deshidrogenasa.
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A la figura 33 es representa el percentatge de l'activi-

tat lactaldehid deshidrogenasa remanent en els extractes

cel.lulars de la soca 3 (o) i de la soca JA-104 ( •) envers

el tepms d'incubació a 502C. En el perfil d'inactivació obtin-

gut no s'observen diferencies de comportament en quant a l'es-

tabilitat térmica deis enzims sintetitzats per totes dues so-

ques. Aquest resultat era sorprenent, ja que s'esperava obser-

var una inestabilitat molt mes marcada en el cas de l'enzim

produít per la soca termosensible, la qual seria la responsa-

ble de la manca d'activitat enzimética a 422C. Aquest resul-

tat no concordava amb el tipus de mutació termosensible d'un

gen estructural. Es planteja, aleshores, la possibilitat de

que f<5s el gen regulador el afectat per aquest tipus de muta-

ció.

Per a provar aquesta hipótesi, es va realitzar la immuno-

electroforesi deis extractes cel.lulars de les soques 3 i JA-

104 fetes créixer aeróbicament en hidrolitzat de caseína a 302C

i 422C. S'observa a la figura 34 que la soca termosensible no

sintetitza enzim lactaldehid deshidrogenasa a la temperatura

restrictiva, mentre que la producciÓ enzimética del creixement

a 302C es comparable a la de la soca 3 a ambdues temperatures.

Aquesta manca de síntesi enzimética a 422C, conjuntament

amb el resultat obtingut de la inactivació térmica de l'enzim

produít per la soca JA-104, indicarien que la mutacio' termosen-

sible hauria afectat, molt próbablément al gen regulador.
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FIGURA 33. INACTIVACIO TERMICA DE L'ENZIM LACTALDEHID

DESHIDROGENASA DE LES SOQUES 3 i JA-104.

Extractes cel.lulars de les soques 3 i
JA-104, fetes créixer en hidrolitzat de casei-
na a 302C, ajustats a una concentració de pro-

teína de lmg/ml, foren incubats a 502C a dife-
rents intervals de temps (0, 2, 4 i 7 minuts).

L'activitat enzimática s'expressa en % res-

pecte l'activitat inicial :

- Soca 3 (o)
- Soca JA-104 (•)
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FIGURA 34. IMMUNOELECTROFORESI DELS EXTRACTES CEL.LULARS

DE LES SOQUES 3 I JA-104.

El gel contenia 0,4% (v/v) de la fraccid

globulines anti-lactaldehid deshidrogenasa.
En cada pouet s'aplicA 50 jag d'extracte

cel.lular deis cultius aerdbics en hidrolitzat

de caseína de :

1) soca JA-104 a 302C

2) soca 3 a 30°C

3) soca JA-104 a 42°C

4) soca 3 a 42°C.
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- Localització de la mutació termosensible.

Donat que en E.coli, el fenotip Prd ( utilització de pro-

pandiol ) está localitzat a prop del sistema de la fucosa, i

que l'adquisició d'aquesta nova capacitat metabélica per mu-

tació, comporta la pérdua de la capacitat d'utilitzar fucosa

com a font de carboni i energia (68), s'analitzá la proximitat

d'aquesta mutació termosensible que afectava a la síntesi de

l'enzim lactaldehid deshidrogenase amb el locus fue, mitjan-

gant una transducció generalitzada amb el fag Pl. Com a soca

donadora s'utilitzá la soca JA-104 i com a soca receptora, la

soca 1.

Cal esmentar que es plantejaren problemes d'infecció de

la soca JA-104 ( d'aspecte mucós ) amb el bacteridfag Pl, que

es solventaren afegint el CaC^ a la concentració de 10 mM
( 1'habitual era de 5 mM ) ( veure 2.2.2 ).

Els transductants foren seleccionats per la seva capaci-

tat de créixer en propandiol a 30QC. S'analitzá el fenotip de

175 transductants, seleccionats d'aquesta manera, en quant a

la seva capacitat d'utilitzar fucosa i la de créixer en propan-

diol a 42QC ( taula 11 ). De les 175 soques estudiades, 110

(63%) havien perdut la capacitat d'utilitzar fucosa i a la ve-

gada havien adquirit la mutacié termosensible. El percentatge

de co-transduccié de tots dos fenotips : prd+ i termosensibili-

tat per a la síntesi de lactaldehid deshidrogenase fou del 78%.

Per ültim, la freqüéncia de co-transduccié entre els caracters

Prd+ i Fue " fou del 83%.

Aqüestes dades reflecteixen una proximitat marcada entre

el locus fue i la termosensibilitat de la lactaldehid deshidro-
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genasa. Els percentatges de co-transducci<5 obtinguts estarien

una distribució deis marcadors, tal com es pre-d'acord amb

senta a la figura 35.

Sis deis transductants, que presentaven el fenotip de la

soca donadora ( la soca JA-104 ) foren analitzats enzimática-

ment ( taula 12 ). Tots ells mostraven nivells normáis de pro-

pandiol ñxido-reductasa en els extractes cel.lulars obtinguts

a partir de creixements aerobios en hidrolitzat de caseína,

tant a 302c com a 42QC. Per una altra banda, no es detectava

activitat lactaldehid deshidrogenasa si els cultius havien es-

tat incubats a 42qC, mentre que els nivells eren normáis en

els creixements realitzats a 30QC. Tots eren, per tant, termo-

sensibles per a la síntesi de l'enzim lactaldehid deshidroge-

nasa a 1*igual que la soca donadora JA-104.

3.5.1.5.3 Mutant de síntesi incrementada de lactaldehid

deshidrogenasa : la soca JA-102.

La caracterització d'aquesta soca es detallará, a l'apar-

tat 3.6.

3.5.2. REGULACIÓ POST-TRANSCRIPCIONAL.

Com ja s'ha esmentat amb anterioritat, la lactaldehid des-

hidrogenasa és un enzim eminenment aerobic. La seva síntesi es-

tá aturada en condicions anaerSbiques, seguint un model de re-

gulació transcripcional.

Es va creure interessant analitzar si l'enzim estava també


