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FIGURA 35. LOCALITZACIO DE LA MUTACIO TERMOSENSIBLE

QUE AFECTA LA SINTESI DE LACTALDEHID DES-

HIDROGENASA EN LA SOCA JA-104.
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sotmés a altres mecanismes de regulació del tipus post-trans-

cripcional, que modularien la seva activitat una vegada sin-

tetitzat segons les condicions del cultiu.

3.5.2.1. REGULACIO "IN VIVO".

Aquests estudis de regulació "in vivo" pretenien evidenciar

si l'enzim lactaldehid deshidrogenasa present en les cdl.lules

d'un cultiu inductor era afectat peí canvi a condicions d'oxi-

genació i font de carboni diferents.

Així, es feia créixer la soca 1 aerdbicament en ramnosa,

fins a una densitat óptica del cultiu de 3 ( mesurada a 420 nm).

Les cdl.lules eren recollides per centrifugació i rentades

amb solució salina o medi mineral basal en condicions estérils.

A continuaciÓ, eren transferides a medis de cultiu totalment

diferents al de partida. Així/ es van preparar cinc condicions

diferents : 1) medi anaerdbic en ramnosa, 2) medi anaerdbic en

ramnosa en absdncia de sulfat amonic en el medi mineral basal,

3) medi anaerdbic en fucosa, 4) medi anaerdbic sense cap font

de carboni, i 5) medi aerdbic sense font de carboni.

Les cel.lules induldes i inoculades en aquests medis eren

recollides per centrifugació a diferents temps ( des de 30 mi-

nuts a 4 hores ). S'obtenien els extractes cel.lulars on s'a-

nalitzaven dos parametres : 1*activitat enzimatica lactaldehid

deshidrogenasa i la quantitat d'enzim present en aquests extrae-

tes per immunoelectroforesi ( figura 36 ). S'observa, que la

a medis anaerobics en ramnosa (36-A) i fucosa (36-trans feréncia

B) no provocava una inactivació considerable de l'enzim, car
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FIGURA 36. ESTUDI DE L'ADAPTACIÓ DE CEL.LULES DE LA SOCA

1 INDUIDES PEL CREIXEMENT AERÓBIC EN RAMNOSA

EN LA TRANSFERENCIA ALS SEGÜENTS MEDIS :

A) AnaerSbic en ramnosa (o/«)
B) AnaerSbic en fucosa

A) AnaerSbic en ramnosa en abséncia de sulfat

amonio (A/A)
C) AnaerSbic sense font de carboni

D) Aeróbic sense font de carboni.

En tots els cassos, en ordenades es re-

presenta l'activitat lactaldehid deshidroge-
nasa després de la transferencia de medi (sim-
bols plens), expressada com a percentatge

respecte l'activitat del cultiu aerñbic en

ramnosa de partida, així com l'algada deis
ares de precipitació (en mm) obtinguts en

les immunoelectroforesis (en slmbols buits)

devant de preparacions de globulines anti-lac-
taldehid deshidrogenasa.

En abeisses es representa el temps ( en

hores) d'adaptaci<5 al nou medi.
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a les 4 hores, l'activitat era encara superior al 80%. Tampoc

es detectava una devallada en l'algada de 1'immunoprecipitat,

tot indicant que l'enzim no era degradat ( figures 36-A i 36-B)

El mateix resultat s'obtingué en la transferencia a un medi

anaeróbic en ramnosa on la síntesi de protelnes estava aturada

per manca d'una font de nitrogen i sofre C figura 36-A ).

L'adaptació de les cél.lules induldes a un medi anaeróbic

sense cap font de carboni comporatva la inactivació rapida de

l'enzim lactaldehid deshidrogenase, quina activitat, a les 4

hores, era només d'un 25% de l'activitat inicial del cultiu in-

dult per ramnosa en condición aeróbiques. L'algada deis ares

de precipitació obtinguts en les immunoelectroforesis es mante-

nia constant, tot indicant que la inactivació detectada no era

deguda a una degradació de la protelna enzim&tica ( figura 36-C).

Per a comprovar si aquesta inactivació era deguda exclussi-

vament a l'abséncia de font de carboni en el medi de cultiu, la

soca 1 indulda peí creixement aeróbic en ramnosa fou tranferi-

da a un medi tambe' aeróbic que consistianomés, en les sais mine-

rals basals. En aqüestes condicions s'observa també una davalía-

da en els nivells d'activitat lactaldehid deshidrogenase del ma-

teix ordre, paral.lela a una estabilitat total de l'enzim;( fi¬

gura 36-D ).

El fet que l'enzim lactaldehid deshidrogenase no fós degra-

dat després de 4 hores d'adaptació a medis on no era necessari,

indicava que el recanvi de l'enzim dins la cél.lula era lent.

L'estabilitat "in vivo" de la lactaldehid deshidrogenasa
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fou estudiada per transferencia de cél.lules de la soca 1 indul-

des peí creixement aerobic en ramnosa a un medi de sais minerals

sense font de carboni, en condicions aeróbiques, on eren incuba-

des en agitació a 37SC durant 24 hores. A diferents temps, alí-

quotes del cultiu eren recollides per centrifugació i processa-

des per a obtenir els extractes cel.lulars , on s'assajava l'ac-

tivitat enzimática i la quantitat d'enzim lactaldehid deshidro-

genasa present ( figura 37 ). A les 24 hores, l'activitat enzi-

mática era només d'un 10% de la inicial. Malgrat tot, l'algada

de 1'immunoprecipitat no havia sofert cap modificació. Aquest

resultat indicava que l'enzim lactaldehid deshidrogenase és molt

estable "in vivo" com la majoria de protelnes d'E.coli (58).

3.5.2.2. REGULACIO PER EFECTORS EN L'ENZIM PURIFICAT.

La lactaldehid deshidrogenase d'E.coli és inhibida per con-

centracions d'aldehid superiors a la que presenta la Vmax. El

perfil d'inhibiciÓ per substrat varia segons l'aldehid emprat.

Així, la inhibició mes marcada la provoca el L-lactaldehid ( a-

partat 3.3.2.7 i figura 24 ). Aquest fenómen d'inhibiciÓ per

substrat és una característica comuna a la majoria d'aldehid

deshidrogenases descrites (40,46,67).

S'analitzá, també, l'efecte que els productes de la reac-

ció enzimática produxen en l'activitat de l'enzim lactaldehid

deshidrogenasa purificat. Així, s'assajá l'activitat enzimáti-

ca en presencia de diferents concentracions de NADH i de gli-

colat en la mésela d'assaig, tot mantenint les concentracions
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FIGURA 37. ESTABILITAT "IN VIVO" DE L'ENZIM LACTALDEHID

DESHIDROGENASA EN CONDICIONS AERÓBIQUES I AMB

CARENCIA DE NUTRIENTS.

A) En ordenades es representa 1'activitat lac-
taldehid deshidrogenasa després de la trans-
feréncia de medi (•-•), que s'expressa com

a percentatge respecte a 1'activitat enzimá-
tica mesurada a 1'extracte cel.lular del cul-

tiu aerSbic en ramnosa que servia de partida.
També es representa 1'algada deis ares de
precipitacié obtinguts per immunoelectrofore-
si en front d'anticossos específics (o).
Les lletres representades a la figura corres-

ponen a les mostres que van ésser sotmeses a

electroimmunodifusuó, quin resultat s'obser-
va a la fotografía adjunta.

B) Electroimmunodifusió segons Laurell de la
lactaldehid deshidrogenasa present en els
extractes cel.lulars de la soca 1 en els di-

ferents temps d'adaptació al medi sense nutri-
ents, que s'indiquen mitjangant lletres.
Les mostres analitzades contenien 50 pg de
protexna. El gel contenia un 0,4% (v/v) de
la preparació de globulines anti-lactaldehid
deshidrogenas a.
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de substrat ( glicolaldehid ) i cofactor ( NAD +) saturants,

de 1 mM i 2,5 mM respectivament.

A la figura 38-A es representa el perfil d'activitat lac-

taldehid deshidrogenasa obtingut a l'assajar en presencia de

diferents concentracions de NADH que abarcaven des de 0,05 a

1 mM. El blanc s'ajustava per a cada determinació, segons la

concentració de NADH analitzada, a fi d'evitar Ínterferéncies.

Com es pot veure, el NADH te un efecte inhibidor considerable

de l'activitat lactaldehid deshidrogenase. Concentracions de

NADH de l'ordre de 1 mM provocaven una inhibició total de l'ac-

tivitat enzimática.

L'efecte produit peí glicolat es representa a la figura

38-B. Les concentracions d'aquest ácid necessáries per a pro-

duir una inactivació apreciable de l'enzim són massa elevades

( superiors a 30 mM ) per a ésser considerades importants en

la modulacid de l'activitat lactaldehid deshidrogenase en con-

dicions fisioldgiques.

Per contra, la inhibició provocada peí NADH podria teñir

implicacions regulatories "in vivo", ja que concentracions de

NADH de l'ordre de 1 mM o inferiors caurien dins del rang fisio-

15gic en condicions anaerobiques (176,184).
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FIGURA 38. A) EFECTE DEL NADH EN L'ACTIVITAT DE L'ENZIM
LACTALDEHID DESHIDROGENABA.

S'assajá l'activitat enzim&tica d'una prepa-

ració purificada sobre glicolaldehid 1 mil,
en presencia de diferents concentracions de
NADH : 0,05, 0,1, 0,2, 0,4, 0,6 i 1 mM.

Es representa el percentatge d'activitát res-

pecte al control (sense NADH) en front de les
concentracions de NADH esmentades.

B) EFECTE DE LA CONCENTRACIÓ DE GLICOLAT SOBRE

L'ACTIVITAT DE L'ENZIM LACTALDEHID DESHIDRO-

GENASA.

S'assaja l'activitat enzimAtica d'una prepara-

ció purificada sobre glicolaldehid 1 mM, en

presencia de diferents concentracions de glico-
lat : 5, 20, 30, 40 i 50 mM.

Es representa el percentatge d'activitat res-

pecte al control (sense glicolat) en front de
les concentracions de glicolat esmentades.

En tots dos experiments (A i B), els valors
són la mitjana de dues determinacions.
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3.6. ACTÍVITAT GLICOLALDEHID DESHIDROGEMASA EN MUTANTS

D' E.COLI ETILENGLICOL POSITIUS : SOCA JA-102.

Ún deis aspectes que es va decidir d'abordar en aquest

treball va ésser el d'identificar i caracteritzar l'activi-

tat glicolaldehid deshidrogenasa de la soca JA-102.

En el nostre laboratori i amb anterioritat a aquest tre-

ball, s'obtingueren mutants capacos de créixer en etilenglicol

com a única font de carboni i energia (16) (apartat 1.3.3).

L'estudi de la via d'utilització de l'esmentat glicol demos-

tra que el primer pas, és a dir, l'oxidació de 1'etilenglicol

a glicolaldehid era catalitzat per la propandiol óxido-reduc-

tasa present ja a la soca progenitora. Quedava per identifi-

car l'enzim responsable .del següent pas, l'oxidació del gli-

colaldehid a glicolat. Donat que la selecció deis mutants

amb aquesta nova capacitat metabólica comportava un increment

d'unes tres vegades en els nivells d'activitat glicolaldehid

deshidrogenase deis extractes de la soca JA-102, respecte de

la soca 3, es va creure d'interés identificar si l'enzim res¬

ponsable d'aquesta activitat en els nous mutants era un iso-

enzim diferent de la lactaldehid deshidrogenase d'E.coli, o bé

era el mateix enzim amb una síntesi incrementada, o ambdues

possibilitats.

3.6.1. ACTIVITAT GLICOLALDEHID DESHIDROGENASA EN EXTRACTES

CEL.LULARS DE LA SOCA JA-102

S'havia descrit que 1'activitat glicolaldehid deshidro-

genasa era constitutiva, i no induible, en la soca JA-102,
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car els nivells d'activó.tat enzimética eren idéntics en els

creixements en hidrolitzat de caseína i en etilenglicol, a

diferencia de la soca 3, on el propandiol indueix l'activi-

tat lactaldehid deshidrogenasa respecte de 1'hidrolitzat de

caseína (16).

Donat que en aquest treball es presenta 1'hidrolitzat de

caseína com una font inductora de l'activitat de l'enzim lac-

taldehid deshidrogenasa d' E.coli ( degut al glutamat ) es va

determinar l'activitat glicolaldehid deshidrogenasa en els ex-

de la soca JA-102 després del seu creixe-

ment en les següents condicions aerSbiques : glucosa, glicerol,

hidrolitzat de caseína i etilenglicol. Els valors obtinguts es

van comparar amb els de la soca 3 en les mateixes condicions

de creixement. A la taula 13 s'indiquen els ementats valors

tractes cel.lulars

d'activitat enzimática.

S'observa clarament, que els nivells d'activitat glicol-

aldehid deshidrogenasa en els extractes de la soca JA-102 s6n

mes baixos en glucosa i glicerol que en els corresponents medis

inductors. Es per aquest motiu que no es pot considerar cons-

titutiu l'enzim responsable d'aquesta activitat enzimética en

la soca JA-102. Si bé cal remarcar que la inducció aconsegui-

da per 1'hidrolitzat de caseína és idéntica a la de l'etilen-

glicol.

3.6.2. EVIDENCIES QUE L'ACTIVITAT GLICOLALDEHID DESHIDROGE-

NASA ÉS FUNCIÓ DE L'ENZIM LACTALDEHID DESHIDROGENASA.

Al llarg de tot aquest bloc de resultats, s'aporten da-

des que reflecteixen la similitud estructural i cinética entre
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l'enzim lactaldehid deshidrogenasa d'E.coli ( present a les

soques 1 i 3 ) i l'enzim responsable de l'oxidació del glicol-

aldehid format en el metabolisme de 1'etilenglicol en la soca

JA-102.

Per a portar a terme aquest aspecte del treball, les ac-

tivitats enzimatiques’es van mesurar segons es descriu a l'a-

partat 2.4.2. Així, l'activitat glicolaldehid deshidrogenasa

era mesurada sobre glicolaldehid 1 mM i a pH 9,5. L'activitat

lactaldehid deshidrogenasa era assajada segons que descriuen

Sridhara i Wu (150), a pH 10,5

1 mM, amb una petita modificació referent a la concentració

de lactaldehid usada a l'assaig, que en el nostre cas era de

0,1 mM ( la concentració de lactaldehid descrita per aquests

autors era de 20 mM ).

i en presencia de glutation

Aquest assaig va ésser modificat posteriorment en el nos-

tre laboratori, al comprovar que el pH óptim de l'enzim era

de 9,5 en amortidor glicina-NaOH i que la preséncia de gluta-

tion no millorava l'activitat enzimática.

3.6.2.1. INDUCCIO PARAL.LELA D'AMBDUES ACTIVITATS.

Un deis primers estudis realitzats a fi d'esbrinar l'ori-

gen de l'enzim responsable de l'activitat glicolaldehid deshi-

drogenasa en la soca JA-102, va ésser comprovar si les condi-

cions de creixement descrites com a inductores de l'activitat

lactaldehid deshidrogenasa en la soca 1 i en la soca 3, ho eren

també de l'activitat glicolaldehid deshidrogenasa.

Així, es va fer créixer les soques 1, 3 i JA-102 en hidro-
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litzat de caseína i en els corresponents medis inductors :

fucosa per a la soca 1, L-l,2-propandiol per a la soca 3, i

etilenglicol per a la soca JA-102. Tots el creixements eren

aerébics. En els extractes cel.lulars obtinguts s'assajá l'ac-

tivitat lactaldehid deshidrogenasa ( segons la modificacié des-

crita del métode de Sridhara i Wu ) i l'activitat glicolalde-

hid deshidrogenasa ( taula 14 ). S'observa que la induccié de

l'activitat lactaldehid deshidrogenasa peí creixement aerébic

en fucosa era concomitant amb la inducció de l'activitat gli-

colaldehid deshidrogenasa en la soca 1. Aquesta induccid con-

junta s'observava també en la soca 3 quan creixia en 1,2-pro-

pandiol. En la soca JA-102,que sintetitza alts nivells d'ac-

tivitat glicolaldehid deshidrogenasa quan creix en hidrolitzat

de caseína i etilenglicol, es detectetava també una activitat

lactaldehid deshidrogenasa que responia d'idéntica manera.

La relacid entre ambdues activitats es mantenia constant

en cada extracte analitzat, tant en la soca tipus salvatge,

com en les soques mutants, indepenenment de les condicions de

creixement.

3.6.2.2. ABSÉNCIA D'ACTIVITAT GLICOLALDEHID DESHIDROGENASA

EN MUTANTS DEFICIENTS DE LACTALDEHID DESHIDROGENASA.

Al llarg d'aquest treball, s'han descrit dos mutants d' E.

coli derivats de la soca 3 : la soca 40 (150) i la soca ter-

mosensible JA-104, deficients en l'enzim lactaldehid deshidro-

genasa, per tant, incapagos d'utilitzar el propandiol com a

única font de carboni i energia.
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Es va fer créixer aquests mutants en hidrolitzat de ca-

selna. La soca 40 i la soca 3 s'incubaren a 37QC; la soca JA-

102 a 30QC i 422C. En els extractes cel.lulars s'assajaren

totes dues activitats, lactaldehid i glicolaldehid deshidroge-

nasa. Els resultats es presenten a la taula 15, on s'observa

que els muatnts deficients en l'enzim lactaldehid deshidroge-

nasa no presenten tampoc activitat glicolaldehid deshidroge-

nasa. La soca JA-104 presenta ambdues activitats a la tempe¬

ratura permisiva.

3.6.2.3. MOBILITAT ELECTROFORETICA DE TOTS DOS ENZIMS.

L'electroforesi en gels de poliac.rilamida al 7,5% en con-

dicions no desnaturalitzants d1extractes cel.lulars de la soca

1 feta créixer en fucosa, de la soca 3 feta créixer en 1,2-

propandiol i de la soca JA-102 cultivada en etilenglicol, mos¬

tré en tots els cassos una única banda amb idéntica mobilitat

electroforética, quan es revelé per activitat glicolaldehid des-

hidrogenasa i per activitat lactaldehid deshidrogenase ( figu-

ra 39 ). La barreja d'extractes de la soca 1 i de la soca JA-

102 aplicada a una electroforesi en les mateixes condicions,

també donava una única banda a l'ésser revelada per ambdues ac-

tivitats ( resultats no mostrats ). La identificacié de l'acti-

vitat aldehid deshidrogenase amb aquesta única banda de la

figura 39 era comfirmada peí fet que extractes cel.lulars de

la soca 40,sotmesos a aquest tipus d'electroforesi, no donaven

cap banda d'activitat enzimatica del tipus aldehid deshidro-

genasa ( figura 39 ).
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FIGURA 39. ELECTROFORESI EN GELS DE POLIACRILAMIDA D'EXTRAC-

TES CEL.LULARS DE LES SOQUES 1, 3, JA-102 i 40.

Extractes cel.lulars (300 pg de proteina)
de la soca 1 feta créixer en fucosa ( 1 i 8 ),
de la soca 3 feta créixer en 1,2-propandiol ( 2
i 7 ), de la soca JA-102 feta créixer en etilen-

glicol ( 3 i 6 ), i de la soca 40 feta créixer
en hidrolitzat de caseína ( 4 i 5 ) van ésser

aplicats a una electroforesi en gels de polia-
crilamida en condicions no desnaturalitzants.

El gel va ésser tallat en dos fragments entre
els carrils 4 i 5.

A) Revelat per activitat glicolaldehid deshidro-
genasa.

B) Revelat per activitat lactaldehid deshidrogena-
sa.
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Endemés, els enzims purificats, tant a partir de la soca

i de la soca 1, donaven, en gels de

poliacrilamida-SDS, una ünica banda amb Blau Brillant de Cooma-

ssie d'idéntica mobilitat electroforética ( figura 13 ). Aixi

mateix, l'electroforesi en gels de poliacrilamida en condicions

no dissociants de 70 pg de la preparació enzimática purifica-

da de la soca JA-102 donava una única banda coincident a l'é-

JA-102, com de la soca 3

sser revelada tant per activitat lactaldehid deshidrogenasa,

com per activitat glicolaldehid-deshidrogenasa.

3.6.2.4. CO-ELUCIÓ DE LA LACTALDEHID DESHIDROGENABA DE LA SO-

CA 1 I LA GLICOLALDEHID DESHIDROGENASA DE LA SOCA

JA-102 EN UNA CROMATOGRAFIA EN DEAE-SEPHADEX.

Es van mesclar extractes crus de la soca 1 feta

créixer en fucosa aeróbicament, i de la soca JA-102 crescuda

en hidrolitzat de caseína ( en la proporció d'activitats e-

quivalents ). La mésela en un volum total de 2 mi va ésser

aplicada a una columna de DEAE-sephadex ( 130 x 25 mm ) e-

quilibrada amb solució amortidora de pH Tris-HCl 10 mM, 2-

ajustada a pH

7,3. Aquest amortidor també va ésser emprat en l'obtenció deis

extractes cel.lulars. Després de rentar la columna amb la ma-

teixa solució fins a que'ja no eluia protelna, es va aplicar

un gradient lineal de NaCl entre 175 - 500 mM en 400 mi ( flux

12,25 mi x cm ^ x h 1).
En les fraccions col.lectades s'assajava 1'activitat gli-

colaldehid deshidrogenasa i la lactaldehid deshidrogenase, tal

mercaptoetanol 10 mM, EDTA 1 mM, NaCl 175 mM
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FIGURA 40. CROMATOGRAFIA DE BESCANVI ANIONIC EN

DEAE-SEPHADEX D'EXTRACTES CEL.LULARS DE

LES SOQUES 1 I JA-102

La cromatografía es desenvolupa segons

es descriu a 3.6.2.4.

L'elució de proteína es seguia per mesu-

ra de 1'absorbencia a 280 nm

L'elució deis enzims amb activitat gli-
colaldehid deshidrogenasa (•-•) i lactalde-
hid deshidrogenasa (o-o) s'aconseguí amb un

gradient lineal de NaCl entre 175 i 500 mM,
en 400 mi ( )
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com es descriu al comengar l'apartat 3.6.2. S'obtenia un ünic

pie d'activitat glicolaldehid deshidrogenasa i un únic pie de

l'altre activitat. Tots dos pies eren coincidents en aqüestes

condicions, tot indicant l'idéntic comportament cromatográfic

deis enzims presents en les dues soques ( figura 40 ).

3.6.2.5. CO-PURIFICACIÓ D'AMBDUES ACTIVITATS.

Un altre criteri d'identitat fou la co-purificació de les

activitats glicolaldehid i lactaldehid deshidrogenases seguint

el procés descrit per a la lactaldehid deshidrogenasa a l'apar-

tat 2.5. Així, l'enzim responsable de 1*activitat glicolalde-

hid deshidrogenasa de la soca JA-102 va ésser purificat a tra-

vés del metode esmentat. Durant tot el procés, en les fraccions

col.lectades s'assajaven les dues activitats, les quals co-

purificaven, mantenint-se la relació entre elles constant fins

al final ( L/G a la taula 16 ). A mes cap altre activitat al-

dehid deshidrogenasa va ésser detectada a l'assajar totes les

fraccions de cada pas.

El seguiment del procés de purificació per ambdues acti-

també fou emprat en la purificació de la lactaldehid

deshidrogenasa de la soca 3, Observant-se la co-purificació

descrita anteriorment, la qual quedava reflactida en els va-

lors de la relació L/G ( taula 16 ).

vitats
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3.6.2.6. IDENTITAT EN LES CARACTERISTIQUES MOLECULARS DE

L'ENZIM DE LA SOCA JA-102 I ELS DE LES SOQUES 1 i 3.

L'enzim amb activitat glicolaldehid purificat a partir

de la soca JA-102 presentava un pes molecular de 220.000 dal-

tons,estimat per gel-filtració .

amb el presentat a l'apartat 3.3.1.1 per a l'enzim lactalde-

hid deshidrogenase de les soques 1 i 3.

Aquest valor era coincident

Aix£ mateix, el pes molecular de la subunitat de l'enzim

de la soca JA-102 es pot estimar en 55.000 daltons, ja que la

banda obtinguda al revelar amb Blau Brillant de Coomassie una

electroforesi en gels de poliacrilamida-SDS de 25 pg d'enzim
purificat, presentava idéntica mobilitat electroforética, i

per tant igual grandéria que la subunitat de l'enzim de la

soca 1 i de la soca 3. ( figura 13 ).

El punt isoeléctric de l'enzim de la soca JA-102 era tam-

bé de 4,6, determinat per electroenfoc en gels de poliacrila-

mida al 5%, en un sistema d'amfélits i condicions eléctriques

idéntic al descrit a l'apartat 3.3.1.3.

La composició d'aminoacids, obtinguda paral.lelament a la

deis enzims de la soca 1 i de la soca 3, no mostra diferencies

apreciables entre els enzims de les tres soques ( taula 17 ).

El comportament espectrefotométric de l'enzim de la soca

JA-102 era idéntic al de l'enzim lactaldehid deshidrogenasa i

descrit a 3.3.1.5, peí que fa a la relació A en fun-: A
260

cid del contingut en NAD* de l'enzim. D'aquest estudi es des-

280

pren també, que l'enzim responsable de 1'activitat glicolalde-

hid deshidrogenasa en la soca JA-102 és capag d'incorporar 4

mols de NAD+ per cada mol de proteina enzimética ( 3.3.1.5.)
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TAULA 17

COMPOSICIÓ D'AMINOÁCIDS DE L'ENZIM LACTALDEHID DESHIDROGENASA

DE DIVERSES SOQUES D1E.COLI

mol d'aminoácid / mol de protelna

SOCA 3 SOCA JA-102SOCA 1AMINOACID

155,7

90,0

62,0

224,0

75,6

172,0

206,0

130,3

154,9

88,0

65,1

229,0

75,5

176,0

204,0

128,5

157,5

84,0

66,0

225,0

70.5

160,0

204,0

129,3

15,0

112,7

116,0

48,0

59,0

29.5

80,0

96,8

Aspartic
Treonina a)

Serina a)

Glutámic

Prolina

Glicina

Alanina

Valina

Metionina

Isoleucina b)
Leucina

Tirosina a)

Fenilalnina

Histidina

Lisina

Arginina

b)

7,9 8,0

116,2

121,2

42,0

59,6

28,8

84.8

96.8

116,6

117,2

40,2

58.4

29.5

82,4

96,8

a) Dades obtingudes extrapolant atemps zero.

b) Valor máxim

La resta de dades és la mitjana deis tres valors obtinguts ais
diferents temps d'hidr&lisi ( 24, 48 i 72 hores ) amb HC1 6 N
a 110QC.
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3.6.2.7. MAPES PEPTIDICS DELS ENZIMS PURIFICATS A PARTIR

DE LES SOQUES 3 I JA-102.

Per tal d'establir possibles diferencies estructuráis

entre l'enzim de la soca JA-102 i el de la soca 3, no evi-

denciades pels parámetres estudiats fins el moment, es pensá

en comparar el patró obtingut per digestid proteolitica limi-

tada deis enzims a estudi, amb dues proteases diferents,

1' <*- quimotripsina i la proteasa V8 de S.aureus .

Els enzims purificats a partir de les dues soques van é-

sser dansilats ( veure 2.7 ) i re-purificats per electrofore^

si en presencia de SDS ( apartat 2.8.6 ). Les bandes corres-

ponents a l'enzim lactaldehid deshidrogenase de la soca 3 i

a l'enzim de la soca JA-102, van ésser tallades del gel i elec-

troeluldes en un sac de dicilisi. El contingut deis sacs fou

precipitat amb acetona i resuspés de manera adient per a ésser

sotmés a digestid proteolitica per a l'obtencid deis mapes pep-

tldics monodimensionals ( veure 2.9 ).

El patrd peptldic obtingut per a ambdds enzims fou idéntic,

tant per la digestid amb ol- quimotripsina, com per la protea-

sa V8 de S.aureus ( figura 41 ), tot indicant una similitud

estructural entre aquests enzims.

3.6.2..8. IDENTITAT IMMUNOLÓGICA.

La identitat immunológica entre l'enzim amb activitat gli-

colaldehid deshidrogenasa de la soca JA-102 i la lactaldehid

deshidrogenase d'E.coli es pogá de manifest mitjangant la
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FIGURA 41. MAPES PEPTIDICS DE LA LACTALDEHID DESHIDRO-

GENASA DE LA SOCA 3 I DE L'ENZIM AMB ACTIVI-

TAT GLICOLALDEHID DESHIDROGENASA DE LA SOCA

JA-102.

Els enzims purificats, tractats amb cío-
rur de dansil, van ésser re-purificats elec-
troforeticament en presencia de SDS i electro-

eluits, a d'obtenir el seu patrd peptídic per

digestid proteolitica limitada. Els péptids
resultants van ésser separats per electrofore-
si en gradients lineáis de poliacrilamida (15-
20%) .

Cadascuna de les mostres analitzades con-

tenia 25 pg de proteina pura.

A) Didestió amb ^-quimotripsina
B) Digestid amb proteasa V8 de S.aureus.

1 i 3 : péptids obtinguts de la lactaldehid des-
hidrogenasa de la soca 3.

2 i 4 : péptids de l'enzim amb activitat glicol-
aldehid deshdidrogenasa de la soca JA-102



00

OJ



239

técnica de doble difusió ( veure 3.4.) emprant com a font

enzimética, tant preparacions purificades, com extractes

cel.lulars de creixements en etilenglicol ( figura 25 B i C).

Aquesta identitat és un criteri més de la similitud estruc-

tural de tots dos enzims.

Donada aquesta identitat immunolSgica, les preparacions

d'anticossos anti-lactaldehid deshidrogenasa van ésser uti-

litzades per a quantificar l'enzim present ais extractes

cel.lulars de la soca JA-102 feta créixer aerSbicament en

glucosa, glicerol, hidrolitzat de caseína i etilenglicol. La

relació entre l'activitat específica ( valors presentats a

de precipitació obtingutsla taula 13 ) i l'algada deis ares

en la immunoelectroforesi respectiva, donava un valor constant

aproximat entre 11 i 12 ( igual que la relació determinada per

a la soca 1 i la soca 3 ).

A la figura 42 es quantifica per immunoelectroforesi l'en-

zim prodult per les soques 3 i JA-102 en els creixements ae-

rébics en hidrolitzat de caseína i el glicol que actúa com a

font de carboni en cada cas, 1,2-propandiol per a la soca 3, i

etilenglicol per a la soca JA-102. Com es pot veure, l'incre-

ment d'unes tres vegades en els nivells d'activitat enzimatica

de la soca JA-102 es correspon amb un augment proporcional deis

ares d'immunoprecipitació, tot indicant que l'increment d'ac-

tivitat enzimática es conseqüéncia d'una síntesi incrementada

de lactaldehid deshidrogenasa.
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FIGURA 42. QUANTIFICACIÓ PER IMMUNOELECTROFORESI DE

L'ENZIM LACTALDEHID DESHIDROGENASA PRODUIT

PER LA SOCA JA-102 RESPECTE EL DE LA SOCA 3

EN MEDIS INDUCTORS.

Les plaques d'agarosa contenien 0,4% de
la fracció globulines anti-lactaldehid deshi-

drogenasa.1)50 pg d'extracte cel.lular de la soca 3
feta créixer en hidrolitzat de caseína

2) 50 pg d'extracte cel.lular de la soca 3
feta créixer en 1,2-propandiol.

3) 20 pg d*extracte cel.lular de la soca JA-102
feta créixer en hidrolitzat de caseína.4)20 pg d'extracte cel.lular de la soca JA-102
feta créixer en hidrolitzat de caseína.
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3.6.2.9. CARACTERISTIQUES CINÉTIQUES DE L'ENZIM DE LA SOCA

JA-102. COMPARACIÓ AMB LES DE LA SOCA TIPUS SALVATGE

I SOCA 3.

L'enzim amb activitat glicolaldehid deshidrogenasa de

la soca JA-102 purificat va ésser sotmés a un estudi cinétic

i les seves característiques comparades amb les de la lactal-

dehid deshidrogenasa d'E.coli.

La preparació enzimática purificada de la soca JA-102 mos-

trava també un pH óptim d'activitat de 9,5 en solució amorti-

dora de pH glicina-NaOH ( 100 mM ).

L'energía d'activació per a l'oxidació del glicolaldehid,

determinada gráficament a partir de la representació d'Arrhenius,

era de 8,4 Kcal/mol, i de 8,66 per a l'oxidació del lactalde-

hid. Aquests valors indicaven que no hi havia diferencies amb

la lactaldehid deshidrogenasa de la soca 3 ( veure 3.3.2.2 },

al menys peí que fa a aquest parSmetre.

Un altre criteri d'identitat entre aquests enzims fou a-

portat per 1'estudi del seu comportament en front d'un trac-

tament termic. Així, l'enzim purificat de la soca JA-102 mos-

trava el mateix perfil d'inactivació a 55QC que l'enzim de la

soca 3 o que el de la soca tipus salvatge. Per a qué 1'estudi

fós comparable, la concentració de proteína de la preparació

enzimática de la soca JA-102 va ésser també ajustada a 0,4

mg/ml ( veure 3.3.2.3 ). En aqüestes condicions, ais 5 minuts

d'incubació a 55QC, 1'activitat enzimática era només d'un 50%

de 1'activitat inicial.
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L'enzim purificat a partir de la soca JA-102, a 1'igual

que la lactaldehid deshidrogenasa present a E.coli tipus sal-

vatge i a la soca 3, és capag d'oxidar irreversiblement diver-

sos aldehids, tots ells amb la característica comuna d'ésser

-h'idroxialdehids. S'han provat com a substrats de la reac-

ció catalitzada per l'enzim de la soca JA-102, el glicolaldehid,

el L-gliceraldehid i el L-lactaldehid, pels qui s'ha determi-

natles seves constants cinétiques, Km i Vmax ( taula 18 ).

L'enzim era també inactiu sobre acetaldehid i propionaldehid.

Els valors de Km presentats a la taula 18 sén del mateix

ordre que els descrits pels enzims de la soca 1 i de la soca 3,

tot indicant que l'enzim de la soca JA-102 no es pot conside¬

rar un isoenzim cinéticament diferent de la lactaldehid des-

hidrogenasa d' E.coli.
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TAÜLA 18

CONSTANTS CINÉTIQUES PER A L'ENZIM PURIFICAT DE LA SOCA JA-102

Km (M) Vmax (U/mg) r

3,35.1o"4
1,30.10"4
2,20.10~5

Glicolaldehid 19,6 0,996

L-gliceraldehid 0,98611,1

L-lactaldehid 0,996

- r = coeficient de regr.essio.
- El nombre de dades per a cada determinacid va ésser de 6.

- El rang de concentracions assajades per a cada aldehid fou:

Glicolaldehid (0,05-1 mM)

L-gliceraldehid (0,025-0,5 mM)
L-lactaldehid (0,015-0,1 mM)
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3.7. EVIDÉNCIES GENÉTIQUES DE LA IDENTITAT DE L'ACTIVITAT
ALDEHID DESHIDROGENASA INDUIDA PEL METABOLIME DEL

GLUTAMAT I LA LACTALDEHID DESHIDROGENASA.

S'ha indicat anteriorment que els elevats nivells d'ac-

tivitat lactaldehid deshidrogenasa trobats en els extractes

cel.lulars de la soca 1 feta créixer aerdbicament en hidro-

litzat de caseína eren conseqüéncia del metabolisme del glu-

tamat ( apartat 3.1 ).

Els estudis d'induccid per aminoácids es realitzaren en

la soca 1 i els resultats obtinguts,en quant a la relacid en-

tre l'activitat específica lactaldehid deshidrogenasa i l'al-

gada de l'arc de precipitacid format en la immunoelectrofore-

si, indicaven que molt probablement, l'activitat indulda peí

metabolisme del glutamat era funcid de la lactaldehid deshi-

drogenasa, objecte d'aquest treball. La identitat immunold-

gica deis enzims induíts peí creixement en presencia de glu-

tamat i de ramnosa s'ha descrit préviament a 1'apartat 3.5.1.2.

Per a confirmar genéticament aquesta identitat, s'analit-

zá la induccid per glutamat en mutants deficients de lactal-

dehid deshidrogenasa, en concret de la soca 40.

Es va fer créixer la soca 40 i la seva progenitora ( amb

nivells normáis d'activitat lactaldehid deshidrogenasa ), la

soca 3, aerdbicament en glicerol fins a una absorbáncia de 3,

mesurada a 420 nm. En aquest punt, a una alíquota de cada cul-

tiu s'addicioná glutamat 12 mM, i es deixá. incubant a 37°C, en

agitacid, durant 5 hores, conjuntament amb els matrassos control

ais quals no s'afegí l'esmentat aminodcid.
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Passat aquest temps, les cél.lules es recollien per cen-

trifugació i s'obtenien els extractes cel.lulars corresponents,

on s'assajava l'activitat lactaldehid deshidrogenase. Els re-

sultats es mostren a la taula 19, on s'observa que la soca 3

responia de la mateixa manera que la soca 1 a la inducció pro-

vocada peí glutamat, mentre que en els extractes cel.lulars

de la soca 40 no es detectava activitat lactaldehid deshidro-

genasa després d'afegir aquest aminoácid, tot indicant que la

inducció de l'activitat enzimática observada en presencia de

glutamat afecta directament a l'enzim lactaldehid deshidroge-

nasa i no a una altra protelna enzim&tica amb activitat del

tipus aldehid deshidrogenase. Aquest resultat concordava amb

l'abséncia d'activitat lactaldehid deshidrogenase en els ex¬

tractes cel.lulars de la soca 40 feta créixer en hidrolitzat

de caseína.
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TAULA 19

ESTUDI DE LA INDUCCIO DE L'ACTIVITAT LACTALDEHID DESHIDRO-

GENASA PER GLUTAMAT EN LA SOCA 40.

ActivitatB^
enzimáticaAddiciÓ deA^Font de carbón!Soca

Glicerol3 80

II Glutamat 2003

40 II N.D

II40 Glutamat N.D.

A) L'addició de glutamat es feia quan el cultiu en glicerol
havia arribat a una absorbencia de 3.

B) Expressada com a mü/mg

N.D = no detectable.
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3,8. ALTRES ACTIVITATS ALDEHID DESHIDROGENASA EN E.COLI :

COMPARACIÓ AMB LA LACTALDEHID DESHIDROGENABA?

Donat que a la bibliografía hi ha reportats diversos

enziras d'E.coli amb activitat aldehid deshidrogenasa, es

va creure d'interés fer un estudi comparatiu d'alguns as-

pectes descrits per a aquests enzims i les característiques

obtingudes per a la lactaldehid deshidrogenasa presentada en

aquest treball, per tal d'establir possibles identitats o

diferéncies entre ells.

ALDEHID DESHIDROGENASA LLIGADA A COENZIM A3.8.1.

Les primeres proves realitzades per a la comparació de

1*activitat lactaldehid deshidrogenasa amb aquest enzim foren

la mesura de 1'activitat aldehid deshidrogenasa lligada a CoA

tal com descriuen Rudolph i col (137), tant en extractes ce-

l.lulars de la soca 1 com en preparacions de lactaldehid des-

hidrogenasa purificades. ( apartat 2.4.2.2 ).

En les nostres condicions d'obtenció d'extractes cel.lu-

lars i en solució amortidora de pH de fosfat sódic 10 mM, 2-

mercaptoetanol 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,3 no es detectava acti-

vitat aldehid deshidrogenasa lligada a CoA en els extractes

cel.lulars de la soca 1 feta créixer en hidrolitzat de casel-

na. Per tant, es preparé un extracte cel.lular de la soca 1

emprant el medi de cultiu i tampons descrits per aquests au-

tors (137). Els creixements cel.lulars es feien en glucosa

al 0,4% + peptona 0,1%, i la solució amortidora de pH utilit-
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zada era fosfat potássic 10 mM, pH 8,1.

En aqüestes condicions es detectá una activitat aldehid

deshidrogenasa lligada a CoA de l'ordre de 167 mü/mg. L'ac-

tivitat lactaldehid deshidrogenasa deí raateix extracte era

de 21 mU/mg.

L'enzim lactaldehid deshidrogenasa purificat tal com es

descriu a 2.5 no presentava activitat lligada a CoA sobre a-

cetaldehid.

3.8.2. GLICERALDEHID-FOSFAT-DESHIDROGENASA,

Donat que la preparaci<5 enzimática de lactaldehid deshi-

drogenasa purificada i caracteritzada en aquest treball pre-

sentava activitat sobre gliceraldehid, es va creure interessant

comparar els nostres resultats amb dades existents a la li-

teratura sobre la gliceraldehid-fosfat-deshidrogenasa, enzim

que participa en la glicolisi.

Tal com es comentará a l'apartat 4.4, les característi-

ques estructuráis d'aquest enzim glicolític són diferents a

les presentades per la lactaldehid deshidrogenasa.

A més,es tenen evidáncies genétiques que rebutjen la iden-

titat de tots dos enzims. Aixl, está descrit que els mutants

d'E.coli deficients en 1'activitat gliceraldehid-3-fosfat-des-

hidrogenasa no són capagos de créixer en medis com glucosa,

glicerol o succinat (75,76). Tanmateix, els mutants d'E.coli

carents d'activitat lactaldehid deshidrogenasa, com és el

cas de la soca 40, poden suportar creixement en aquests medis,

tot indicant que la lactaldehid deshidrogenasa no és un en-

zim glicolitic.
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3.8.3. GLICOALDEHID DESHIDROGENASA D

EN LA BIOSÍNTESI DE LA VITAMINA Bé.

E.COLI B INVOLUCRADA

L'estudi de la participació del glicoaldehid en la bio-

síntesi de la vitamina B6 ha estat portat a terme per diver-

sos grups d'investigaciÓ des de diferents punts de vista (77,

112,144,147,171). En aquest context es reporté una activitat

glicolaldehid deshidrogenasa que era assajada en presencia de

NADP i glutation en el sentit d'oxidació del glicolaldehid

a glicolat. L'enzim catalitza una reacció reversible, de ma-

ñera que és capag de reduir el glicolat a glicolaldehid en

presencia de NADPI^ (147).
La lactaldehid deshidrogenasa objecte d'aquest treball,

catalitza una reacció irreversible ( veure 3.3.2.6 ). Malgrat

aquesta característica diferencial, i donat que l'enzim pu-

rificat presenta activitat sobre glicolaldehid a la vegada que

pot usar NADP+ com a cofactor, es va creure d'interés ana-

litzar la possible relació entre la lactaldehid deshidrogena-

sa i algún deis tres isoenzims de la glicolaldehid deshidro-

genasa descrits en E.coli B per Morita i col, diferenciables

en quant a característiques, equilibri de reacció i localitza-

ció subcel.lular (112).

Així, una preparació purificada de lactaldehid deshidro-

genasa va ésser assajada per activitat glicolaldehid deshidro-

genasa segons que descriuen Shimizu i Dempsey (144). La mésela

d'assaig consistia en solució amortidora de pH de fosfat po-

téssic 20 mM pH 7,0, glicolaldehid 3,57 mM, NADP 0,3 mM, glu-

tation 0,36 mM i cianur potéssic 29 mM. La reacció era inicia-
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da per l'addició de la font enzimática. Es mesurava l'incre-

ment d'absorbáncia a 340 nm degut a la formació de NADPH2 a
37QC. Paral.lelament, en aquesta mateixa preparació enzima-

tica s'assajá l'activitat lactaldehid deshidrogenasa lligada

( emprant glicolaldehid 1 mM com a substrat ) i l'ac-

tivitat lactaldehid deshidrogenase lligada a NADP+ (16). En

aquest ültim cas, l'assaig es feia en presencia de solució

amortidora glicina-NaOH 100 mM pH 9,5, glicolaldehid 1,5 mM,

NADP+ 1 mM i clorur potAssic 100 mM.

Els resultats expressats en U/ml foren :

+
a NAD

Activitat

LALDH (NAD +)
Activitat

LALDH (NADP+)
Activitat

GLADH (144)

25QC 1,75 0,28

37SC 2,00 0,12

Els resultats indiquen que la preparació purificada de

lactaldehid deshidrogenase presenta un nivell d'activitat

glicolaldehid deshidrogenasa segons que descriuen Shimizu i

Dempsey molt baix, i aproximadament del mateix ordre que

l'activitat obtinguda en presencia de NADP
+

emprant l'assaig

descrit per a la lactaldehid deshidrogenasa. Aquests valors

són aproximadament, entre 10 i 20 vegades inferiors ais ob-

tinguts en presencia de NAD+ com a cofactor.
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3.9. ACTIVITAT LACTALDEHID DESHIDROGENASA EN ALTRES ENTERO-
BACTERIACEAE : KLEBSIELLA PNEUMONIAE I SALMONELLA

TYPHIñURIUM .

Donat que Klebsiella pneumoniae i Salmonella typhimurium

són capaces de matabolitzar aerébicament L-fucosa i L-ramnosa,

•mitjangant sistemes similars ais descrits en E.coli, on una al-

dolasa especifica trenca la molécula de fuculosa-l-fosfat o

la de ramnulosa-l-fosfat en L-lactaldehid i fosfat de dihidro-

xiacetona, semblé interessant l'estudi de la presencia d'un

enzim amb activitat lactaldehid deshidrogenasa, tot comparant-

lo amb 1'enzim d*E.coli.

3.9.1. ESTUDI EN KLEBSIELLA PNEUMONIAE ATCC N2 13882 .

K.pneumoniae creix aerébicament en ramnosa amb un temps

de duplicació aproximat de 140 minuts (131). Els extractes

crus d'aquesta soca feta créixer en aqüestes condicions van

ésser estudiats en quant a la preséncia d'una activitat lac-

taldehid deshidrogenasa i característiques immunolégiques de

1'enzim responsable d'aquesta activitat enzimética.

3.9.1.1. ACTIVITAT LACTALDEHID DESHIDROGENASA EN EL CREIXE-

MENT AEROBIC EN RAMNOSA.

Es va assajar 1'activitat lactaldehid deshidrogenasa se-

gons es descriu a l'apartat 2.4.2.1, en els extractes cel.lu-

lars de K.pneumoniae feta créixer aerobicament en ramnosa.
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L'activitat trobada era molt mes baixa que l'obtinguda en

E.coli en les mateixes condicions d'assaig, probablement

per qué aqüestes condicions no eren les mes adients per a

l'enzim de K.pneumoniae

Després de provar diverses concentracions de substrat

( glicolaldehid i lactaldehid ) i de cofactor ( NAD* i NADP+ ),

les condicions Óptimes d'assaig es van establir de la se-

güent manera : solució amortidora glicina-NaOH 100 mM pH 9,5

glicolaldehid 2 mM / lactaldehid 0,25 mM, NAD+ 1,25 mM.

En aqüestes condicions l'activitat trobada peí creixe-

ment en ramnosa era de 90 mü/mg en front de 320 mü/mg en E.

coli.

3.9.1.2. ESTUDI DE LA IDENTITAT IMMUNOLOGICA DE L'ENZIM DE

K.PNEUMONIAE AMB L'ENZIM D'E.COLI

La semblanga estructural entre l'enzim de K.pneumoniae

i E.coli s'abordé enfrontant extractes cel.lulars d'ambdues

soques fetes créixer aerébicament en ramnosa, a anticossos

anti-lactaldehid deshidrogenasa d'E.coli en plaques de do-

ble difusió. A la figura 43-A poden observarse les linies

de precipitació obtingudes quan 10 }il de la fracció de ^ "

globulines (40 mg/ml) col.locades en el pouet central reac-

cionen amb la lactaldehid deshidrogenase present en els ex-

tractes cel.lulars. Els esperons que apareixen indiquen cía-

rament una identitat immunolégica parcial, aixé és, ambdues

proteines comparteixen alguns determinants antigénics que

són reconeguts en l'enzim de K.pneumoniae pels anticossos
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anti-lactaldehid deshidrogenasa d'E.coli.

L'electroimmunodifusió segons Laurell de quantitats crei-

xents d'extracte cel.lular de K.pneumoniae feta créixer aeró-

bicament en ramnosa, presentava la formaciÓ d'un are de pre-

cipitació proporcional a la quantitat d'extracte aplicat ais

pouets. Donat que la identitat immunológica entre l'enzim de

les dues soques és, només, parcial, l'algada de l'arc de pre-

cipitació forraat per la lactaldehid deshidrogenasa present

en els extractes crus de K.pneumoniae no es pot prendre com

a una mesura comparable amb la quantificació de. l'enzim d' E.

coli, dones l'antígen heteróleg dona un are de precipitaciÓ

més alt que el corresponent a la mateixa quantitat d'antigen

homóleg ( enzim d' E.coli ), i també més feble ( figura 43-B)

L'evidencia de que la reacció immunoldgica observada en

la immunodifusió radial i en 1'electroimmunodifusió segons

Laurell era deguda al reconeixement de l'enzim amb activitat

lactaldehid deshidrogenasa present en els extractes de K.pneu-

moniae pels anticossos anti-lactaldehid deshidrogenasa d' E.

coli , s'obtingué per una immunotitulació en medi liquid ( a-

partat 2.6.4 ).

Aliquotes d'un extracte cel.lular de K.pneumoniae amb u-

na activitat lactaldehid deshidrogenasa de 90 mU/mg, s'incu-

baren amb quantitats creixents de la fracció Y“9l°^uünes
anti-lactaldehid deshidrogenasa d'E.coli durant 30 minuts a

30qc. Després de centrifugar les barrejes, es va mesurar

1'activitat enzimática en els sobrenadants. Paral.lelament,

es va fer un experiment control, incubant els extractes amb

globulines d'animáis no immunitzats.
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FIGURA 43. IDENTITAT IMMUNOLOGICA PARCIAL ENTRE LA LAC-

TALDEHID DESHIDROGENASA DE K.PNEUMONIAE I LA

D'E.COLI.

A) IMMUNODIFUSIO RADIAL:

El pouet central contenia 10 pl de la frac-
cié ^-globulines anti-lactaldehid deshidro-
genasa d'E.coli (40 mg/ml).

1 a 4 : diferents quantitats d'extracte cel.lu-
lar de K.pneumoniae feta créixer aerébicament
en ramnosa. Per ordre 88 pg, 132 pg, 176 pg i
220 pg de protelna.
5 i 6 : extracte cel.lular d'E.coli ( soca 1 )

feta créixer aerébicament en ramnosa : 200 pg
i 100 pg repectivament.

B) ELECTROIMMUNODIFUSIO SEGONS LAURELL DE LA LAC-

TALDEHID DESHIDROGENASA PRESENT EN ELS EXTRAC-

TES DE K.PNEUMONIAE COMPARATIVAMENT AMB E.COLI

1 a 5 : 10 pl d'extracte cel.lular de K.pneu-
moniae feta créixer aerébicement en ramnosa,

contenint per ordre 16, 32, 48, 64 i 80 pg
de protelna total.
6 : 50 pg d'extracte cel.lular d'E.coli ( soca
1 ) feta créixer aerdbicament en ramnosa.
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FIGURA 44. IMMUNOPRECIPITACIO DE L'ENZIM LACTALDEHID DES-

HIDROGENASA DE K.PNEUMONIAE PELS ANTICOSSOS

ANTI-LACTALDEHID DESHIDROGENASA D'E.COLI.

Es van incubar alíquotes de 150 jul d'extrae-
te cel.lular de K.pneumoniae crescuda aerdbica-
ment en ramnosa (90 mU/mg) amb quantitats crei-
xents de la fracció de globulines anti-lactal-
dehid deshidrogenasa d'E.coli (•-«) o de sérum
d'animals no inununizats (o-o), a 30QC durant 30

minuts. Després de centrifugar les barrejes, es

determina l'activitat lactaldehid deshidrogenasa

segons 3.8.1.1 en els sobrenadants.
L'activitat enzimática s'expressa cora a percentat-

ge respecte l'activitat inicial.
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A la figura 44 es mostra com la preparació d'anticossos

anti-lactaldehid deshidrogenasa d'E.coli és capag d'inactivar

a l'enzim present ais extractes de K.pneumoniae i com a par-

tir d'una determinada concentracié, l'activitat lactaldehid

deshidrogenasa bloquejada pels anticossos era superior al 90%.

L'activitat enzimática es mantenia totalment en el sobre-

nadant en les incubacions amb sérum no immune.

3.9.2. ESTUDI EN SALMONELLA TYPHIMURIUM ATCC N° e23564

S.typhimurium creix aerdbicament en ramnosa amb un temps

de duplicaciS aproximat de 85 minuts (131) i amb un rendiment

final de la biomassa del cultiu que és la meitat de l'obtin-

gut per E.coli creixent en les mateixes condicions. Així, quan

E.coli tipus salvatge creix aerdbicament en ramnosa, la den-

sitat Sptica al final del cultiu és de 4, mesurada a 420 nm.

Tanmateix, S.typhimurium en idéntiques condicions de creixe-

ment arriba, només, a una absorbáncia de 2 a la mateixa longi¬

tud d'ona.

3.9.2.1. ABSENCIA D'ENZIM AMB ACTIVITAT LACTALDEHID DESHIDRO-

GENASA A S.TYPHIMURIUM.

En els extractes cel.lulars de S.typhimurium feta créixer

en ramnosa en condicions aerSbiques, s'assaja l'activitat lac-

taldehid deshidrogenasa segons es descriu a 2.4.2.1. Donat que

no es detecta gens d'activitat, es va intentar trobar les con-

dicions dptimes per a l'assaig de l'enzim de S.typhimurium.
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Malgrat haver provat diferents concentracions de substrat,

tipus de solucions amortidores, pHs i tipus i concentracions

de cofactors, el resultat fou sempre el mateix, no es detec-

tava activitat lactaldehid deshidrogenasa ( ni sobre lactal-

dehid/ ni sobre glicolaldehid ) en els extractes cel.lulars

de S.typhimurium.

L'abséncia d'enzim amb aquesta activitat enzimética en

els extractes d'aquest microorganisme es confirmé, també, im-

munolégicament, emprant preparacions d'anticossos anti-lactal-

dehid deshidrogenasa d'E.coli* No es detecté cap tipus de reac-

cié immunolégica, ni en plaques de doble difusié, ni en immu-

noelectroforesi, malgrat haver provat diferents concentracions

i relacions antígen-anticés. Es podia concloure que no hi ha-

via cap enzim,en els extractes cel.lulars de S.typhimurium,

que fés reconegut, ni tant sois parcialment, pels anticossos

anti-lactaldehid deshidrogenasa d'E.coli.

Aquests resultats concordaven amb el rendiment meitat

=2 ) d'un cultiu de S.typhimurium quan creix aerébi-

cament en ramnosa. El lactaldehid format per accié de l'aldola-

sa, no podia ésser metabolitzat a través de la seva oxidacié

a lactat, per tant, el cultiu creixia, només, mercés al fosfat

de dihidroxiacetona, aprofitant aix£,tan sois,la meitat deis

étoms de carboni de la molécula original, la ramnosa.

( A420
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4. DISCUSSIO
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4,1, ANALISI estructural i funcional de la lactaldehid
DESHIDROGENASA.

Un deis aspectes básics per a la realització del present

treball era disposar d'una preparacié enzimética purificada a

homogeneitat, que f6s útil en els estudis de caracterització

cinética i molecular, així com en els estudis comparatius en-

tre els enzims lactaldehid deshidrogenasa prodults per diver-

ses soques d'E.coli en diferents estadis d'evolució experimen-

tal. També era necessaria per a l'obtenció d'anticossos anti-

lactaldehid deshidrogenasa especifics.

En aquest sentit, una part del treball va anar encamina-

da a millorar el métode de purificacié de la lactaldehid des-

hidrogenasa posat a punt amb anterioritat, en el nostre labo-

ratori (20), el qual rendia preparacions no del tot homogénies,

atés que les electroforesis en gels de poliacrilamida en pre-

séncia de SDS donaven, per tinció amb Blau Brillant de Cooma-

ssie, dues bandes protéiques ( veure 3.2.).

Es va pensar en la possibilitat de que la banda minorité-

ria fós un producte de proteolisi de l'enzim natiu, hipótesi

que no sembla massa probable, donat que no és eliminada en

processos de purificado realitzats en preséncia de diferents

inhibidors de proteases, com sén la leupeptina, banzamidina i

PMSF.

En relació amb aquesta preparació enzimética, cal esnentar
;

que si bé no era homogénia, molt probablement, la proteina con-

taminant no interferiría en la majoria deis estudis cinétics

realitzats amb la lactaldehid deshidrogenasa, ja que quan a-
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questa preparació era sotmesa a electroforesi en gels de poli-
acrilamida en condicions no desnaturalitzants i revelada per

activitat, només apareixia una banda. Perd per a la caracterit-

zació molecular, sobretot en la determinació de la composició

d'aminoácids, així com per a l'obtenció d'anticossos anti-lac-

taldehid deshidrogenasa, es requeria una preparació enzimatica

d'un elevat grau de puresa.

Així, anteriors intents d'obtenció d'anticossos específics,

emprant la mostra de lactaldehid deshidrogenase purificada fins

a la gel-filtració ( veure 2.5 ) van resultar negatius. S'obte-

nien preparacions d'anticossos que reconeixien a mes d'una pro-

teína d'E.coli i per tant, no eren útils com a eines de treball

en els estudis de síntesi i regulació de l'enzim en diverses

soques mutants.

Amb la finalitat d'aconseguir una preparació enzimática ho-

mogénia, es van provar diverses técniques com a ültim pas del

procés de purificació, basades en diferents propietats ( veu-

re 3.2 ). La precipitació per afinitat amb Bis-NAD, usada amb

éxit per a diferents deshidrogenases oligomériques (53,99) no

va rendir el resultat esperat : no s*aconseguí precipitar la

lactaldehid deshidrogenase en cap de les condicions provades.

Aquest fet, descrit també.per l'alcohol deshidrogenase hepá-

tica, és degut probablement a que la majoria de complexes d'afi-

nitat es formen, només, ámb dues molecules d'enzim. La forma-

ció d'aquests complexes está relacionada amb al topografía de

l'enzim i els centres peí NAD+ (53). L'isoelectroenfoc prepa-

ratiu en gels de sephadex tampoc fou útil en la sep.aració d'amb-

dues proteínes.
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L'homogeneitat de la preparació enzimética s'aconseguí

mitjangant una cromatografía en hidroxiapatita ( veure 3.2 ).
La separció entre la proteina contaminant i la lactaldehid

deshidrogenasa va ésser conseqüéncia de l'elució diferencial

d'aquesta columna. Així, mentre la lactaldehid deshidrogena-

sa eluia a una concentració de fosfat entre 30 i 40 mM, l'al-

tre proteina ho feia a concentracions superiors a 50-60 mM.

L'elució de les protelnes retingudes per una matriu d'hidro-

xiapatita amb el mateix eluient depén bésicament de l'estruc-

tura i del punt isoeléctric, o nombre de grups positius i ne-

gatius de la seva molécula (60,61,62).

Donat que s'assolia el mateix grau de puresa quan aques-

ta cromatografía s'acoblava com a últim pas darrera la ero-

matografia de gel-filtració, com si s'usava després de la ero-

matografia d'afinitat en agarosa-NAD , s'escolli aquesta se-

gona opció, eliminant així, un pas per columna, que era reía-

tivament llarg i comportava una gran dilució de la preparació

enzimética.

El factor de purificació, emprant aquest nou métode, Ós de

120 vegades i el rendiment aproximat d'un 17%.

Cal esmentar, que aquest métode de purificació ha estat

usat per a purificar l'enzim lactaldehid deshidrogenasa de di-

verses soques d'E.coli, a partir de creixements aerébics en

hidrolitzat de caseína. S'ha escollit aquest medi de cultiu

per varies raons : a) E.coli presenta un temps de generació

molt curt, b) els nivells d'activitat lactaldehid deshidroge-

nasa són alts, i c) és asequible economicament ( és mes barat

que els altres medis inductors com són fucosa i ramnosa ).
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Les preparacions enzimátiques purificadles segons el nou

métode són homogénies des de diferents punts de vista, tal

com es descriu a l'apartat 3.2.1. No es detecten protelnes

contaminants al tenyir amb Blau Brillant de Coomassie o nitrat

de plata, 1'electroforesi en gels de poliacrilamida-SDS co-

rresponent a 25 yig i 1 jug d'enzim purificat respectivament
( figura 10 ). El mateix resultat s'obtenía per isoelectro-

enfoc analític. El revelat per activitat enzimática, tant

d'electroforesi en condicions no desnaturalitzants (70 pg),
com de 1'enfoc analític (15 pg) donava una única banda, des-

cartant la presencia de protelnes contaminats amb activitat

creuada envers el lactaldehid o el glicolaldehid.

La puresa d'aqüestes preparacions semblava, per tant, ac-

ceptable per tal de dur a terme la caracterització de l'enzim

lactaldehid deshidrogenase.

L'únic problema que quedava per resoldre era l'emmagatza-

matge de l'enzim purificat amb activitat suficient per a po-

der caracteritzar-lo cinéticament. Ja s'ha esmentat a l'apar-

tat 3.2.2 que la preparació purificada fins a la gel-filtra-

ció perdia el 90% de la seva activitat en 48 hores congelada

a -402C. Aquest aspecte d'inestabilitat enzimStica, freqüent

en els enzims del tipus aldehid deshidrogenase, es solventa

per l'addició, a la preparació purificada, de glicerol 20% i

DTT lmM , i guardant-lá en petites alíquotes a -20QC (67,79)

La preparació enzimatica de lactaldehid deshidrogenasa

purificada a homogeneitat, a partir de la soca 3, fou emprada

com a antlgen en 1'obtenciÓ deis anticossos específics.
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S'escollí l'enzim de la soca 3, ja que l'adquisicid de

la capacitat d'utilitzar 1,2-propandiol com a única font de

carboni i energia no comportava cap canvi en els nivells i . ■

tipus. d'induccid de l'activitat lactaldehid deshidrogenase

(32). La mutacid que portá a la soca 3 a créixer en 1,2-pro-

pandiol no havia afectat la lactaldehid deshidrogenase de la

soca salvatge. I endemés, l'obtencid de la soca JA-102 ( mu-

tant etilenglicol positiu ) es va fer a partir del mutant pro-

pandiol positiu corresponent, un derivat glicolat positiu de

la soca 3.

Donat que la soca 3 era el pas intermedi en l'evolucid

experimental d.'utilitzacid de glicols per E.coli, es va creu-

re convenient usar l'enzim d*aquesta soca com a material de

partida per a l'obtencid deis anticossos anti-lactaldehid des-

hidrogenasa, que ens permetrien quantificar l'enzim produit

per les diferents soques d'E.coli en diverses condicions de

creixement.

Per a l'obtencid d'anticossos específics es seguí la pau-

ta detallada a 2.6.1, consistent en tres administracions espaia

des,de petites quantitats d'antígen ( de l'ordre de micrograms ).

L'antisérum obtingut donava en plaques d'Ouchterlony, una reac-

cid d'immunoprecipitacid molt marcada i rápida ( 24 hores ) quan

s'enfrentava a l'enzim lactaldehid deshidrogenase purificat que

havia estat usat com a antlgen en la inoculacid a conills.

La preparacid d'anticossos que s'ha utilitzat en diferents

y-globulines, puri-
ficada per precipitacid amb sulfat amdnic a partir de l'anti-
sérum específic ( veure 2.6.2 ).

aspectes d'aquest treball, era la fraccid
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Aquesta preparació resulta molt adient com a eina de

treball en els estudis de producció i quantificació de l'en-

zim lactaldehid deshidrogenase sintetitzat en diferents so-

ques d'E.coli, fetes créixer en diversos medis i condicions

de cultiu , per determinades raons : 1) Era molt especifica,

atés que en les técniques de doble difusió i immunoelectro-

foresi segons Laurell, apareixia només un are de precipita-

cid ( que en tots dos cassos, era visible sense necessitat de

tinció ) quan s'analitzaven extractes cel.lulars d'E.coli,

tot indicant l'abséncia de reaccions creuades amb altres pro-

ternes presents; 2) Reconeixia per igual a l'enzim lactalde-

hid deshidrogenase produít per soques d'E.coli en diferents

estadis d'evolucid : la soca tipus salvatge o soca 1, la so-

ca capag de créixer en 1,2-propandiol o soca 3 i el mutant

etilenglicol positiu, la soca JA-102 ( figures 25 A i B ), i

3) La proporcionalitat entre la quantitat d'antígen sembrat

i l'algada del corresponent are de precipitado en la immuno-

electroforesi ( figura 26 ) permet utilitzar aquesta técnica

per a quantificar els nivells de lactaldehid deshidrogenasa

presents en els extractes cel.lulars d'E.coli.

Aqüestes preparacions d'anticossos han estat molt útils

en els estudis de regulacid realitzats sobre l'enzim lactalde-

hid deshidrogenasa. Així, en els estudis d'inducció en dife-

rents fonts de carboni i disponibilitat d'oxigen ens han per-

mes identificar que el mecanisme basic de regulacié es a ni-

vell transcripcional, en fundo de la presencia d'inductor i

d'oxigen.
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En els estudis de regulació "in vivo" han perinés desear-

tar la possibilitat d'una modulació de l'activitat lactalde-

hid deshidrogenasa a través d'un recanvi rtpid de l'enzim, do-

nada 1'elevada estabilitat envers la degradació d'aquesta pro-

teína enzimatica.

Les preparacions d'anticossos també han estat útils en

l'estudi de mutants deficients en lactaldehid deshidrogenasa,

fins i tot, han permes identificar, en determinats cassos, si

la mutació produlda era del tipus regulatori o estructural.

La caracterització, tant cinética com molecular de la

lactaldehid deshidrogenasa que es presenta en aquest treball,

ha estat portada a terme amb preparacions purificades a homo-

geneitat, a partir d'extractes cel.lulars de les soques 1 i

3. Els enzims prodults per ambdues soques sén indistingibles
✓

en quant els parametres cinétics i moleculars analitzats. Es

per aquest motiu, que a vegades, en el text corresponent a la

purificació i caracterització d'aquest enzim, es fa referén-

cia a la lactaldehid deshidrogenasa d'E.coli, sense especificar

a quina soca pertany; llevat del cas de la soca JA-102, que

ha estat objecte d'un estudi més detallat, donat que la selec-

ció peí carácter etilenglicol positiu comportava un increment

en els nivells d'una activitat glicolaldehid deshidrogenasa

( veure 3.6 ).

A partir deis resultats obtinguts, es pot deduir que la

lactaldehid deshdirogenasa és una protelna oligomérica, amb

pes molecular aproximat de 220.000 daltons ( estimat per

gel-filtració ), composta per quatre subunitats aparentment

un
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idéntiques, per les quals s'ha determinat un pes molecular

de 55.000 daltons ( calculat per electroforesi en gels de

poliacrilamida-SDS ( figures 11 i 12 ). Si bé entre les al-

dehid deshidrogenases descrites, hi ha una gran diversitat

de pessos moleculars i estructures oligomériques, determinats

enzims que pertanyen a aquest grup presenten també un pes

molecular aproximat de 200.000 a 220.000 daltons, i una es-

tructura tetramérica formada per subunitats de 55.000 daltons.

Es el cas. de l'aldehid deshidrogenasa de fetge de cavall (47),

els isoenzims de l'aldehid deshidrogenasa de Pseudomonas aeru-

ginosa (67), l'enzim de llevat (152) i certs isoenzims d'al-

dehid deshidrogenasa de fetge humé. (79).

De l'análisi de la composicié d'aminoácids es despren que

l'enzim presenta un baix contingut en els aminoécids que con-

tenen sofre ( cistelna i metionina ), així com en tri ptófan.

La presencia de pocs residus de cistelna i triptbfan es comü

a la majoria d'aldehid deshidrogenases descrites, la de llevat

(152), la de fetge humá (54,79), la de fetge de cavall (47),

així com la gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa d'E.coli (36).

Malgrat tot, el contingut en cistelna presentat en aquest

treball per a la lactaldehid deshidrogenasa d'E.coli és molt

baix ( de l'ordre de 6 mols de cistelna per mol de protelna

enzimática ). Els valors de cistelna i triptdfan de la lactal-

dehid deshidrogenasa haurien d'ésser considerats orientatius,

donat que són els aminodcids que més dificultats presenten

a l'hora de realitzar determinacions quantitatives i a la vega-

da són els menys freqüents dins el grup d'enzims aldehid des-

hidrogenases. Hi ha métodes espectrofetométrics per a la
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determinació de cistelna i triptófan (10,48,63), peró donada

la gran quantitat de mostra que requerien alguns d'ells, no

han estat utilitzats per a lactaldehid deshidrogenasa. Enea-

ra que no ha estat possible la determinació de tots dos amino-

acids mitjangant métodes que, préviament a la hidrólisi, trans-

formen a la protelna per oxidació amb performic, o bé per car-

boximetailació, i que sembla són els mes usats per a la quan-

tificació d'ambdós aminoácids, aquesta és una fita proposada

a realitzar en un futur. Així, i amb l'orientació del Servei

d'Análisi de la Universitat de Barcelona, s'escollí la hidró-

lisi amb triptamina i ácid p-toluensulfónic durant 24 hores a

1102C com a tractament idóni de la preparació enzimática per a

l'estimació del contingut en cistelna i triptófan.

Un valor semblant al de metionina, de l'ordre de 8 mols /

mol protelna, está, descrit també pels isoenzims d'aldehid des-

hidrogenasa hepática, tant d'home com de cavall.

Els valors presentats com a glutámic i aspártic inclouen

els de glutamina i asparragina, respectivament.

Cal remarcar que la lactaldehid deshidrogenasa és rica en

els aminoácids alanina, valina isoleucina i glicina, que a la

vegada, són els més freqüents dins 1'estructura de les aldehid

deshidrogenases.

L'enzim purificat presenta un espectre d'absorció ultra-

violeta tipie de proteines, amb un únic pie a 278 nm. La reía-

ció 280/260 de 1,54 indica la presencia de petites quantitats

de NAD+ lligat a l'enzim,

preparació enzimática amb una resina de carbó activat, tipus

que s'eliminen per tractament de la
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NORIT A, presentant aleshores una relació 280/260 de l'ordre

a la seva molécula, l'es-
+

de 1,82. Quan l'enzim incorpora NAD

pectre d'absorció mostra una amplia banda,aproximadament a

360 nm, la relació 280/260 baixa a 1,11 i el pie méxim d'ab-

sorció és de 272 nm ( figura 15 ).

Si bé no s'ha mesurat les constants d'unió de la protel-

na enzimética amb el NAD

complet sobre el contingut en NAD1”

+

, ni s'ha fet un estudi fluorimétric

de l'enzim lactaldehid des-

hidrogenasa purificat, per la mesura de l'increment d'absor-

béncia a 360 nm de la preparació enzimética, després de l'ad-

dició de quantitats creixents de NAD
+

, sembla que aquest en-
4-

zim és capag d'incorporar 4 mols de NAD per molécula protéica

( figura 16 ).

Un aspecte fonamental que calia resoldre préviament a la

caracterització cinética de la lactaldehid deshidrogenase era

el de la síntesi de l'isémer L- del lactaldehid, car no era

possible obtenir-lo a partir de cap firma comercial. Els mé-

todes escollits per a la síntesi i purificació d'aquest subs-

han donat un resultat molt satisfactori, ja que el reac-

tiu obtingut finalment, ha resultat ésser d'un grau de puresa

altament acceptable segons es pot deduir deis resultats co-

rresponents a la caracterització cinética, no detectant-se

trat

en cap cas, la preséncia d'impureses que actuessin inhibint

l'enzim.

Com es despren deis resultats presentats a l'apartat 3.3.

2.7, la lactaldehid deshidrogenase es capag d'actuar sobre

diversos aldehids, estructuralment relacionats, amb la carac-
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terística comuna d'ésser c< -hidroxiladehids. També presenta

activitat, encara que amb menys afinitat,sobre els o4-cetoal-

dehids ( figura 23 ). Sembla que la presencia d'un grup hi-

droxil/ o cetónic, en el carboni adjacent al grup aldehid prin

cipal, que seré. oxidat, és necessária per a 1'activitat enzi-

mática. Així, l'enzim és capag d'oxidar el L-lactaldehid, el

L-gliceraldehid.i el glicolaldehid, mentre que no actúa sobre

acetaldehid ni propionaldehid. D'entre els -cetoaldehids, no-

mes s'ha assajat el metilglioxal, que és oJcidat per la lactal-

dehid deshidrogenasa amb una velocitat de reacció i afinitat

més baixes.

L1estereoespecificitat de l'enzim sobre els isdmers de la

forma L- havia estat observada amb anterioritat al nostre labo-

ratori (19) i confirmada en 1'elaboracié del present treball

amb l'enzim purificat.

Els valors de Km pels diferents aldehids que actúen com

a substrats de la reacció enzimática indiquen que la lactalde-

hid deshidrogenasa presenta una afinitat més gran peí L-lac-

taldehid, quin valor de Km és un ordre de magnitud inferior

que els trobats peí L-gliceraldehid i glicolaldehid, si bé, és

el c¿-hidroxialdehid que presenta una Vmax més baixa.

L'eficiencia catalítica de l'enzim, definida peí quocient

Vmax (U/mg) / Km (mM) (86,124) calculada pels tres e< -hidroxi-

aldehids esmentats, és d'aproximadament 200 peí L-lactaldehid,

de 85 peí L-glicerladehid i de 50 peí glicolaldehid. Comparant

aquests resultats, es pot deduir que el millor substrat de la

lactaldehid deshidrogenasa és el L-lactaldehid. Des d'aquest

punt de vista, el metilglioxal és el pitjor substrat.
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Peí que fa al cofactor, l'enzim utilitza básicament el

NAD , ja que l'activitat mesurada en presencia de NADP

només un 10% de l'obtinguda amb NAD+
Vmax peí cofactor s'han calculat en preséncia de concentra-

cions saturants de L-lactaldehid i de glicolaldehid ( taula

8 ). Els valors trobats emprant el L-lactaldehid com a subs-

trat són mes baixos que els obtinguts en presencia de glicol-

aldehid, encara que la relació entre tots dos parémetres és

+
és

. Els valors de Km i

constant en cada cas.

El pH dptim de la reacció d'oxidació deis aldehids cata-

litzada per la lactaldehid deshidrogenasa presenta un méxim

de 9,5 en solucié amortidora glicina-NaOH 100 mM ( figura 17 ).

Segons que s'ha comprovat, en les condicions d'assaig de l'es-

mentat enzim, la interferencia deguda a la formacié de comple-

xes entre el NAD + i els aldehids, a pH alcall, és despreciable.

Aquests complexes absorbeixen a 340 nm de manera proporcional

a la quantitat d'aldehid present a la mésela d'assaig. Els au-

tors que descriuen aquesta interferencia i canvien l'amortidor

de l'assaig per altres menys alcalins, determinen l'activitat

enzimatica corresponent, en preséncia de quantitats d'aldehid

superiors a 10 mM (40), mentre que a l'assaig de la lactaldehid

deshidrogenasa, les concentracions d'aldehid emprades sén molt

mes baixes, i en tot cas inferiors a 1 mM. Un altre factor im-

portant a teñir en compte és el temps, donat que la formacié

deis esmentats complexes és molt lenta (40), l'increment d'ab-

sorbancia a 340 nm en 1 minut, degut a la unió aldehid-NAD ,

és despreciable.

La reaccié catalitzada per la lactaldehid deshidrogenasa
és experimentalment irreversible. Aquesta carcterlstica és una
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constant en les reaccions catalitzades per les aldehid deshi-

drogenases de la calse I segons Jakoby (83) , en les que el

aigua participa en la reacció, de manera que 1'aldehid és trans^

format quantitativament a l'écid corresponent. El célcul de la

l'energia lliure necessaria per a revertir la reacció, deter-

minada a partir deis valors calculats per a l'energia lliure

de formació deis reactants, és molt elevada ( de l'ordre de

-12,5 Kcal a 252C i pH 7,0 ) (83). Mentre que en les reaccions

en les que intervé el CoA ( enzims de la calse II ), o les

que usen com a co-substrat, com la ^>-semialdehid aspártic
deshidrogenasa de llevat, presenten valors d'energia lliure

molt més baixos, podent ésser revertides.

S'ha determinat també el valor de l'energia d'activació

corresponent a l'activitat lactaldehid deshidrogenasa, emprant

dos aldehids diferents com a substrat, el L-lactaldehid i el

glicolaldehid ( veure 3.3.2.2 )

Aquest parémetre, conjuntament amb el de la inactivació

térmica ( quin resultat es detalla a l'apartat 3.3.2.3 ) són

més importants en estudis comparatius entre enzims diferents

o isoenzims. Des d'aquest punt de vista, els enzims lactalde-

hid deshidrogenasa purificats a partir de la soca 1 i de la

soca 3, han presentat idéntic comportament. La comparació

amb l'enzim amb activitat glicolaldehid deshidrogenasa de la

soca JA-102 sera analitzada més endavant ( apartat4.3 ).

L'estudi de l'efecte deis ions divalents sobre l'acti-

vitat lactaldehid deshidrogenasa (veure 3.3.2.4) indica que
2 +l'enzim és inhibit fortament pels ions Zn

2+-
(figuresi Cu
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20 i 21 ), fins i tot, quan aquests están presents a concen-

tracions de l'ordre de micromolar a la mésela d'assaig. Men-
2 + 2 + 2 +

tre que els cations Ca“ , Mn~' i Mg" tenen un efecte inhibi-

dor molt menys marcat. Cal esmentar que aqüestes dades han es-

tat obtingudes sense incubació prévia de l'enzim amb els ca-

tions. Son els valors determinats a l'assajar l'activitat en-

zimática en presencia d'aquests.

L'efecte del temps d'incubació amb cations s'ha fet només
2+ 2+

peí Zn i Cu a la concentració de 75 juM,dins el contexte
d'un estudi encaminat a analitzar 1'efecte protector de l'EDTA

( figura 21 ). L’EDTA actúa protegint la inactivació per part

d'aquests cations quan esté. present a la mésela d'incubació a-

bans de l'addició deis cations. Per contra, no és capag de res-

taurar l'activitat de l'enzim quan aquest ha estat préviament

inactivat per acció deis esmentats ions. És per aixó, que 1'

EDTA ha estat emprat amb éxit, a la concentració de 1 mM, com

agent protector en el procés de purificació de la lactaldehid

deshidrogenasa.

La implicació deis grups -SH en el mecanisme d'oxidació

d'aldehids catalitzat per la lactaldehid deshidrogenasa s'ha

evidenciat amb l'us del p-hidroximercuribenzoat. Aquest compost

provoca una forta inhibició de l'enzim lactaldehid deshidroge-

nasa quan s'addiciona a la mésela d'assaig ( figura 22 ). El

DTT, a la concentració de 1,6 mM,és capag de revertir parcial-

ment la inactivació provocada peí p-hidroximercuribenzoat, re-

cuperant-se un 35% de l'activitat inicial. Aquest comportament

envers compostos que reaccionen amb grups -SH lliures és comú
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al grup d'aldehid deshidrogenases. Es per aixé, que aquests

enzims s6n altament inestables en els processos de purificacid,

perdent rapidament l'activitat per oxidacid o modificacid

deis grups sulfhidril necessaris per a l'accid catalítica.

La proteccid d'aquests grups s'aconsegueix per l'addició de

compostos reductors del tipus 2-mercaptoetanol o DTT/ a les

solucions amortidores emprades en els processos- de purificacid.

Com ja s'ha indicat a l'apartat 1.2.3.1, la lactaldehid

deshidrogenasa d'E.coli va ésser parcialment purificada i ca-

racteritzada a partir de la soca 3 (150). Si s'analitzen les

propietats descrites pels autors corresponents i que han es-

tat resumides a l'apartat 1.2.3.1, en relació amb les obtingu-

des amb l'enzim purificat i que formen part deis resultats pre-

sentats en aquest treball ( veure 3.3 ), s'observen algunes

diferencies atribulbles,potser, a les técniques emprades en

cada cas.

A nivell molecular, el pes molecular de l'enzim natiu,

estimat per Sridhara i Wu en 100.000 daltons, és clarament

diferent del presentat en aquest treball ( 220.000 daltons ).

La determinació d'aquest parémetre es va fer per ultracentri-

fugacid en gradients de sacarosa i gel filtracid respectiva-

ment. Fins. a la realitzacid del present treball, no hi havia

dades referents a 1'estructura de l'enzim, llevat del pes mo-

lecular, ja esmentat.

Quant a la caracteritzacid cinética, hi ha clares diferén-

cies que poden ésser el resultat de la utilització de condi-

cions d'assaig diferents.
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Aixl, el pH Óptim descrit per aquests autors no concorda

amb el trobat per nosaltres, si bé en aquest sentit pot influir

el fet que els amortidors usats en la determinació de l'acti-

vitat són diferents.

Sridhara i Wu presenten a l'enzim lactaldehid deshidroge-

nasa com a específic peí L-lactaldehid, peró tanmateix admeten

que és un fet poc freqüent dins el grup compost per les aldehid

deshidrogenases, ja que la majoria presenten una émplia espe-

cificitat de substrat, quan menys actúen sobre mes d'un aldehid.

A les nostres mans, la lactaldehid deshidrogenase presenta ac-

tivitat sobre diversos aldehids ( X-hidroxi- i ,^-cetoaldehids)

si bé el L-lactaldehid és el millor substrat.

La raó d'aquesta discrepancia quant a 1'especificitat de

substrat, molt probablement, radica en la concentració d'alde-

hid emprada a l'assaig enzimátic, que era de 20 mM en el cas

descrit per aquests autors. Com pot apreciar-se, és una con-

centracié molt elevada en relacié amb la utilitzada en el nos-

tre laboratori. Aixó es degut, amb quasi tota seguretat, a que

el grau de puresa de les preparacions de L-lactaldehid obtin-

gudes en els dos laboratoris són diferents, ja que el pas de

purificacié per cromatografía en paper ( veure 2.11.2 ) no es-

tá descrit per aquests autors. La concentració óptima de L-lac-

taldehid purificat i desdimeritzat per a la determinació de

l'activitat lactaldehid deshidrogenasa segons es descriu a

2.4.2.1 és de 0,1 mM ( molt més baixa que la descrita de 20 mM).

Aquests resultats indicarien que el L-lactaldehid sintetitzat

contindria una impuresa que afectarla considerablement a l'ac-
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tivitat lactaldehid deshidrogenasa/ obligant a incrementar

molt la concentrado d'aldehid a l'assaig/ i fins i tot així,

l'activitat especifica, en 1'extracte cel.lular, és molt bai-

xa, segons que comenten els esmentats autors.

La desdimerització del L-lactaldehid també sembla neces-

siria, ja que aquest fenómen descrit pels /-hidroxialdehids en

solució, disminueix el nombre de grups aldehid disponibles per

a la reacció enzimltica (103) .

Així dones, a la concentració de 20 mM, el L-gliceraldehid

assajat per aquests autors no era substrat de la reacció en-

zimática. L'activitat trobada era només d'un 3% de la presen-

tada amb L-lactaldehid 20 mM com a substrat. A aquesta concen-

tració l'efecte d'inhibició per substrat presentat a 11apartat

3.3.2.6 és molt marcat en el cas del gliceraldehid. Aquests au-

tors no van assajar concentracions inferiors a 20 mM. Tampoc

van provar el glicolaldehid com a substrat, a cap concentració.

Peí que fa a cofactors, Sridhara i Wu descriuen que al lac-

taldehid deshidrogenasa, per ells purificada, no és capag d'u-

sar NADP + com a cofactor, si bé nosaltres hem mesurat una ac-

tivitat lligada a NADP+ amb l'enzim purificat, de l'ordre de

10 vegades inferior a la determinada en presencia de NAD+ .

Les Km obtingudes peí NAD+ en tots dos laboratoris són sem-

blants, de l'ordre de 1.10 ^ M. Les Km peí lactaldehid són molt
_2diferents, així aquests autors presenten un valor de 1.10 M,

davant del 3.10 ^ M obtingut en el present treball.

Encara que la lactaldehid deshidrogenasa d'E.coli ja havia

estat parcialment purificada i caracterizada, els resultáis
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eren incomplets i no massa clars en determinats aspectes,

peí que creiera que el conjunt del present treball es positiu

i aporta dades noves referents a 1'estructura de l'enzim,

aix£ com de les seves característiques cinetiques.
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4.2. LA LACTALDEHID DESHIDROGENASA D'E.COLI : POSSIBLE
ENZIM MULTIFUNCIONAL,

Els resultats obtinguts al llarg d'aquest treball de-

mostren la participació de la lactaldehid deshidrogenasa en

diferents metabolismes que inclouen sucres ( fucosa, ramno-

sa, i potser D-arabinosa ), glicols ( propandiol, etilengli-

col ) i aminoácids ( glutamat ).

Ara bé, el catabolisme de fucosa i ramnosa condueix a

la formació d'un intermediari comú, el L-lactaldehid, al temps

que aquest substrat es produeix també, durant la utilització

de 1,2-propandiol. Així, la implicació de l'enzim lactalde-

hid deshidrogenasa en aquests metabolismes és conseqüéncia de

la seva actuació sobre el mateix aldehid. Un cas quelcom di-

ferent és el de 1'etilenglicol. E.coli per a metabolitzar a-

quest glicol agafa prestats els enzims de la via d'utilitza-

cié del 1,2-propandiol, oxidant el glicolaldehid,format a

partir de 1'etilenglicol, a glicolat. Si bé no s'ha desenvo-

lupat cap via própia per a la utilització de 1'etilenglicol,

és interessant remarcar l'adaptacié aconseguida mitjangant la

superproducció de la lactaldehid deshidrogenasa i quina in-

duccicí' és provocada, molt probablement peí propi glicolalde-

hid.

La participació de l'enzim lactaldehid deshidrogenasa en

el metabolisme del glutamat és un fet evident, a la vegada que

és difícil que la formació de L-lactaldehid té lloc

durant el metabolisme d'aquest aminoácid.

pensar
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En aquests moments no podem donar cap- explicació refe-

rent al per qué de la inducció de la lactaldehid deshidroge-

nasa com a conseqüéncia del metabolisme del glutamat. No sa-

bem quin és 1'intermediari que actuarla com a inductor de

l'enzim, donada la complexitat bioquímica d'aquest aminoécid.

Ja s'ha esmentat a l'apartat 1.3.5 que moltes rutes degradati-

ves d'aminoacids convergeixen en la formació de glutamat ( a

través de «¿-cetoglutarat ), així com el glutamat és utilit-

zat dins la cél.lula per diverses rutes metabéliques per a a-

conseguir diferents funcions. El que si és evident, és que

l'enzim indult peí metabolisme del glutamat és la prépia lac-

taldehid deshidrogenasa objecte d'aquest treball. Així ho con-

firmen les evidencies genétiques obtingudes amb mutants defi-

cients de lactaldehid deshidrogenasa, on no s'observa inducci<5

per glutamat, i les evidéncies immunoldgiques referents a la

identitat entre l'enzim sintetitzat en preséncia d'hidrolitzat

de caseína i el produít en preséncia de ramnosa o fucosa.

L'existéncia d'enzims multifuncionals esté ampliament de£

crita a la bibliografía, si bé la majoria presenten diferents

formes isoenzimétiques, és a dir, espécies que catalitzen la

mateixa reacció, peré són diferenciables en determinats aspee-

tes estructuráis i a vegades d'induccié.

Aquest és el cas d'enzims que presenten una émplia especi

fitat de substrat i com a conseqüéncia participen en diversos

metabolismes. Com a exemples d'aquest tipus d'enzims farem men

cié de les aldehid deshidrogenases de mamífers, que han estat
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objecte d'ámplis estudis donada la seva relació amb el meta-

bolisme de l'etanol dins el contexte de l'alcoholisme. La pre-

séncia d'isoenzims d'aldehid deshidrogenasa en diferents tei-

xits, sobretot en fetge, s'ha evidenciat mitjangant estudis

cinétics i estructuráis. Els diferents isoenzims poden actuar

sobre diversos aldehids, a més de 1'acetaldehid, entre els

que hi podem comptar el propanal, aldehids alifátics de cade-

na llarga, 'aromátics, malondialdehid, derivats de neurotrans-

missors, precursors d'ácids biliars i metabdlits de cortico-

esteroids. Si bé s'especula que els isoenzims de baixa Km per

a 1'acetaldehid estarien més relacionáis amb el metabolisme '

de l'etanol, els d'alta Km podrian estar més implicáis en el

metabolisme del colesterol, corticoesteroids i d'amines bio-

genes com la dopamina i la serotorina. Fins i tot s'ha des-

crit la induccié de certs isoenzims d'aldehid deshidrogenasa

hepática per fenobarbital .

Un altre exemple d'enzims inespecífics és el referent a

1'alcohol deshidrogenasa, la qual pot oxidar diferents. alcohols.

L'existencia deis quals a la vena porta, com a conseqüéncia

de l'actuació bacteriana en el tráete intestinal, aix£ com

1'amplia distribució de 1'alcohol deshidrogenasa en la natu-

ra, fan pensar en que la funciÓ fisiológica d'aquest enzim

sigui la de metabolitzar aquests productes, actuant com a un

sistema de desintoxicació (18). S'ha demostrat, també, l'exis-

téncia d'isoenzims d'alcohol deshidrogenasa en diverses espé-

cies, formáis per la combinació de diferents tipus de subuni-

tats (18).
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Encara que la lactaldehid deshidrogenasa presenta activi-

tat sobre diversos aldehids, no s'ha identificat la presencia

de diferents formes isoenzimátiques en cap deis metabolismes

analitzats. Fins i tot, donada la baixa afinitat peí glicol-

aldehid, la capacitat de metabolitzar etilenglicol en la so-

ca JA-102 s'ha aconseguit augmentant la produccié de la ma-

■teixa forma enzimática de la soca progenitora.

Un altre tipus d'enzims multifuncionals s<5n aquells en els

qualsconvergeixen dues o més vies metabdliques diferents, quel-

com semblant a les vies d'utilització de fucosa i ramnosa en

el punt de formaciÓ del L-lactaldehid.

S'han escollit dos enzims bacterians per a comentar :

la D-glicerat quinasa d'E.coli (165) i la semialdehid 2-ceto-

glutáric deshidrogenasa de Pseudomonas putida (93).

En E.coli, la D-glicerat quinasa té dues funcions depe-

nent de la font de carboni usada peí creixement. Amb D-glice-

rat, l'enzim juga un paper important en el catabolisme, trans-

formant el substrat en 3-fosfoglicerat, intermediari glicolí-

tic. Aix5 és també aplicable peí creixement en D-glucarat,

que és metsbolitzat a piruvat i D-glicerat. L'enzim és induible

peí creixement en tots dos compostos. Ara bé, s'ha detectat

una altra forma isoenzimAtica de la D-glicerat quinasa dife-

rent, durant el creixement en glioxilat o glicolat quin cata-

bolisme té lloc mitjangant les reaccions del cicle deis Acids

dicarboxílics. Donat que els intermediaris d'aquest cicle sén
també precursors biosintétics, s'han d'anar reemplagant a tra-

ves de vies anaplerdtiques. Una de les maneres és a través del
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glioxilat, el qual pot donar precursors biosintétics a través

de la via del D-glicerat. Aquesta ruta comporta la transfor-

mació del glioxilat'en fosfoenolpiruvat en quatre etapes, una

de les quals és la fosforilació del D-glicerat. Així, la D-

glicerat quinasa té també un paper anaplerótic i és indulda

peí creixement en glicolat, peró no peí creixement en glico-

lat més casaminoácids. D'aquesta manera, s'han identificat dues

formes de D-glicerat quinasa en soques d'E.coli K-12, una ano-

menada glicerat quinasa I, que és l'enzim catabólic indult peí

creixement en D-glicerat i D-glucarat i quina inducció no está

afectada per la presencia de aminoácids. La D-glicerat quinasa

II, és l'isoenzim anaplerótic indult peí creixement en glico-

lat en absáncia de casaminoácids.

Tot comparant aquest model amb la lactaldehid deshidroge-

nasa objecte d'aquest treball, cal esmentar que la induccié

en presencia de glutamat podria ésser deguda a alguna via ana-

plerotica o secundária del metabolisme d'aquest aminoácid.

Malgrat aixó, l'enzim indult peí glutamat és estructuralment

i geneticament identic a la lactaldehid deshidrogenase indul-

da peí creixement en fucosa, ramnosa, propandiol, així com en

etilenglicol.

L'altre model d'enzim multifuncional, punt de convergán-

cia de dues vies metabóliques, escollit per a comentar en reía-

ció amb la lactaldehid deshidrogenase és la semialdehid 2-ce-

togutáric deshidrogenase de P.putida ( apartat 1.2.1 ).

Aquest enzim catalitza l'oxidació del semialdehid 2-ceto-
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glutáric a 2-cetoglutarat. Aquest pas és el punt on conver-

geixen dues vies catabSliques induíbles, la de la hidroxi-

prolina i la del D-glucarat ( figura 1 ). Els enzims induíts

per la hidroxiprolina i peí D-glucarat purificats a homoge-

neitat mostren diferencies estructuráis ( relacionades amb

el perfil obtingut en la digestid amb tripsina ), immunoló-

giques i genétiques, encara que tots dos isoenzims són molt

similars, donat que les análisis del pes molecular, tipus de

subunitats , composició d'aminoácids i propietats cinétiques

els identificaven com a indistingibles (93).

L'estudi realitzat amb la lactaldehid deshidrogenasa d'

E.coli ha evidenciat que l'enzim induít pels diferents sucres

(fucosa i ramnosa) així com per 1'hidrolitzat de caseína, i

pels glicols és el mateix enzim. Un deis estudis mes conclui-

ents és el realitzat a nivell genétic, usant mutants defi-

cients de lactaldehid deshidrogenase. La manca de síntesi en-

zimática en les soques 40,1 JA-104 a 42°C s'observa tant du-
rant el creixement en ramnosa, com en hidrolitzat de caseína,

així com en propandiol, medi en el qual no poden créixer dona-

da l'esmentada deficiencia enzimática.

En el mutant JA-102 ( etilenglicol positiu ) la mutació

que ha conduít a la superproducció de lactaldehid deshidro-

genasa es manifesta tant en el creixement en etilenglicol com

en hidrolitzat de caseína.

Els estudis immunoldgics donen també suport a que totes

les vies metabóliques que condueixen a l'actuacié de la lac-

taldehid deshidrogenasa sobre el L-lactaldehid o sobre altres

aldehids, utilitzen la mateixa forma enzimática de lactaldehid
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deshidrogenasa. Si bé, els enzims prodults per les diferents

soques s'han purificat a partir de creixements en hidrolitzat

de caseína i aixl s'ha utilitzat com a antígen la protelna

de la soca 3, s1 observa una identitat immunológica total

amb 1’enzim lactaldehid deshidrogenasa present en els extrae-

tes cel'.lulars corresponents ais creixements en ramnosa, pro-

pandiol i etilenglicol.

El fet que diferents vies metabóliques indulbles conver-

geixin en una etapa enzimática comuna obre possibles alternati-

ves per a la regulació d'aquesta reacció en qüestió :

a) Una de les alternatives és la inducció separada de

diferents enzims per a aquesta reacció comuna. Cada enzim es-

taria controlat en associació amb una de les vies. Aquest mo-

del és el que segueixen els enzims comentats en aquest apartat:

les D-glicerat quinases d'E.coli i la semialdehid 2-cetoglu-

táric deshidrogenasa de P.putida.

b) Una segona possibilitat és 1'existencia d'un únic enzim

que catalitza la reacció comuna, el qual podria ésser indult

peí própi substrat o per algún intermediari comú posterior.

Sembla que en Pseudomonas sp, la ^-cetoadipatenol hidrolasa,
enzim comú on convergeixen les vies del catecol i del protoca-

tecuato segueix aquest model, i és indult peí producte de la

reacció, el cetoadipat (119). Cal esmentar que en aquest tre'-’

ball reportat per Orston no es presenten estudis comparatius
amb els enzims purificats, ni amb mutants deficients d'aquests

metabolismes, per la qual cosa no es pot descartar la possibi-
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litat de 1'existencia de dos gens estructuráis, un associat

a cada sistema i ambdds sota un mateix control.

c) Una tercera alternativa seria la induccid d'un únic

gen comú a les diferents vies, perd provocada per inductors

separats, cadascun associat a una de les vies separades pré-

vies. Aquesta possibilitat, segons els nostres coneixements

encara no ha estat reportada, si bé sembla que és el model se-

guit per la lactaldehid deshidrogenasa.

Com ja s'ha esmentat en aquest apartat, els estudis gene-

tics realitzats en mutants, així com els immunolSgics i de ca-

racteritzacid deis enzims prodults per diferents soques, donen

suport a 1'existencia d'un únic enzim que respondria a la in-

duccid provocada per diferents inductors, depenent de la via :

el L-lactaldehid en els metabolismes de fucosa, ramnosa i pro-

pandiol; i el glicolaldehid en el metabolisme de l'etilengli-

col. Molt probablement, 1'inductor format durant el creixement

en hidrolitzat de caseína ( o en presencia de glutamat ) és di-

ferent deis dos aldehids esmentats.
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4,3, PARTICIPACIO DE L'ENZIM LACTALDEHID DESHIDROGENADA EN

EL METABOLISME DE L'ETILENGLICOL EN MUTANTS D'E.COLI.

E.coli tipus salvatge és incapag d'usar 1,2-propandiol

i etilenglicol com a única font de carboni i energia, car no

disposa de la maquinaria enzimática necessária per a la seva

completa metabolització.

Per mutagénesi de la soca tipus salvatge amb etilmetan-

sulfonat s'aconseguí obtenir mutants capagos d'utilitzar pro-

pandiol com a substrat de creixement, mentre que no f6u possi-

ble l'obtenció de mutants que degredessin 1'etilenglicol (veu-

re 1.3.3). En els mutants propandiol positius s'havia fet cons-

titutiva la síntesi de l'enzim propandiol óxido-reductasa,.en

forma activa. Aquest enzim és indulble peí creixement anaeró-

bic en ramnosa. En fucosa, l'enzim és sintetitzat en forma i-

. nactiva en aeróbiosi, i és activat peí canvi a anerobiosi en

el mateix medi.

Donat que la propandiol óxido-reductasa presenta una for-

ta activitat envers 1'etilenglicol, transformant-lo en glicol-

aldehid, es va creure convenient obtenir els mutants etilen-

glicol positius a partir d'una soca propandiol óxido-reducta-

sa constitutiva, com és la soca 3.

El problema que presentava aquesta soca era l'incapaci-

tat d'usar glicolat, quin metabolisme es creia necessari per

a la metabolització de 1'etilenglicol. Per tant, es partí de

la soca G3 ( Prd+ , Glicolat +) i per mutació espontania es

selecciona la soca JA-102 per la seva capacitat de créixer en

medis que contenien etilenglicol com a única font de carboni
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i energia.

La via de degradació d'aquest glicol és la que es detalla

a l'apartat 1.3.3, on el glicolaldehid, format per acció de la

propandiol Óxido-reductasa sobre l'etilenglicol, és oxidat a

glicolat, el qual ja pot ésser adientment transformat per E.

coli a fi d'entrar en el metabolisme central.

Es interessant de resaltar, que la via d'utilització de

l'etilenglicol en E.coli concorda amb les vies descrites an-

teriorment per a altres soques bacterianes capaces de degra-

dar aquest glicol, si bé aquesta via, en E.coli, ha estat cons-

truida a través d'un procés d'evolució experimental ( aplicant

una forta pressié selectiva sobre aquest microorganisme en el

laboratori ) . Aixó indicarla, que l'evolució d'aquesta nova

via metabólica ha portat al mateix model que l'evolució natural

ha prodult de manera indepenent en altres microorganismes filo-

genéticament no relacionats. Aquest model és un deis exemples

de com l'adquisició d'una nova capacitat metabólica pot afavo-

rir l'adquisició d'altres. Així, els mutants d'E.coli amb capa-

citat d'utilitzar propandiol veuen augmentat el seu potencial

evolutiu envers la utilització d'altres compostos relacionats,

com en aquest cas l'etilenglicol.

A la figura 6 es presenta el paral.lelisme existent entre

les vies de degradació del propandiol i l'etilenglicol. Així,

el primer pas d'ambdues vies está catalitzat per la mateixa pro-

pandiol Sxido-reducatasa, formant-se els aldehids corresponents:

el L-lactaldehid, en el cas del propandiol i el glicolaldehid
en el de l'etilenglicol. A continuació, els aldehids són oxi-

dats ais ácids corresponents. L'enzim responasable d'aquesta
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oxidació en el metabolisme del propandiol és la lactaldehid

deshidrogenasa. Ara bé, 1'origen de l'enzim amb activitat

glicolaldehid deshidrogenasa de la via de 1'etilenglicol

desconegut pels autors que identificaren aquesta via degrada-

tiva (16) .

era

Hi havia dues possibilitats per a explicar l'aparició d'un

enzim amb activitat glicolaldehid deshidrogenasa : 1) L'expre-

ssió d'un nou gen per a aquest enzim que estigués reprimit i

s'expresés en condicions desconegudes, o bé 2) un canvi en l'ex

pressió del gen de la lactaldehid deshidrogenasa induible en

( No es va detectar cap canvi a ni-

vell de la lactaldehid deshidrogenasa en la selecció de la so-

ca 3 a partir de la soca 1 ).

Segons la primera hipótesi, seria possible demostrar l'exi£

téncia de dues activitats aldehid deshidrogenasa en la soca

JA-102 actuant sobre el glicolaldehid, la nova i la correspo-

nent a la lactaldehid deshidrogenasa, ja que era poc probable

que aquest darrer enzim desaparagués com a conseqüéncia de l'a-

parició de la glicolaldehid deshidrogenasa. Els dos enzims se-

rien,segurament, diferenciables estructuralment.

a la segona hipótesi, ja Leblanc i Mortlock

(101) van suggerir la possibilitat de que 1'activitat glicol-

aldehid deshidrogenasa descrita en un mutant d'E.coli capag

de metabolitzar la D-arabinosa mitjangant la utilització deis

enzims de la fucosa, fós deguda a l'accié de la lactaldehid

deshidrogenasa descrita per Sridhara i Wu. Aquesta hipótesi
no és tant descabellada, si tenim en compte que l'enzim lactal-

dehid deshidrogenasa,purificat de la soca 1 i de la soca 3,

la soca 1 i en la soca 3.

Peí que fa
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presenta activitat sobre glicolaldehid.

D'aquesta manera s'ens plantejá la qüestid de si les ac-

tivitats lactaldehid deshidrogenasa i glicolaldehid deshidro-

genasa eren funcid de la mateixa proteina enzimática a E.coli.

Si s1evidenciava aquesta hipótesi, estariem davant d'un cas

interessant d'evolucid, ja que l'adquisicid de la capacitat

d'utilitzar etilenglicol suposaria la utilització deis enzims

que intervenen en la via de degradaciÓ d'un altre glicol, el

propandiol, al temps que és una inversid de la via de ferman-

tacid de la L-fucosa i L-ramnosa en la soca salvatge.

Si aquesta opcid fcís certa, els nivells d'activitat glicol-

aldehid deshidrogenasa de la soca progenitora (G3 d 3) serien

deguts. a l'enzim lactaldehid deshidrogenasa. La seleccid de la

soca JA-102 comportava un increment d'aquesta activitat en unes

tres vegades. Aquest augment en els nivells d'activitat glicol-

aldehid deshidrogenasa podia ésser degut a que la mutacid pro-

dulda haguds afectat l'enzim responsable d'aquesta activitat :

a) donant un enzim més actiu, b) augmentant la slntesi de l'en-

zim responsable, i c) totes dues coses alhora.

Per tal d'abordar aquesta problemática i a fi de poder es-

tablir 1'origen de l'enzim amb activitat glicolaldehid deshidro-

genasa deis mutants etilenglicol positius, s'analitzaren compa-

rativament les activitats lactaldehid deshidrogenasa i glicol-

aldehid deshidrogenasa, així com els enzims prodults, en les

diferents soques que participen en el model d'evolucid experi-

mental esmentat : la soca 1, la soca 3 ( equiparable a la soca

G3 ), i la soca JA-102. L'estudi comprenia aspectes fisioldgics,

genétics, estructuráis i cenátics ( apartat 3.6 ).
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Els estudis d'inducció, portats a terme en aqüestes so-

ques, no van demostrar cap diferencia entre ambdues activi-

tats. Aixl, les fonts de carboni que comportaven una induc-

ció en els nivells d'activitat lactaldehid deshidrogenase

( fucosa en la soca 1 i propandiol en la soca 3 ) provocaven

proporcionalment una inducció de 1'activitat glicolaldehid

deshidrogenase. Aquest fet es donava també a l'inrevés, la

soca JA-102 presentava els mateixos nivells d'activitat lac-

taldehid deshidrogenasa en els creixements en hidrolitzat de

caseína i en etilenglicol, i aquests eren tres vegades supe-

riors ais de la soca 1 i 3 ( taula 14 ). La relació entre amb-

dues activitats, en cada soca i condició , era constant, tot

indicant que totes dues eren funció d'un mateix enzim.

Les evidencies genetiques de la identitat entre la lac-

taldehid deshidrogenase i la glicolaldehid deshidrogenase

s'obtingueren mitjangant mutants. que havien estat seleccionats

per la seva incapacitat de créixer en propandiol, per la man-

ca d'activitat lactaldehid deshidrogenasa : la soca 40 i la

soca termosensible JA-104 (a 42SC ). Aixl, la pérdua de l'ac-

tivitat lactaldehid deshidrogenasa en la soca 40 era concomi-

tant amb l'absencia d'activitat glicolaldehid deshidrogenasa.

L'adquisició de la termosensibilitat per la soca JA-104 afecta-

va simultániament a totes dues activitats ( taula 15) . Aixó

indicava que no hi havia cap altre enzim, en els extractes ce-

l.lulars d'aquests mutants,amb capacitat d'oxidar el glicol-

aldehid.

La detecció d'un únic enzim amb activitat glicolaldehid

deshidrogenasa en els extractes crus del mutant JA-102 s'obtin-
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gué, també, per l'análisi electroforética (veure 2.6.2.3) i

per cromatografía de bescanvi aniénic (veure 3.6.2.4) deis

esmentats extractes cel.lulars, a la vegada que van demos-

trar que aquest únic enzim era indistingible, al menys a tra-

ves d'aqüestes técniques, de 1*enzim present en els extractes

cel.lulars de la soca 1 i de la soca 3.

Una altra evidencia al respecte és 1'aportada per la co-

purificació simultánia d'ambdues activitats ( lactaldehid i

glicolaldehid deshidrogenasa ) al llarg de tot el procés de

purificacié disenyat per a la lactaldehid deshidrogenasa d'E.

coli, tant partint de la soca 3, com de la soca JA-102, man-

tenint-se la relacié entre totes dues activitats constant du-

rant tot el procés ( veure 3.6.2.5 ). La única banda coincident

obtinguda en les electroforesis corresponents a cada purifica-

cié, tant al revelar per activitat glicolaldehid deshidrogenasa .

com per lactaldehid deshidrogenasa, dona suport a la identitat

entre tots dos enzims, albora que descarta la possibilitat de

l'existlncia d'un segon possible enzim amb activitat aldehid

deshidrogenasa en les dues soques.

A més, no ha estat possible trobar diferéncies estructu-

rals entre els enzims sintetitzats per les soques 1, 3 i JA-102 ,

com es despren de la caracteritzacié molecular realitzada en

aquests enzims a nivell de pes molecular, nombre de subunitats,

punt isoeléctric, composicié d1aminoácids, espectre d'absorcié
i contingut en NAD+ , aix£ com de l'anAlisi deis péptids resul-

tants de la digestid proteolítica limitada deis enzims de les

soques 3 i JA-102 amb t>(-quimotripsina i proteasa V8 de S.aureus.
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La similitud estructural deis enzims responsables de

l'activitat lactaldehid deshidrogenasa i glicolaldehid des-

hidrogenasa ha estat confirmada també per técniques immuno-

ldgiques. Els enzims de les soques 1, 3 i JA-102 presenten i-

dentitat immunológica davant preparacions d'anticossos obtin-

gudes a partir de< la lactaldehid deshidrogenasa de la soca 3.

Aixi mateix, l'estudi einétic deis.enzims purificats a

partir de les tres soques : 1, 3 i JA-102, demostré que són

indistingibles des d'aquest punt de vista, ja que els tres en-

zims presenten el mateix pH éptim i especificitat de substrat

sobre els p(-hidroxiladehids i de cofactor. Les constants ciné-

tiques Km i Vmax determinades pels tres enzims i pels aldehids

mes actius ( L-lactaldehid, L-gliceraldehid i glicolaldehid ),

aixi com peí coenzim NAD+ , presenten valors del mateix ordre,

tot indicant que la mutació que ha afectat l'enzim responsable

de l'activitat glicolaldehid deshidrogenasa en l'obtenció deis

mutants etilenglicol positius, no ha modificat la reactivitat,

ni 1'eficiencia catalítica del mateix.

Els parametres d'energia d'activació, aixi com el perfil

d'inactivacié térmica eren idéntics pels enzims purificats a

partir de les tres soques.

Al llag d'aquest recull comparatiu s'aporten evidencies

sufucients que l'enzim present en la soca JA-102 ( etilenglicol

positiva ) amb activitat glicolaldehid deshidrogenasa,en el
contexte del metabolisme de 1'etilenglicol en aquesta soca, és

la propia lactaldehid deshidrogenasa d'E.coli, present en la
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soca tipus salvatge i en la soca 3 ( propandiol positiva ).

L'existencia d'un segon enzim amb activitat sobre el gli-

colaldehid queda descartada, donat que no ha estat possible

detectar-lo en cap de les técniques emprades.

La selecció de mutants capagos d'utilitzar etilenglicol

com a única font de carboni i energia no ha provocat l'apari-

ció d'un isoenzim de lactaldehid deshidrogenasa mes actiu.

Segons que sembla, la mutació produlda, que es manifesta en

un increment deis nivells d'activitat glicolaldehid deshidro-

genasa de l'ordre d'unes tres vegades, provoca la síntesi in-

crementada de 1'enzim responasable. Aquest fet queda confirmat

per la quantificació immunologica de 1'enzim present a la soca

JA-102 respecte de la soca 3 ( figura 42 ).

La mutació ha afectat possiblement a la zona promotora

de l'expressió génica, afavorint l'inici de la transcripció

génica. Com a conseqüéncia de 1'increment en la velocitat de

transcripció, es produeix una superproducció de 1'enzim corres-

ponent, de manera que pot usar substr.ats pels qui presenta

menys afinitat ( com seria el cas del glicolaldehid ), trans-

formant-lo a una velocitat suficient com perqué tingui lloc el

metabolisme de 1'etilenglicol.

Des d'un punt de vista evolutiu, 1'eficiencia catalítica o

potencial cinétic ( Vmax/Km ) envers un determinat substrat

es pot modificar millorant les constants cinétiques ( augmen-

tant la Vmax, o disminuint el valor de la Km ), o bé, incre-

mentant la concentració total d'enzim, ja que la Vmax esté re-

lacionada amb aquest darrer parémetre, a través de l'equació
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Vmax = Kcat x (E)t , on Kcat ós la constant ca-
talítica ( min 1 ) o velocitat de recanvi

representa el nombre máxim de molécules de substrat converti-

des en producte per molécula d'enzim i per unitat de temps (86).

En la selecció de la soca JA-102, s'ha millorat 1'eficiencia

següent :

de l'enzim, la qual

catalítica de l'enzim lactaldehid deshidrogenase sobre el gli-

colaldehid mitjangant un increment en la concentració total

d'enzim, mantenint les constants cinétiques Km i Vmax inalte-

rades.

Están descrits exemples d'aquest tipus de mutacions que

afecten el promotor de' gens estructuráis, provocant una super-

producció d'enzim (17,129). Certes mutacions en la regió del

promotor poden conferir resistencia a la repressió catabólica

(148). Quelcom semblant succeeix amb la mutació que ha portat

es perd laa la soca JA-102 a créixer en etilenglicol, car

repressió catabólica provocada per la glucosa. A mes, la in-

ducció assolida en els creixements en fonts de carboni induc¬

tores -hidrolitzat de caseína i etilenglicol- és del mateix

ordre, a diferencia del que es dona a la soca tipus salvatge.
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4.4. L'ACTIVITAT LACTALDEHID DESHIDROGENASA NO ÉS FUNCIÓ
D'ALTRES ENZIMS DEL TIFUS ALDEHID DESHIDROGENASA DES-

CRITS A E.COLI".

Donat que la lactaldehis deshidrogenasa purificada presen-

ta activitat sobre diversos aldehids, entre els quals s'inclouen

el gliceraldehid i el glicolaldehid, a la vegada que no només

és específica del metabolisme de la fucosa i del propandiol, es

pensá en la possibilitat que 1'activitat dita lactaldehid des-

hidrogenasa fós una funció d'algún deis altres enzims del ti-

pus aldehid deshidrogenasa profundament caracteritzats i pre-

sents a E.coli. Per tal d'esbrinar si aquesta possibilitat era

o no certa, s'analitzá. comparativament la lactaldehid deshidro-

genasa descrita per nosaltres amb els altres enzims ja esmen-

tats i amb una funció concreta, com són 1*aldehid deshidroge-

nasa lligada a CoA, la gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa

i la glicolaldehid deshidrogenasa involucrada en la biosíntesi

de la vitamina B_.
6

De l'estudi comparatiu realitzat es pot concloure que la

lactaldehid deshidrogenasa és una entitat própia, perfectament

diferenciable deis enzims esmentats, estructuralment i funcio-

nalment.

Així, la manca d1activitat aldehid deshidrogenasa lligada

a CoA en les preparacions purificades de lactaldehid deshidro-

genasa i els diferents nivells d'ambdues activitats obtingudes

en els extractes cel.lulars de la soca 1 feta créixer en glucosa

més peptona ( veure 3.8.1.) donen suport a 1'existencia con-

junta d'al menys dos enzims amb activitat aldehid deshidro-
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genasa en E.coli, un amb activitat oxidativa sobre ^-hidroxi
i ^-cetoaldehids, mentre que l'altre catalitza la formació

del derivat lligat a CoA corresponent a 1'acetaldehid, el pro-

pionaldehid i el butiraldehid. A mes tots dos enzims dife-

reixen quant a la reacció que catalitzen, el pH Sptim d'ac-

tivitat, necessitat de DTT o 2-mercaptoetanol a la mésela d'as-

saig i incubacié prévia amb NAD+ , aix£ com en 1 ’especificitat

de substrat ( veure 1.2.3 ), corroborant els resultats re-

ferents a les activitats abans esmentades.

Un altre enzim d'E.coli, possible candidat responsable

de 1'activitat lactaldehid deshidrogenasa, era la gliceralde-

hid-3-fosfat deshidrogenasa. Aquest enzim catalitza una de

les etapes de la glicólisi, la formació de 1,3-difosfoglicerat

a partir de gliceraldehid-3-fosfat, si bé, en abséncia de

fosfat oxida aquest aldehid a 3-fosfoglicerat, actuant així

com una aldehid deshidrogenasa normal.

Es tenen evidencies indirectes de que tots dos enzims s6n

diferents, a través de les característiques moleculars repor-

tades per D'Alessio i Josse per a la gliceraldehid fosfat des-

hidrogenasa (36) . Així, aquests autors presenten 1'enzim natiu

amb un pes molecular de 144.000 daltons i una estructura te-

tramérica formada per subunitats idéntiques de 36.000 daltons

cadascuna. Com es pot veure, aquests valors son diferents deis

obtinguts per a la lactaldehid deshidrogenasa i presentats a

3.3.1. Quant a la composició d'aminoácids, s'aprecien notables

diferencies en el contingut de Usina, aspArtic ( inclou també
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asparragina ) i metionina d'ambdós enzims, els quals están pre-

sents a mes baixa proporcié a la lactaldehid deshidrogenasa.

Per una altra part, els estudis genétics apunten també a

1'existencia per separat de tots dos enzims. Així, la capaci-

tat de mutants deficients de lactaldehid deshidrogenasa ( soca

40 ) de créixer en medis com- glucosa, glicerol o succinat des-

carta la possibilitat de que aquest enzim participi en la gli-

cdlisi, donat que els mutants deficients en gliceraldehid-3-

fosfat deshidrogenasa no suporten creixement en aquests medis

(76). A mes, la posició deis gens estructuráis de tots dos en-

zims dins el cromosoma d'E.coli sembla ésser diferent. Hillman,

mitjangant la utilització d'un mutant termosensible de glicer-

aldehid-3-fosfat deshidrogenasa, el localitzá en el minut 34.

Estudis realitzats al nostre laboratori amb un mutant termosen-

sible de lactaldehid deshidrogenasa ( soca JA-104 ) localitzen,

probablement el gen regulador, prop del sistema fue ( minut

59,5 ). Estudis encara preliminars sobre la posicié del gen es-

tructural de la lactaldehid deshidrogenasa indicarien la seva

localitzacié al voltant del minut zero ( Comunicació personal

del Prof.E.C.C.Lin).

L'elevada activitat de la lactaldehid deshidrogenasa sobre

el glicolaldehid va fer pensar en la possibilitat que aquesta

activitat enzimeitica fós funció de 1'enzim glicolaldehid deshi-

drogenasa depenent de NADP+ implicat en la biosíntesi de la

vitamina Bg en E.coli B ( veure 1.2.3.2.). L'enzim catalitza u-
na reacció reversible de manera que és capag de reduir el gli-
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colat a glicolaldehid en preséncia de NADPH2 , i aix£, actúa
com a font de glicolaldehid en la bioslntesi de l'esmentada

vitamina. Aquesta reversibilitat és una característica dife-

rencial important amb la lactaldehid deshidrogenasa objecte

d'aquest treball.

Ara bé, en un deis treballs (112) es descriu la presén-

cia de tres isoenzims de la glicolaldehid deshidrogenasa d'E.

coli B, amb carcterístiques, equilibri de reacció i localitza-

ció subcel.lular diferents, anomenats A, B i C (taula 20).

Els autors postulen que l'isoenzim A no estaria involu-

crat en la biosíntesi de la vitamina Bg , car mutants defi-
cients en els isoenzims B i C, peró amb nivells normáis d'iso-

enzim A presenten requeriments alternatius de vitamina Bg i
glicolaldehid.

Per les característiques resenyades a la taula 20, es pot

asegurar que la lactaldehid deshidrogenasa no s'identifica amb

cap deis isoenzims B i C. En tot cas, presenta una certa sem-

blanga amb l'isoenzim A.

Així, la lactaldehid deshidrogenasa pot usar NADP+ com a

cofactor. L'activitat lligada a NADP+ és estimulada per potassi

i és de l'ordre d'unes 10 vegades inferior a l'activitat en pre-

séncia de NAD+ . La mesura de l'activitat glicolaldehid deshi-

drogenasa depenent de NADP+ , utilitzant tant l'assaig descrit

per a 1'enzim involucrat en la biosíntesi de l'esmentada vita-

mina (147) com l'assaig descrit per Boronat i col per a la

lactaldehid deshidrogenasa (16) , en una mostra purificada de

lactaldehid deshidrogenasa, va donar nivells del mateix ordre,
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i a la vegada inferiors ais valors d'activitat depenent de NAD+
(veure 3.8.3).

Com ja s'ha descrit a l'apartat 3.3.2, la lactaldehid des-

hidrogenasa és inhibida per ions divalents i presenta activi-

tat sobre diversos aldehids, fets, també descrits per a l'iso-

enzim A, mentre que els isoenzims B i C són específics i no

inhibits per metalls.

Quant a la localitzaciÓ subcel.lular, cal esmentar que la

presencia de lactaldehid deshidrogenasa a l'espai periplasmA-

tic no queda descartada, ja que tal com s'obtenen els extrae-

tes cel.lulars ( apartat 2.3), en el sobrenadant recollit ro-

manen tant els components citoplasmátics , com els del peri-

plama.

Per altra banda, la lactaldehid deshidrogenasa catalitza u-

na reacció irreversible ( al menys no ha estat possible mesu-

rar la reducció enzimética de l'ácid al corresponent aldehid),

característica comuna a la major part d1aldehid deshidrogena-

ses descrites a la literatura. Malgrat tot, els isoenzims de

la glicolaldehid deshidrogenasa d'E.coli que intervenen en la

biosíntesi de la vitamina catalitzen reaccions reversibles,
6

fins i tot, els isoenzims B i C presenten una constant d'equi-

libri, que indica que la reacció esté desplagada cap a la for-

mació de glicolaldehid. Mentre que l'isoenzim A catalitza pre-

ferentment la reacció d'oxidació.

D'aquest recull comparatiu entre ambdós enzims ( l'iso-

enzim A de la glicolaldehid deshidrogenasa descrit per Morita
i col, i la lactaldehid deshidrogenasa ) no es pot excloure la

possibilitat que es tracti del mateix enzim, encara que estudiats
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en un contexte diferent, i en condicions de mesura que potser

no serien les qptimes per a l'isoenzim A, que en un principi

es considera associat a la biosíntesi de la vitanina B-. ( com
O

els isoenzims B i C ) i assajat, per tant, de la mateixa mane-

ra. Malgrat tot aixó, no es pot considerar una afirmació, sino

més bé una hipótesi a la que manquen, encara, dades mes concre-

tes abans d'ésser confirmada.

Per altra banda, l'isoenzim A descrit per Morita i col, po-

dria ésser una aldehid deshidrogenasa inespecífica que actúa-

ria com a mecanisme de desintoxicació, evitant 1'entrada d'al-

dehids dins la cól.lula bacteriana. Dins aquesta hipótesi, l'i-

soenzim A de la glicolaldehid deshidrogenasa seria un enzim di-

ferent a la lactaldehid deshidrogenasa, la qual tindria un pa-

per en el metabolisme cel.lular de sucres, glicols i aminoacids.

Ara bé, no s'ha detectat cap activitat sobre el glicolalehid,

a més de l'obtinguda per la lactaldehid deshidrogenasa, al re-

velar per activitat aldehid deshidrogenasa els extractes cel.lu-

lars de diversos mutants d'E.coli sotmesos a separació electro-

forética en condicions no desnaturalitzants. A la vegada que,

al llarg de tot el procés de purificacié de la lactaldehid des-

hidrogenasa, no s'han obtingut diferents pies d'activitat, en

cap de les etapes seguides. AixÓ posaria en dubta la segona hi-

pótesi.
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4,5. REGULACIO DE LA LACTALDEHID DESHIDROGENASA.

La lactaldehid deshidrogenasa d'E.coli havia estat des¬

crita en el metabolisme aerdbic de la L-fucosa i del propan-

diol (150) , considerant-la com a un enzim molt específic peí

L-lactaldehid, intermediari format a partir d'ambdues fonts

de carboni i que a la vegada és susbstrat de 1'enzim.

Els autors corresponents descrivien que 1'enzim era in-

dult peí metabolisme aerdbic de la L-fucosa en la soca 1, i

peí metabolisme del propandiol en la soca 3, respecte a uns

nivells basals d'activitat obtinguts en els creixements en

hidrolitzat de caseína.

A 1'abordar l'estudi de la fisiología i regulacid de

l'enzim lactaldehid deshidrogenasa, ens varem plantejar d'ana-

litzar l'activiatt enzimAtica de la soca tipus salvatge en di-

ferents medis i condicions d'oxigenacid. Les fonts de carbo-

ni escollides per a aquest estudi van ésser : glucosa, gli-

cerol, succinat, hidrolitzat de caseína, ramnosa i fucosa.

Deis resultats obtinguts ( apartat 3.1 ) es pot concloure que

l'enzim és semi-constitutiu en condicions aerdbiques, presen-

tant nivells basals d'activitat en medis no inductors com

son el glicerol i succinat. Es indult peí creixement aerdbic

en fucosa i ramnosa ( el metabolisme de tots dos sucres coin-

cideix en la formacid del L-lactaldehid ), i sorprenenment,

és també indult peí creixement aerdbic en hidrolitzat de ca-

selna. Per tant, els valors d'activitat obtinguts en aquest

medi, considerats basals peí grup d'investigacid d' E.C.C.
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Lin , no es poden pendre com a tais. La relació d'inducció

respecte els medis basals és de 3,5 per la fucosa i ramnosa,

mentre que és de 2,5 peí hidrolitzat de caseína.

La mateixa inducció assolida per un preparat sintátic

que contenia els 20 aminoácids,respecte 1'hidrolitzat de ca-

seina, confirmava que la induccié era deguda al metabolisme

d'algún aminoácid, i no, conseqüéncia de la presencia de de-

terminades impureses (tipus sucres) que podien ésser en el

preparat comercial.

Els estudis d*inducció, quin protocol s'explica a l'apar-

tat 3.1, van demostrar que el glutamat era el responsable de

la inducció observada en el creixement en hidrolitzat de casei-

na. El grau d'inducció aconseguit peí glutamat és lleugera-

ment inferior al detectat per a la glutamina, després de 5 ho-

res de l'addició d'aquests aminoácids a un cultiu en fase es-

tacionária en glicerol (taula 4). Aquest fet es podria reía-

cionar, potser, amb la facilitat d'entrada de cadascun deis

aminoácids dins la cél.lula bacteriana. Cal remarcar també,

que els Controls en glicerol d'aquests experiments d'inducció

presentaven nivells d'activitat enzimática lleugerament infe-

riors ais descrits normalment ( que són aproximadament entre

90-100 mU/mg ),degut a que les cel.lules no es recollien en

fase exponencial, sino unes quantes hores després d'arribar a

la fase estacionária.

L'estudi d'inducció de l'activitat lactaldehid deshidro-

genasa al llarg d'un creixement aeróbic en ramnosa demostrá
que la inducció té lloc en plena fase exponencial. A una ab-
sorbáncia de 0,3, mesurada a 420 nm, el cultiu de la soca 1
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presentava els nivells basals d'activitat ( aproximadament

100 mU/mg ), que incrementaven rápidament fins a assolir el

nivell máxim d'inducció a una absorbencia de lf mantenint-se

constant fins a arribar al final del cultiu ( absorbencia de

4) ( figura 28 ) .

La quantificació immunológica de l'enzim lactaldehid des-

hidrogenasa,sintetitzat per la soca 1 en les diferents condi-

cions de creixement esmentades, indicava que la inducció de

l'enzim en els medis inductors era deguda a un increment en

la seva síntesi (veure 3.5.1.2). D'aquesta manera l'enzim sin-

tetitzat en els medis basals i l'enzim induit són bioquímica-

ment idéntics, ja que es formen per la transcripció del mateix

gen estructural. Aquest model d'inducció és freqüent en els

sistemes bacterians,i la síntesi de l'enzim té lloc, normal-

ment, a partir d'aminoácids ( síntesi "de novo" ) i no a par-

tir de péptids inactius o proternes precursores formades abans

de l'addició de 1'inductor al cultiu (178).

S'observa, també, el fenómen de repressió catabólica per

glucosa. El creixement d'E.coli en un medi que contenia glu-

cosa comportava una devallada en els nivells d'activitat de

l'enzim lactaldehid deshidrogenase, alhora que una menor taxa

de síntesi. Si bé, els valors d'activitat enzimAtica corres-

ponents ais creixements aeróbics en glicerol eren mes elevats

que en glucosa ( no hi havia, per tant, un efecte de repressió
catabólica ), l'addició de glicerol a un cultiu inductor de
la lactaldehid deshidrogenase, provocava una aturada de la in-
ducció enzimática, i els nivells d'activitat trobats en els
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extractes cel.lulars corresponents eren de l'ordre deis ob-

tinguts en glicerol ( taula 10 ). De la mateixa manera, la

presencia conjunta de glicerol i una font de carboni inducto-

ra ( hidrolitzat de caseína o ramnosa ) en el medi de cultiu

rendia extractes amb nivells d'activitat basals, indicant que

el glicerol evita la inducció de la lactaldehid deshidrogena-

sa. Es per aquest motiu, que els estudis d'inducció realit-

zats amb aminoácids, o amb ramnosa, es feien addicionant l'in-

ductor a cultius en glicerol en fase estacionaria ( a una ab-

sorbáncia de 3 ), on el glicerol s'havia ja practicament con-

sumit.

Esta descrit que l'addició d'un inductor a un cultiu en

fase estacionaria, provoca el mateix grau d'inducció que en

fase exponencial de creixement. La única diferencia és el

temps necessari per a assolir la inducció. En els cultius en

fase exponencial, la resposta és inmediata, mentre que els

que están en fase estacionaria, presenten un retard que pot

oscil.lar entre 2-4 hores, depenent de 1"inductor i del sis-

tema (178). Es per aquest motiu, que l'análisi de la inducció

aconseguida pels aminoácids es feia a les 5 hores després de

l'addició.

Quant a la soca 3, la inducció de la lactaldehid deshidro-

genasa respdn al mateix model d'increment de síntesi enzimá-
tica durant el creixement en els mateixos medis inductors des-

crits per a la soca 1, llevat de la fucosa, car la soca 3 no

pot créixer en aquesta font de carboni. La selecció del feno-

tip Prd comporta la pérdua de la capacitat d'utilitzar fu—
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cosa (32) , peró sembla que aquesta selecció no afecta en ab-

solut a 1'expressió de l'enzim lactaldehid deshidrogenasa (69),

hipótesi que ha quedat confirmada al llarg d'aquest treball,

mercés ais resultats obtinguts en els estudis d'inducció i

caracterització de l'enzim lactaldehid deshidrogenasa produít

per les soques 1 i 3.

La lactaldehid deshidrogenasa és un enzim exclussivament

aeróbic. No és sintetitzat durant els creixements anaerobios

en presencia de fonts de carboni inductores en condicions ae-

robiques ( figura 29 ). En presencia de fucosa i ramnosa, en

anaeróbiosi, es detecten uns nivells d'activitat molt baixos,

de l'ordre deis obtinguts en condicions de repressió catabó-

lica, o potser quelcom inferiors ( taula 3 ).

Peí que sembla, 1'expressió del gen de la lactaldehid

deshidrogenasa está sota el control d'un mecanisme que implica

la participació d'un inductor, de manera que en preséncia d'a-

quest s'incrementa la transcripció génica. Per contre, la

transcripció esta disminuida en abséncia d'inductor, i en pre-

séncia de glucosa. Hi ha dos tipus de control de 1'expressió

génica : el control de tipus positiu i el control negatiu.

En tot cas, és necessétia la preséncia d'un inductor, que en

el cas del control negatiu s'uniria a la protelna repressora,

la qual perderia afinitat per a la zona operadora, afavorint

aixl, la transcripció del gen. En el cas d'un control positiu,

1'inductor afavoriria la slntesi d'una protelna activadora, la

qual facilitarla la transcripció. Com es comentaré més enda-

probable, que el control que afecta 1'expressió delvant, és
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gen de la lactaldehid deshidrogenasa sigui del tipus positiu.

Els resultats que ens han portat a formular aquesta hipótesi

són els obtinguts amb el mutant termosensible, la soca JA-104.

En el cas de la lactaldehid deshidrogenasa, s'havia ja

indicat la possibilitat que 1'inductor de la seva expressió

fós el propi lactaldehid (69,104), donat que l'enzim és in-

dult peí metabolisme de la fucosa i la ramnosa, així com per

propandiol, i tots ells comporten la formació de l'esmentat

aldehid. Ara bé, resultats presentats en aquest treball indi-

quen que l'enzim és també indult peí metabolisme del glutamat,

i a més, l'enzim purificat presenta activitat sobre altres al-

dehids, motius pels quals no es descarta la possibilitat de

que l'enzim sigui indult per altres aldehids. I més, tenint

en comte 1'existencia d'inductors "gratuits" que comporten un

increment en la producció enzimática sense ésser substrats

de l'enzim en qüestió, com és el cas del tiometil-/i-galact5-

sid per a la ^ -galactosidasa.
Els estudis d'inducció per aldehids es van abordar en un

principi amb l'ús del glicolaldehid i metilglioxal, que s'ad-

dicionaven al medi de cultiu en fase exponencial, a fi d'ob-

teñir una resposta més rápida. Malgrat haver provat diferents

concentracions de tots dos aldehids ( entre 10 i 30 mM ) , així

com diferents temps d'incubació en presencia d'aquests, no

s'observé inducció en cap cas. Potser aquests aldehids no són
inductors de 1'expressió de la lactaldehid deshidrogenasa, ja

que l'enzim presenta una Km molt alta peí metilglioxal i l'oxi-
dació del glicolaldehid "in vivo" en el metabolisme de l'etilen-
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glicol, requereix nivells d'activitat enzimética tres vegades

superiors ais presentats per la soca salvatge ( veure mes en-

davant ). Una altra possibilitat es que donada 1'elevada toxi-

citat d'aquests compostos, aquest métode d'estudi no sigui

l'adient. L'entrada deis aldehids dins la cél.lula podria

estar impedida. Esta descrit que els bacteris no poden créixer

utilitzant aldehids en medis de cultiu convencionals, líquids

o sélids (150). Endemés, els aldehids són molt reactius i s'

oxiden facilment en preséncia d'oxigen. Després de 2 hores

d'incubació amb metilglioxal o glicolaldehid el cultiu esde-

venia groe.

Aquest estudi directe d'inducció no es va fer usant L-

lactaldehid, ja que es requeria una gran quantitat d'aldehid

per a afegir a cultius de volum considerable. La síntesi d'a-

quest aldehid donava aproximadament uns 40 mi d'una solució

50 mM.

■ Per tant, es decidí d'abordar 1'estudi del possible paper

fisioldgic del L-lactaldehid com a inductor de la lactaldehid

deshidrogenasa de manera indirecte, formant el L-lactaldehid

"in situ". En aquest sentit, fóu útil la soca ET 6016. Aquest

mutant d'E.coli metabolitza la ramnosa només fins a ramnulo-

sa-l-fosfat, la qual no pot ésser transformada per l'aldolasa

respectiva, s'acumula dins la cél.lula i 1'intoxica. Per tant,

aquesta soca no produeix lactaldehid a partir de la ramnosa,

peré si tots el metabolits anteriors. De l'análisi comparati-

va de la inducció provocada per l'addició de ramnosa a cultius
de la soca tipus salvatge i de la soca ET 6016, es deduí que



307

el L-lactaldehid és un inductor de . la lactaldehid deshidroge-

nasa en condicions aeróbiques. Cap deis metabólits de la ram-

nosa, anteriors al lactaldehid, va provocar inducció en la

soca ET 6016, mentre que el nivell d'inducció assolit en la

soca 1 era de 300 mü/mg (figura 30).

Peí que fa a l'estudi de 1'inductor, quedava per resol-

dre una qüestió : quin paper juga 1'anaeróbiosi en la induc-

ció de la lactaldehid deshidrogenase ? Els metabolismes anae-

róbics de fucosa i ramnosa en E.coli produeixen també L-lac-

taldehid, peró en aqüestes condicions l'enzim lactaldehid des-

hidrogenasa no és sintetitzat. Els resultats obtinguts amb la

soca propandiol Sxido-reductasa negativa, la soca JA-105, in-

diquen que 1'acumulació de L-lactaldehid dins la cél.lula, en

condicions anaerdbiques no és capag d'induir l'expressió de

la lactaldehid deshidrogenase (figura 31). Si bé s'observa un

increment d'unes quatre vegades en el nivell d'activitat enzi-

mática ( de 10 a 40 mü/mg ), cal resaltar que aquests valors

es troben un ordre de magnitud per sota ais descrits en con-

dicions aeróbiques.

Aquests estudis indiquen que el L-lactaldehid és 1'induc-

tor de l'expressió del gen de la lactaldehid deshidrogenasa,

si bé la preséncia d'oxigen juga un paper important a l'hora

d'aconseguir una inducció completa.

No es rebutja la possibilitat que d'altres aldehids pu-

guin actuar també com a inductors.
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Encara que s'ha intentat diverses vegades, i s'han pro-

vat diferents mutágens, no ha estat possible aillar mutants

deficients en l'activitat lactaldehid deshidrogenase a partir

de la soca salvatge. Les raons poden estar basades en dos

fets : 1) el fosfat de dihidroxiacetona format conjuntament

amb el lactaldehid a partir de ramnosa pot ésser metabolitzat

normalment. Aleshores, el fenotip resultant no seria una in-

capacitat de créixer en ramnosa ( o fucosa ), sind més bé, un

creixement més lent i a meitat de rendiment; o bé 2) el L-lac-

taldehid acumulat dins la cél.lula podria teñir un efecte t5-

xic, impedint el creixement cel.lular, de manera semblant al

que succeeix amb 11acumulacié de sucres fosfat (125).

En tot cas, si ha estat possible l'obtencié de mutants

deficients en lactaldehid deshidrogenase a partir de la soca

3. Aquesta soca és propandiol pxido-reductasa constitutiva i

donat que aquest enzim és capag de catabolitzar la reacció

reversiblement, el L-lactaldehid format a partir de la ramno-

sa pot ésser eliminat al medi en forma de propandiol, de mane¬

ra semblant a la fermentació anaerébica de la fucosa i ramno-

sa en la soca salvatge. Efectivament, aixé és el que succeeix

en la soca 40 quan créix aerobicament en ramnosa, aprofitant

només la meitat deis ttoms de carboni, corresponents al fosfat

de dihidroxiacetona, alhora que es detecta la presencia de

propandiol ( a la concentració de 10 mM ) en el medi de cul-

tiu ( veure 2.5.1.5.1 ).

La soca 40 féu obtinguda per Sridhara i Wu, a partir de
la soca 3, i seleccionada per la seva incapacitat de créixer
en propandiol, com a conseqüéncia d'una abséncia absoluta d'ac-
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tivitat lactaldehid deshidrogenasa. Aquests autors no van ca-

racteritzar el tipus de mutacid que s'havia prodult. L'ús de

les preparacions d'anticossos anti-lactaldehid deshidrogena-

sa ens ha permés establir que la mutacid produida ha afectat

la s£ntesi de l'enzim lactaldehid deshidrogenasa ( figura 32 )

a nivell de la zona operadora-promotora, o bé a nivell del

gen regulador, de manera que la transcripcid del gen estruc-

tural está bloquejada, fins i tot, en presencia d'inductor.

Una altra de les fites proposades en la realitzacid d'a-

quest treball, fou l'obtencid d'un mutant termosensible de la

lactaldehid deshidrogenasa. Els mutants termosensibles sdn

molt útils en la localitzacid i comparacid de gens dins el

cromosoma bacteriá. Donada la participacid de la lactaldehid

deshidrogenasa en diversos metabolismes, es va creure d'inte-

res, determinar 1'existencia d'un o mes gens estructuráis

d'aquest enzim, així com la seva localitzacid mitjanqant pro-

ves de transduccid usant el mutant termosensible.

L'obtencid d'aquest mutant es va fer a partir de la so-

ca 3, a través d'una estrategia bastant llarga, que implica-

va varies etapes, a fi d'aconseguir un métode de seleccid po-

sitiu del mutant termosensible per a la utilitzacid del propan

diol, amb els avantatges que aixd comporta.

La seleccid positiva ha estat possible mercés a la intro-

duccid de la mutacid ppc a la soca de partida. Aquesta mutacid,

afecta el gen de la fosfoenolpiruvat carboxilasa, de manera que

el mutants corresponents s'intoxiquen en presencia de fonts
de carboni quin metabolisme condueix a la formacid de piruvat,
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a menys que es suplementin amb intermediaris del cicle de Krebs.

La introduccid d'aquesta mutacid en la soca 3 es va fer per

dues transduccions consequtives, aprofitant la proximitat deis

gens argH i ppc. La seleccid del mutant ppc (soca JA-103) es

feu seguint el criteri d'intoxicacid ja esmentat.

A partir del mutant JA-103, l'obtencid de la soca termo-

sensible va ésser per mutacid esponténia i la seleccid en

plaques de propandiol + acetat a 42SC. En aquest medi, només

creixien els mutants afectats en algún deis enzims de la via

del propandiol , car no utilitzaven aquest compost. El crei-

xement era degut a la metabolitzacid de 1'acetat. Les soques

capages d'utilitzar propandiol, s'intoxicaven donada la for-

macid de piruvat en el decurs del metabolisme d'aquest glicol.

Es seleccioné un cid, la soca JA-104 peí seu millor creixement

en plaques de propandiol + aspartat a 30QC.

La caracteritzacid enzimética d1aquest mutant evidencia

que la termosensibilitat havia afectat l'enzim lactaldehid

deshidrogenasa, mentre que l'altre enzim implicat en el meta-

bolisme del propandiol, la propandiol dxido-reductasa, pre-

sentava nivells normáis. A 1'igual que la soca 40, el creixe-

ment de la soca JA-104 aerdbicament en ramnosa,a 42°C, té lloc

només fins a la meitat de rendiment.

D'acord amb els resultats obtinguts de la inactivacid

térmica "in vitro", no sembla existir diferencies estructuráis

entre els enzims lactaldehid deshidrogenasa de les soques 3

i JA-104 ( figura 33 ), indicant que la mutacid,que condueix
a la termosensibilitat, no afecta 1'estructura de l'enzim, el
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que seria d'esperaren un mutant termosensible del gen estruc-

tural. L'abséncia d'immunoprecipitat en els extractes cel.lu-

lars de la soca JA-104 feta créixer en hidrolitzat de caseína

a 42QC indica que a la temperatura restrictiva no es sintetit-

za enzim. La termosensibilitat ha afectat la síntesi de la lac

taldehid deshidrogenasa, molt probablement a nivell de gen re-

guiador. Aquesta manca de produccié enzimatica a la temperatu-

ra restrictiva és diagnóstic d'un possible control positiu de

l'expressié de la lactaldehid deshidrogenasa. Aix£, la protei-

na activadora, a 42°C no és funcional i per tant no hi ha tran£

cripció génica. Si el control fés negatiu, el repressor no s'u-

niria a 1*operador a 42°C i com a conseqüéncia, la mutacié ter-

mosensible comportarla la sfntesi constitutiva de 1'enzim a a-

questa temperatura, a menys que la termosensibilitat hagués a-

fectat la unió del repressor amb 1'inductor. Encara que creiem

que aquesta darrera hipótesi és poc probable, donat que la mu-

tacié hauria afectat l'unié amb qualsevol deis inductors ( lac-

taldehid i 1*inductor format en el metabolisme del glutamat).

En tot cas, la soca JA-104, no és un mutant termosensible

del gen estructural. Nous intents d'obtenció de mutants amb

aqüestes característiques no van donar el resultat esperat :

o bé la mutació afectava un altre gen, o bé eren mutants que

havien perdut la mutacié del gen ppc.

De tota manera, la soca JA-104 fou utilitzada per a localit-

zar la mutacié termosensible a través d'una transduccié amb el

fag Pi

transduccié sitúen la mutacié termosensible que afecta la lac-

sobre la soca 1. Els resultats obtinguts en aquesta
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taldehid deshidrogenasa propera al locus fue ( taula 11 ),

ja que l'adquisició del carácter termosensible i la pérdua

de la capacitat d'utilitzar fucosa co-transdueixen en un 63%.

Per una altra part, 1'elevada freqüéncia de co-transducci<5

entre els caracters Fue i Prd ( 83%) situaria el locus de

la mutació termosensible mes prdxim al locus d'utilització

del propandiol que de fucosa. La similitud deis percentatges

de transductants amb el fenotip donador-receptor (DR a la

taula 11) indica una equidistancia entre els loci fue i LALDH

ts, a la vegada que tots dos gens no es troben al mateix eos-

tat del marcador seleccionat (Prd). Están situats un a cada

costat. Si no fós així, el percentatge d'un deis fenotips
tS

(DR o RD) seria practicament nul. L'ordre Fuc-Prd-LALDH

confirmat també, per qué el percentatge de co-transducci<5
— ts

és superior al de Fue -LALDH

El grup d'investigació del Professor E.C.C. Lin treba-

llant en l'organització i regulaciÓ de 1'operó de la fucosa,

disposen de dades, encara preliminars, que indicarien que el

gen estructural de la lactaldehid deshidrogenasa estaria fora

fins i tot.lluny, del sistema fue ( comunicació personal ).

Si aixó és cert, la mutació termosensible de la soca JA-104

localitzada a prop o lligada a 1'operó fue i al locus d'uti-

lització de propandiol (Prd), hauria afectat a l'ünic gen re-

guiador. L'existencia d'un únic gen regulador ve donada per

la manca de síntesi enzimética, observada en la soca JA-104

quan créix aeróbicament en ramnosa o en hidrolitzat de caseína

ve

ts
Prd-LALDH ( figura 35 ).
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tot indicant que aquests sistemes, el de la ramnosa i el

del glutamat, no disposen de gens reguladors de la lactal-

dehid deshidrogenasa associats a la seva estructura genética.

Reconstruint aqüestes hipótesis, resultarla que el gen

estructural de la lactaldehid deshidrogenasa seria indepenent,

i estaria deslligat deis sistemes genétics que codifiquen pels

enzims de les vies metabóliques on participa la lactaldehid

deshidrogenasa. El gen regulador estaria préxim al locus fue

i seria l'únic implicat en la regulació de l'expressió del gen

de la lactaldehid deshidrogenase, indepenentment del metabolis-

me que aportes 1'inductor.

És curiós el fet que tots els mutants que s'han analit-

zat al llarg d'aquest treball, són mutants de la lactaldehid

deshidrogenase afectats en la seva síntesi, o bé per deficién-

cia ( com és el cas de la soca 40 i de la soca JA-104 a 42QC),

o bé per superproducció ( com la soca JA-102, la qual ja ha

estat comentada a l'apartat 4.3 ).

Ja s'ha esmentat anteriorment que la regulació de la lac-

taldehid deshidrogenasa a nivell transcripcional ve condicio-

nada per la preséncia d'oxigen i d'inductor. A fi d'establir

si aquest enzim estava sotmes, també, a un control de tipus

post-tarnscripcional en funció de les condicions del medi, de

manera que fós regulat per inactivació en aquelles condicions
en les quals no fós necessaria la seva participació en el me-

tabolisme, es van dur a terme estudis realitzats a dos nivells:

a) "in vivo",dins la cél.lula, modificant les condicions de

creixement; i b) "ín vitro" utilitzant preparacions'd'enzim pu-
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rificat i analitzant l'efecte de possibles efectors.

Es creia en un principi que en els microorganismes, els

mecanismes de regulació de les activitats enzima-tiques eren

básicament de dos tipus : regulació de la síntesi enzimStica

i regulació per la unió no covalent d'efectors a l'enzim.

Encara que/últimament s'ha descrit un altre tipus de control

per inactivació selectiva, que comporta un canvi físic en

1'estructura de l'enzim, o bé una modificació química que im-

plica una unió covalent, o bé mecanismes encara desconeguts,

de manera que en funció de les condicions externes, els mi-

croorganismes adapten, l'activitat de determinats enzims segons

les seves necessitats (160).

Estudis d'aquest tipus s'han fet en aquest treball a fi

d'analitzar possibles modificacions en l'activitat o en l'es-

tructura de l'enzim lactaldehid deshidrogenase peí canvi en

la disponibilitat d'oxigen del cultiu ( apartat 3.5.2.1 ).

La transferencia de cel.lules de la soca l,induldes peí creixe-

ment aeróbic en ramnosa, a medis anaeróbics en presencia d'una

font de carboni ( ramnosa o fucosa ) no comportava cap inacti-

vació de l'enzim, ni tampoc cap tipus de degradació ( mesura-

da immunológicament ). El mateix resultat s'obtingué en la

transferencia a medis anaeróbics en presencia de ramnosa de-

ficients en l'aport de sofre i nitrógen necessaris per a la

síntesi de protelnes.

Si bé, la lactaldehid deshidrogenase és regulada a nivell

transcripcional en funció de les condicions d'oxigenació del

cultiu, 1'anaeróbiosi no comporta cap inactivació selectiva
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ni degradació de l'enzim ja sintetitzat, sempre i quan, el

metabolisme cel.lular función! plenament. Des d'aquest punt

de vista, en aqüestes condicions, l'enzim no és regulat a ni-

vell post-transcripcional per mecanismes d'inactivació selec-

tiva (160) ni per recanvi répid.

Quan sis'observa una inactivacio rápida de l'enzim és en

les transferéncies de cél.lules induides a medis privats de

font de carboni, ja sigui aeróbicament o en anaeróbiosi, tot

indicant que quan s'atura el metabolisme cel.lular, l'enzim

és inactivat, si bé, el mecanisme implicat és desconegut. El

que si és cert, és que la inactivació observada no és conse-

qüéncia d'una degradació enzimática, ja que la quantificació

immunoldgica de l'enzim present en aqüestes condicions reflec-

teix una estabilitat total. De la mateixa manera, la propan-

diol óxido-reductasa és inactivada, peró no degradada, quan

cél.lules d'E.coli fetes créixer anaeróbicament en fucosa són

transferides a medis privats de font de carboni, o bé quan s'a-

tura el metabolisme mitjangant inhibidors metabólics. Per con-

tre, la transferencia a medis aeróbics en preséncia de nutrients

no comporta la inactivació d'aquest enzim (66).

Hi ha descrits diversos enzims de bacteris que són inac-

tivats per la privació de fonts de carboni, com és el cas de

1'aspartoquinasa de Bacillus licheniformis (160) , encara que

aquest mecanisme s'ha detectat en el contexte de formació d'en-

dospores.

Tornant a la lactaldehid deshidrogenasa, cal esmentar

que es desconeix quin és el mecanisme responsable de la inac-
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tivació d'aquest enzim en condicions deficitáries de nutri-

ents. El que si és evident, és que aquesta inactivació no es-

tá associada al canvi en les disponibilitats d'oxigen del

cultiu, cosa que seria, potser, d'esperar en el control d'un

enzim eminentment aeróbic.

Per a l'estudi de 1'estabilitat de 1'enzim lactaldehid

deshidrogenasa s'escollí un medi aeróbic deficitári en nutrients

ja que esta descrit que aqüestes condicions afavoreixen la de-

gradació selectiva de protelnes que són normalment estables

(58) ( com és el cas de la lactaldehid deshidrogenasa ).

L'estudi es portá a terme fins a 24 hores,en abséncia de font

de carboni. No es perllonga més el temps, donat que a partir

de 24 hores, el 75% de les cél.lules d'un cultiu d'E.coli pri-

vat de nutrients perden viabilitat (58). Els resultats indi-

quen que 1'enzim no és degradat en absolut, ni en aqüestes con

dicions extremes. Aixo succeeix a la majoria de protelnes d'E.

coli . Está descrit que el 70% d'aqüestes no són degradades,

fins i tot durant períodes llargs de caréncia de nutrients. A-

questa estabilitat de les protelnes bacterianes és un fet to-

talment oposat al descrit per a les protelnes d'eucariotes, les

quals están sotmeses a recanvis molt rápids, éssent aquest un

mecanisme de regulació de l'activitat enzimática (9,108).

Es podria pensar que la detecció immunoldgica emprada en

aquest treball fós artefactual, de manera que encara que la

protelna fós degradada, alguns deis péptids resultants podrien

teñir els determinants antigénics i reaccionar, per tant, amb
els anticossos. Peró encara així,'cada péptid presentarla el
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seu punt d'equivaléncia amb l'antic5s, de manera que molt pro-

bablement, en la immunoelectroforesi es detectarien diversos

ares de precipitaciÓ ( cada un originat per un péptid diferent),

i quina composicié es modificarla al llarg del temps ( en 24

hores ). Aquest no és el resultat obtingut (figura 37).

Per una altra part, sembla existir una estreta relació

entre 1'estabilitat d'una protelna "in vivo" i l'estabilitat

"in vitro" envers l'acció de proteases (9). En aquest sentit,

cal esmentar que l'enzim lactaldehid deshidrogenase és molt es-

table a la degradació per proteases, donat que en el procés de

purificació no s'ha detectat mai l'aparició de productes de

protedlisi, fins i tot, sense pendre les mesures adients (pre-

séncia d'inhibidors de proteases a les solucions amortidores).

L'altre tipus d'estudis portats a terme per a esbrinar

1'existencia de possibles mecanismes de modulacié de l'activi-

tat de l'enzim lactaldehid deshidrogenase un cop sintetitzat,

es van realitzar "in vitro" emprant preparacions purificades,

i analitzant l'efecte deis substrats i productes de la reaccié

catalitzada per l'enzim. Els resultats indiquen que el NAD+ ,

cosubstrat de la reacció, no té cap efecte inhibitori sobre

l'activitat, mentre que els substrats (L-lactaldehid, L-glicer-

aldehid i glicolaldehid ) provoquen una inhibició a concentra-

cions relativament baixes, sobretot, el L-lactaldehid. Ja s'ha

comentat al capítol referent a consideracions generáis sobre

les aldehid deshidrogenases que l'esmentat efecte inhibidor
és freqüent dins aquest grup d'enzims.
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Quant els productes, l'efecte mes interessant el pre-

senta el cofactor redult, el NADH. Concentracions de NADH de

l'ordre de 0,4 mM,presents al sistema d'assaig, provoquen una

inhibició enzimAtica del 50%, per a una quantitat d'enzim homo-

géni de 2 mM i en presencia de concentracions saturants de

NAD (2,5 mM). La inhibició total per a aqüestes condicions fi-

xades s'aconseguia a una concentració de NADH de l'ordre de

1 mM. En tot cas "in vivo", si la concentració de NAD+esdevin-
gués limitant, encara afavoriria l'efecte inhibitori del NADH,

el qual -tindria lloc, probablement, a concentracions mes bai-

xes de les presentades "in vitro".

En canvi, l'Acid producte de la reacció.catalitzada usant

glicolaldehid com a substrat, el glicolat, tenia un

hibidor a concentracions superiors a 30 mM. Aquest efecte no

es pot considerar fisiológic, donat l'elevat valor d'aquesta

concentració i tenint en compte que el substrat, el glicolal-

dehid, s'utilitza a l'assaig a 1 mM.

El resultat referent ais valors d'inhibició per NADH po-

dria ésser indicatiu d'un possible efecte regulador per part

d'aquest nucleótid. Així, hi ha descrits diversos enzims re-

gulables per nucleotids de l'adenina, els quals actúen com a

efectors alostérics. La fosfoenolpiruvat carboxiquinasa d'E.

coli és inhibida alostéricament per NADH. Aquest efecte és im-

portant en la regulació d'aquest enzim donat que no és neces-

sari en el creixement en glucosa i en aqüestes condicions de

cultiu, els nivells de NADH "in vivo" són superiors respecte

d'altres cultius com per exemple el de succinat (181).

efecte in-
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Un altre enzim regulat per nucleétids a E.coli és la malat

deshidrogenasa (140,141).Sanwal postula la necessitat de 1'

existéncia d'aquests Controls d'activitats enzimétiques en

sistemes bacterians, donada l'abséncia de compartimentacions

dins la cél.lula bacteriana, a diferencia del que es dona a

cél.lules eucariotes. Aquests mecanismes serien necessaris

per a coordinar la direcció de metabSlits, especialment en

punts en els que diversos enzims competeixen per un mateix

substrat, per exemple l'oxalacetat (141).

Esta descrit que el canvi de condicions aerébiques a a-

naerébiques en un cultiu d'E.coli comporta un increment ra-

pid en els nivells de NADH, que presenta un maxim ais 50 mi-

nuts i després retorna paulatinament a.nivells més baixos.

El canvi més drastic és el sofert peí NAD +, quins nivells

anaerébics sén molt més baixos que els aerñbics (176).

Donat que el NADH té un efecte inhibidor "in vitro" a

concentracions que es podrien considerar fisiolégiques,(do-

nat que "in vivo" les concentracions de cofactor i substrat

no són sempre saturants ), el canvi de condicions del cultiu

d'aerébiosi a anaerébiosi podria implicar una inhibició de

1'enzim lactaldehid deshidrogenasa, el qual és eminentment

aerdbic.

Cal esmentar que aquesta modulacié per NADH,postulada

peí canvi a condicions anaerébiques,no ha estat detectada en

els estudis "in vivo" realitzats a través de transferéncies

de cél.lules induldes aerébicament a diferents medis anaeré-

bies, atés que les concentracions de NAD i NADH varien molt
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rapidament per manipulació de les cél.lules, fins i tot, en

els processos de centrifugació realitzats per tal de recollir

les cél.lules del cultiu i obtenir els corresponents extrae-

tes crus. En aquesta etapa es dona, a mes, un efecte de dilu-

ció, al resuspendre les cél.lules amb solució amortidora. Per

tant, és molt difícil reproduir les condicions fisiológiques,

que tenen lloc dins les cél.lules, en un extracte cru.

Donat que el L-lactaldehid és el punt de partida d'una

bifurcació metabélica en el catabolisme de la fucosa i la ram-

nosa,segons les condicions d'oxigenació del cultiu, la dife-

rent eficiéncia catalítica deis enzims que transformen el lac-

taldehid podria ésser un punt important en la regulació de

l'esmentada bifurcació. Així, durant el metabolisme anaeróbic

de la fucosa i la ramnosa s'indueix l'enzim propandiol óxido-

reductasa que redueix el lactaldehid a propandiol, amb una e-

ficiéncia catalítica ( Vmax (U/mg) / Km (mM)) de 530 ( dades

obtingudes de Boronat, Tesi doctoral (12)). Mentre que l'efi-

ciéncia catalítica per a aquest substrat, que presenta l'enzim

aeróbic, la lactaldehid deshidrogenasa, és menor i de l'ordre

de 190. D'aquesta manera, en un canvi a condicions anaeróbi-

ques en fucosa, la propandiol óxido-reductasa activada d'imme-

diat per un control post-transcripcional en aqüestes condicions,

canviaria el sentit de la via degradativa d'aquest sucre, re-

duint el L-lactaldehid a propandiol, encara que l'enzim lac-

taldehid deshidrogenasa hi estigui present, donat que el pri-
mer enzim és més eficient per a la transformació del L-lactal-,
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dehid.

En el cas de la ramnosa, el canvia anaerSbiosi requereix

un temps d'inducció d'unes 8 hores per a sintetitzar l'enzim

propandiol Sxido-reductasa. Durant aquest temps no es detecta

creixement, tot indicant que el lactaldehid no és metabolit-

zat a través de la lactaldehid deshidrogenase,que encara está

present. Així, l'activitat de la lactaldehid deshidrogenase

estaria modulada per un mecanisme relacionat amb 1'anaerobio-

si. En aquest sentit, l'efecte inhibitori del NADH podria ju-

gar un paper important, així com la devallada en els nivells

de NAD +,que esdevindria un factor limitant de la reacció cata-

litzada per la lactaldehid deshidrogenasa.

No tan clara resulta l'adaptacié a condicions aerdbiques

d'un cultiu que ha estat préviament en anaerdbiosi, ja que en

aquest cas, només podriem comptar amb els canvis en les con-

centracions relatives de cofactor oxidat i redult per a expli-

car la desviacié de la via reductora a l'oxidativa en el me-

tabolisme del L-lactaldehid. Aix5 seria aix£, donat que la in-

duccié de la lactaldehid deshidrogenasa en aeróbiosi
concomitant amb una inactivació de la propandiol 6xido-reduc-

tasa, enzim que com hem dit, és més eficient sobre el L-lac-

no és

taldehid.
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4.6. IMPLICACIONS DE LA PRESENCIA D'UN ENZIM AMB ACTIVI-

TAT LACTALDEHID DESHIDROGENASA EN DIFERENTS ENTERO-

BACTERIACEAE EN RELACIÓ AMB EL METAEOLISME DE RAMNOSA.

La implicacié directa de la lactaldehid deshidrogenasa

en el metabolisme de la fucosa en E.coli fou descrita ja

per Lin i col. Donat que la via catabSlica de la ramnosa,

en aquest microorganisme, convergeix amb la de la fucosa en

la formacié de fosfat de dihidroxiacetona i L-lactaldehid,

era ldgic pensar que la lactaldehid deshidrogenasa intervin-

dria,també, en el metabolisme de la ramnosa.

En aquest treball, l'análisi de l'activitat lactaldehid

deshidrogenasa en els extractes cel.lulars de la soca 1 feta

créixer en tots dos sucres, aix£ com la detecció immunolSgi-

ca de l'enzim sintetitzat en aqüestes condicions de creixe-

ment confirmen la participació de la lactaldehid deshidro-

genasa en el metabolisme aerSbic d'ambdós sucres.

En algunes especies de Klebsiella i de Salmonella, es-

tan descrits els sistemes de la fucosa i de la ramnosa i,

fins i tot, en K.aerogenes es coneixen els enzims de la via

principal del metabolisme aerSbic de la fucosa (153), i en

S.typhimurium els de la ramnosa (1). Aquests conjunts d'en-

zims comprenen, a 1'igual que en E.coli, una isomerasa, una

quinasa i una aldolasa, especifiques per a cada sucre. Donat

que no hi ha cap descripcié del metabolisme posterior deis

productes de la reaccio catalitzada per 1'aldolasa respecti-
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va , ni en Klebsiella sp, ni en Salmonella sp, es cregué in-

teressant veure s£ aqüestes especies també posseien l'enzim

lactaldehid deshidrogenasa, que possibilitaria l'oxidacié de

l'intermedi L-lactaldehid, i en cas d'existir, estudiar la

similitud immunolégica amb l'enzim d'E.coli.

Amb aquesta finalitat es van fer créixer les soques de

K.pneumoniae ATCC n2 13882 i S.typhimurium ATCC n° e23564 ae-

robicament en ramnosa.

En el cas de K.pneumoniae, en els extractes cel.lulars

es detecta una activitat lactaldehid deshidrogenasa ( mesu-

rada tant sobre lactaldehid com sobre glicolaldehid ), quins

nivells eren més baixos que els trobats en la soca 1, potser

per diferencies cinétiques o de comportament deis enzims en-

vers efectors. De fet, les concentracions éptimes de substrat

i de cofactor eren diferents pels enzims d'ambdues especies

(veure 3.9). Potser no s'estava mesurant 1*activitat enzima-

tica de K.pneumoniae en les condicions éptimes de pH i acti-

vadors, peré peí que fa a aquest treball, els valors presen-

tats poden considerar-se representatius.

La presencia d'una protelna serolégicament relacionada

amb la lactaldehid deshidrogenasa d'E.coli fou evidenciada

mitjangant anticossos específics, obtinguts amb l'enzim d'E.

coli, en plaques de doble difusió ( métode d'Ouchterlony ).
Els extractes cel.lulars de K.pneumoniae mostraven una protel-

na amb identitat immunoldgica parcial amb la d'E.coli ( apa-

reixia 1'esperé indicatiu d'aquest tipus de reaccié immunolé-
g'ica ) , manifestant, per tant, diferencies estructuráis entre
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aquests enzims. La immunoelectroforesi deis extractes crus de'

K.pneumoniae donava ares de precipitaciS mes febles i una mi-

ca més alts que els corresponents d’E.coli, a igualtat de pro-

teína aplicada, la qual cosa concorda amb les característiques

de les reaccions immunolSgiques que tenen lloc amb antígens he-

terólegs (9 8).

L'evidencia que la protelna present ais extractes de K.

pneumoniae detectada immunológicament era l'enzim amb activi-

tat lactaldehid deshidrogenasa s'obtingué per immunoprecipita-

ció en medi líquid. L'activitat enzimática era precipitada amb

anti-lactaldehid deshidrogenasa d'E.coli.

Aixl, a K.pneumoniae hi ha un enzim capag d'oxidar el L-

lactaldehid format en el metabolisme de la ramnosa en condi-

els anticossos

cions aeróbiques, a 1'igual que a E.coli, si bé els enzims

d'ambdues soques són estructuralment i cinéticament diferents.

Un cas totalment diferent és el de S.typhimurium. En els

extractes cel.lulars d'aquesta soca,feta créixer aerSbicament
en ramnosa, no es detectá cap activitat lactaldehid deshidro-

genasa, malgrat haver provat condicions d'assaig diferents, mo-

dificant el pH del medi, aix£ com les concentracions de cofac-

tor i substrat.

Paral.lelament, en la immunodifusió emprant anticossos an-

ti-lactaldehid deshidrogenasa d'E.coli no aparagué cap reacció
d1 immunoprecipitació, fins i tot, després de bastants dies, mal-

grat provar diferents concentracions d'extracte cru de S.typhi-

murium i tintar les plaques d'Ouchterlony amb Blau Brillant de
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Coomassie.

Aquests resultats indicarien l'abséncia d'enzim lactal-

dehid deshidrogenasa a S.typhimurium, al menys d'un enzim im-

munológicament seinblant al d'E.coli. Donada la similitud en-

tre ambdues especies bacterianes, caldria esperar que sí S.

typhimurium sintetitzés un enzim del tipus lactaldehid deshi-

drogenasa, aquest presentarla possiblement identitat immuno-

lógica parcial amb 1'enzim d'E.coli/ com succeeix amb el de

K.pneumoniae.

L'abséncia total d'activitat enzimlitica, tant sobre lac-

taldehid, com sobre glicolaldehid, en condicions d'assaig molt

diferents, és un fet molt important a teñir en compte . Es di-

ficil pensar que a S.typhimurium no hi ha cap enzim del tipus

aldehid deshidrogenasa, capag d'oxidar una ámplia gamma d'al-

dehids, quan aquests enzims están ámpliament distribuíts a

la natura i es postula que podrien ésser sistemes de desinto-

xicacié cel.lular per a eliminar els aldehids acumulats en

aquests organismes (83).

Aquesta manca d'enzim amb activitat lactaldehid deshidro-

genasa té implicacions directes en el metabolisme aeróbic de

la ramnosa en aquest microorganisme. El L-lactaldehid format

per acció de l'aldolasa no pot ésser oxidat a lactat, a dife-

réncia del que succeeix a E.coli i K.pneumoniae.

Es planteja la qüestié de sí el L-lactaldehid s'acumula

durant el metabolisme aeróbic de ramnosa a S.typhimurium, o

bé hi ha algún altre mecanisme de transformació d'aquest al-
dehid. En relació amb aquesta qüestió hi ha diverses dades in-
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teressants d'esmentar :1)Quan S.typhimurium creix aerSbicament en ramnosa, el

rendiment final del cultiu és la meitat de l'assolit per E.

coli, tot indicant que només es metabolitzen la meitat deis

Stoms de carboni de la ramnosa.2)En aqüestes condicions de creixement, es detecta l'ex-

creció de 1,2-propandiol al medi de cultiu ( resultat obtin-

gut per N.Obradors), de manera semblant al que succeeix en la

fermentació de ramnosa en E.coli. Aquest resultat está molt

lligat amb 1'existencia de propandiol Sxido-reductasa en els

extractes cel.lulars d'aquesta soca quan creix aerSbicament

en ramnosa i també en fucosa ( veure 1.4 ) (133). Si bé els

autors descrivien que la propandiol Sxido-reductasa present

aerobicament és inactiva i és activada peí canvi a condicions

anaerSbiques, la seva presencia en aerSbiosi está relaciona-

da,molt probablement, amb 1*excreció de propandiol al medi,

actuant així com a un mecanisme de desintoxicació cel.lular,

eliminant el L-lactaldehid. D'aquesta manera, S.typhimurium

perd els átoms de carboni provinents del lactaldehid, i uti-

litza només, els corresponents al fosfat de dihidroxiacetona,

i per tant, el rendiment final del cultiu és la meitat de l'e£

perat.

Des d'un punt de vista evoltiu i dins el contexte del

metabolisme de la ramnosa i la fucosa, la manca d'activitat

lactaldehid deshidrogenasa comporta la inducció d'un enzim
eminentment anaerSbic, la propandiol Sxido-reductasa.3)ha estat impossible, malgrat haver provat diferents
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tipus de mutágens, obtenir mutants a partir de S.typhimurium

capagos de créixer en 1,2-propandiol com a única font de car

boni i energia ( seria el pas d'obtencid de la soca 3 a par-

tir de la soca tipus salvatge d'E.coli ) (resultat obtingut

per J.Badia). En el seu moment, no hi havia explicacid per

a aquest resultat negatiu, si bé, ara es podria pensar que

la manca d'un enzim amb activitat lactaldehid deshidrogena-

sa és el punt elau d'aquesta incapacitat, ja que la propan-

diol dxido-reductasa present a S.typhimurium transformarla

el 1,2-propandiol en L-lactaldehid, el qual no podria ésser

metabolitzat per oxidacid a lactat.

Els estudis realitzats en aquest treball amb S.typhimu-

rium s'han fet amb la soca de l'ATCC n° e23564. Es podria

pensar que la manca d'activitat aldehid deshidrogenasa fds

un fet particular d'aquesta soca i no generalitzat dins l'es-

pécie. Perd els estudis d'excrecid de 1,2-propandiol durant

el creixement aerdbic en ramnosa, aix£ com els intents d'ob-

tencid de mutants propandiol positius, s'han fet en altres

soques de Salmonella typhimurium, i els resultats obtinguts

confirmen l'esmentada abséncia.
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* Es proposa un métode de purificacié de l'enzim lactaldehid

deshidrogenasa d'E.coli que proporciona preparacions alta-

ment homogénies segons criteris electroforétics en presén-

cia de SDS i per electroenfoc.

* La lactaldehid deshidrogenasa és un enzim oligoméric, de

pes molecular 220.000 daltons, format per quatre subunitats

aparentment idéntiques, de 55.000 daltons. Presenta un

punt isoeléctric de 4,6 i és capag d'incorporar 4 mols de

NAD +/ mol de proteina enzimatica.

* L'enzim catalitza una reaccié irreversible, presentant un

pH 5ptim d'activitat al voltant de 9,5, en solucié amorti-

dora de pH glicina-NaOH, i un valor d'energia d'activacié

per a 1'oxidado del L-lactaldehid de 8,65 Kcal/mol.

2+2+
* Els ions divalents Zn provoquen una forta inhibi-

cié de l'activitat lactaldehid deshidrogenasa, la qual és

previnguda per la preséncia d'EDTA ais amortidors.

i Cu

* La inhibiciÓ provocada peí p-hidroximercuribenzoat, típica

d'aldehid deshidrogenases, és indicativa de la importancia

de determinats grups. -SH per a l'activitat enzimatica.

* L'enzim lactaldehid deshidrogenasa és actiu sobre ¿^-hidroxi-
aldehids : L-lactaldehid (Km : 4,2.10-5 M), L-gliceraldehid
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-4
M) i glicolaldehid (Km : 3,8.1o-4 M), i

també sobre <-cetoaldehids, com el metilglioxal (Km :

1.10-3 M).

ütilitza com a cofactor preferentment el NAD+ peí qui

presenta els següents valors de Km : 1,2.1O-4 M ( assa-

-4
jat sobre L-lactaldehid) i 2,8.10 M (sobre glicolalde-

hid), encara que pot usar NADP + per5 amb menor eficiencia.

* (Km : 1,5.10

* El cálcul de 1'eficiencia catalítiaa o potencial cinétic

(Vmax/Km) de la lactaldehid deshidrogenasa envers aquests

substrats indica que el L-lactaldehid és probablement el

substrat fisiolSgic de l'enzim.

* La lactaidehid deshidrogenasa és un enzim de fase exponen-

cial, aeróbic i semi-constitutiu. Presenta nivells basals

d'activitat en medis com glicerol i succinat. És induxt

peí creixement en L-fucosa i L-ramnosa, quin metabolisme

condueix a la formacié de L-lactaldehid. També és indult

peí creixement en presencia de glutamat, i en soques mu-

tants d'E.coli, peí creixement en glicols com él

diol i etilenglicol.

propan-

*La regulacié transcripcional ve determinada per la presén-
cia d'oxigen i d'inductor, que és el prdpi L-lactaldehid,
si bé no es rebutja la possibilitat de l'existéncia d'al-
tres inductors amb estructura d'aldehid.
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*L'enziiu está subjecte a repressi<5 catabólica per glucosa,

a la vegada que s'observa un lleuger efecte de repressió

de la inducció per la presencia de glicerol al medi de cul-

tiu.

* Atés que l'enzim purificat és inhibit totalment per concen-

tracions de NADH de l'ordre de 1 mM, a nivell post-transcrip-

cional, les concentracions d'aquest cofactor reduxt podrien

teñir importancia en la modulació de l'activitat de l'enzim

lactaldehid deshidrogenase en les adaptacions a condicions

anaeróbiques.

El recanvi de l'enzim no és un mecanisme important en la se-

va regulació.

* La regulació de la bifurcado metabdlica a nivell d'oxidació

o reducció del L-lactaldehid podria estar fonamentada en la

preséncia o abséncia i en la diferent eficiencia catalíti¬

ca deis dos enzims que actúen sobre aquest aldehid, la pro-

pandiol óxido-reductasa i la lactaldehid deshidrogenase,

aixl com en el balang entre el cofactor oxidat i redult.

*
L'activitat glicolaldehid deshidrogenasa implicada en el me-

tabolisme de l'etilenglicol,en la soca JA-10 2, és fundó de

l'enzim lactaldehid deshidrogenasa. Es tenen evidéncies gene-

tiques, estructuráis i funcionáis al respecte.
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*La superproduccid de lactaldehid deshidrogenasa en la soca

JA-102/ que es manifesta en presencia d'inductors diferents,

provinents deis metabolismes del glutamat i de l'etilengli-

col, suggereix 1'existencia d'un únic gen estructural.

L'análisi de la mutaciÓ termosensible de la soca JA-104 ha

permés identificar 1'existencia d'un ünic gen regulador, a

prop de locus fue.

La manca absoluta de síntesi enzimAtica, quan la soca JA-104

creix a la temperatura restrictiva, és diagnostic d'un pro-

bable control positiu de l'expressió genica.

4?
L'existencia de diferents inductors per a la lactaldehid des-

hidrogenasa, per una banda, aix£ com la utilitzaciÓ de di¬

versos aldehids com a substrat en el metabolisme de dife-

rents fonts de carboni, per l'altra, porten a considerar-

la com a un possible enzim multifuncional.

Els estudis genetics, estructuráis i immunolSgics de la lac-

taldehid deshidrogenasa produlda per diverses soques d'E.coli

demostren 1'existencia d'una única forma enzimática, la

qual es utilitzada conjuntament en el metabolisme de la L-

fucosa, L-ramnosa, L-l,2-propandiol, etilenglicol i gluta-
mat.

Es descarta 1'existencia de formes isoenzimátiques.
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* La lactaldehid deshidrogenasa presentada en aguest tre-

ball és ion enzim amb identitat propia, no identificable

amb altres enzims que presenten activitat aldehid deshi-

drogenasa descrits i caracteritzats d'E.coli.

. * S'ha detectat la presencia d'un enzim amb activitat lactal-

dehid deshidrogenasa a K.pneumoniae durant el creixement

aerobic en ramnosa, el qual presenta identitat immunológi-

ca parcial amb 1'enzim d'E.coli.

Per contra,. S.typhimurium no disposa d'un enzim d'aquest ti-

pus, fet que comporta que la ramnosa sigui, només, meta-

bolitzada en part per aquest microorganisme.
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