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SUMMARY

Changes in the intracellular concentration of ATP in Escherichia coli cells expressing the SOS
system after UV-irradiation were studied. Under these conditions, there is a dose-dependent
increase in the concentration of this nucleotide which is synthetized by metabolization of the
degradation products of the UV-damaged DNA through the activity of RecBC exonuclease. The
ATP produced is then hydrolysed in the process of LexA repressor cleavage by the activated RecA
protein.

Furthermore, results obtained in UV-irradiated cultures growing in the presence of adenine
(which increases the cellular pool of ATP), and in several ATP-synthase mutants, show that ATP
availability after UV-irradiations is an important factor in the modulation of RecA protease
activity, and as a consequence of the SOS genes transcription. Thus, cellular ATP concentration is
limiting for the SOS system expression in cells UV-irradiated up to 40 m~2, and in the recA441

(tif) mutant growing at 42 °C, in which the RecA441 protein is spontaneously activated.

INTRODUCCIO

La irradiacié amb llum ultraviolada 1 el
tractament amb productes mutageénics 1/0
carcinogenics té com a efecte en Escheri-
chia coli 'expressio d’una gamma d’activi-
tats fisiologiques molt amplia, algunes de
les quals son responsables de la reparacié
de les lesions i del manteniment de la via-
bilitat cel-lular. Totes aquestes funcions in-
duibles es troben sota el control d’un ma-
teix mecanisme cel-lular, ’expressié coor-
dinada del qual rep el nom de sistema de

reparacié d’emergencia, o bé sistema SOS
(WITKIN, 1976; WALKER, 1984; D’ARI,
1985).

Des que hom va proposar les primeres
hipotesis sobre I’existéencia d’un sistema
induible degut a la lesio del DNA (DEFAIS
et al., 1971; RADMAN, 1974, 1975), s’ha
desenvolupat molt el coneixement dels
mecanismes que intervenen i determinen
I’expressié de les funcions que el compo-
nen i dels gens que en sén responsables, el
que ha permés en I’actualitat disposar d’un
model integral que explica els diferents
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fenomens que tenen lloc durant I’expressio
del sistema SOS. En primer lloc, els gens
directament responsables de la induccio
pleiotropica de les funcions SOS soén el gen
recA i el gen lexA. Feia temps que es conei-
xia que el producte del gen recA participa-
va activament en els processos de recombi-
nacio genética (CLARK, 1973; MC ENTEE et
al., 1979), i que la seva elevada afinitat pel
DNA de cadena senzilla era la caracteristi-
ca determinant de I’assimilacio del DNA
de cadena senzilla a la seva regio homolo-
ga en el DNA de cadena doble. D’altra
banda, es coneixia I’existéncia d’una pro-
teina X, la sintesi de la qual era amplifica-
da quan s’aturava la replicacié del DNA o
bé quan aquesta molécula era degradada, i
que tenia gran afinitat per les regions de
cadena senzilla del DNA (GUDAS, 1976;
GUDAS I PARDEE, 1976). El 1977, MCEN-
TEE va identificar la proteina X com el
producte del gen rec4, amb la qual cosa es
vinculaven els fendomens de recombinacié
1 els sistemes induibles de reparaci6 del
DNA. No obstant aix0, el paper especific
dels gens recA i lexA (que es coneixia regu-
laven I’expressié de les funcions SOS) no
va ésser determinat fins que no es va de-
mostrar que la proteina RecA actua com a
proteasa especifica de la proteina LexA
(HoR1 et al., 1981; LITTLE et al., 1980), 1
que, in vivo, I'expressié del sistema neces-
sita d’aquesta activitat proteolitica (MEY-
Net al., 1977). A més, la identificacié del
producte del gen /ex4 (LITTLE i HARPER,
1979) 1 I’estudi del seu comportament va
permetre identificar aquesta proteina com
el repressor dels gens responsables de 1’ex-
pressié de les funcions SOS (KENYON i
WALKER, 1980, 1981; KENYON et
al., 1982), 1 del gen recA 1 del mateix gen
lexA (LITTLE et al., 1981). Aixi, I'activitat
proteasica de la proteina RecA ¢és capag de
dur a terme la hidrolisi de la proteina
LexA i del repressor del fag lambda, en un
domini estructuralment relacionat d’amb-
dues molécules (ROBERTS et al., 1977;LIT-

TLE, 1984). Aquesta activitat proteolitica
de la proteina RecA necessita in vitro la
presencia d’ATP i de polinucleotids (RO-
BERTS et al., 1977, 1978; CRAIG i RoO-
BERTS, 1980, 1981), fet pel qual aquests
dos factors semblen tenir un paper molt
important en la induccid del sistema in
vivo. El trencament del repressor LexA per
la proteina RecA provoca un descens en la
concentracid citoplasmatica del repressor
LexA actiu, 1 el corresponent desplaga-
ment de ’equilibri cap a la dissociacié dels
repressors dels seus llocs en els operadors
dels gens 1, per tant, la transcripcio dels
mateixos gens, inclosos recAd 1 lexA
(MOUNT et al., 1983).

En els darrers deu anys ha augmentat el
nombre de respostes cel-lulars en les quals
s’ha demostrat que estan regulades pel sis-
tema RecA-LexA. En la revisio de WITKIN
de 1976 es descriuen 14 fenotips especifics
induibles que pertanyen al sistema, mentre
que en la revisi6 de WALKER de 1984 ja
son 32 les funcions SOS reconegudes. En
17 d’elles, I’expressio de la funcié depén
d’un gen especific directament reprimit
per la proteina LexA, i per tant sota el
control de I’activitat de la proteina RecA.
A més, han estat descrits /oci induibles per
tractaments genotoxics, dels quals encara
no s’ha identificat el producte génic ni se
n’ha determinat la funcid. Aquest és el cas
dels gens dinA, B, D i F, trobats per KEN-
YON 1 WALKER (1980) mitjangant I’analisi
d’insercions a I’atzar en el genofor d’E. coli
de bacteriofags Mu portadors de la regid
estructural del gen /lacZ. Algunes d’aques-
tes soques lisogenitzades per Mu sinte-
titzen B-galactosidasa quan s’indueix el sis-
tema SOS, si el fag s’ha inserit en fase
dintre un gen regulat per LexA. Aquest
metode, a més del de radioimmunoassaig,
ha estat un dels més utilitzats per avaluar
I’amplificacio de la transcripcié dels dife-
rents gens reprimits per la proteina LexA.

Algunes de les funcions SOS, com ara la
inhibicié de la respiracio cel-lular (SWEN-
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SON i SCHENLEY, 1974a,b) i la inhibici6 de
la restriccio fagica (DAY, 1977), depenen
de la proteina RecA, perd no s’ha trobat
cap gen especific que determini la seva
expressio. Altres funcions com ara la inhi-
bicié de Ilactivitat de I’exonucleasa V
(SATTA et al., 1979) i la resisténcia indui-
ble a la radiacid (POLLARD et al., 1981),
depenen directament de I"amplificaci6 de
la sintesi de la proteina RecA.

Sobre els tractaments inductors del siste-
ma SOS s’ha demostrat (QUILLARDET et
al., 1982) que molts productes quimics
amb activitat genotoxica son capagos de
provocar la induccié del sistema. En tots
els exemples sembla que les estructures de-
gradatives del DNA produides durant la
reparacié de les lesions actuen com a se-
nyals inductors del sistema SOS, mitjan-
¢ant I'activaci6 de la proteina RecA.

No obstant aixo, hi ha proves que en
algunes circumstancies els tractaments in-
ductors donen lloc a I’expressio de fenotips
SOS parcials (WITKIN, 1976). Recentment,
diferents treballs han demostrat que la res-
posta SOS no és un fenomen de “tot o
res”, sind que pot haver-hi una expressio
diferencial de les funcions que el compo-
nen (HUTCHISON i STEIN, 1980; GUERRE-
RO 1 BARBE, 1982). Aquest fenomen pot
ser explicat segons el model que va propo-
sar WALKER (1984), en el que hom suposa
una gradacio en la intensitat d’induccid
del sistema. Si aquesta inducci¢ és parcial,
’activitat de la proteasa RecA esta limita-
da 1 no pot hidrolitzar tot el repressor
LexA que es troba en el citoplasma. En
aquestes condicions, només son desrepri-
mits els gens que tenen una regio regulado-
ra amb poca afinitat per la proteina LexA,
ja que s’ha demostrat (BRENT I PTASHNE,
1981: EBINA ef al., 1983) que hi ha afini-
tats diferencials entre aquesta proteina i
els operadors dels diferents gens SOS. A
més, algunes d’aquestes regions regulado-
res presenten més d'un lloc d’interaccid
amb el repressor (SCHARR et al., 1985;
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WALKER, 1984), fet que disminueix la seva
capacitat d’ésser induits.

Un dels aspectes de I’expressio del siste-
ma SOS al qual hom ha dedicat una aten-
cié especial ha estat el mecanisme d’acti-
vacio de la proteina RecA, aixi com l’acti-
vitat de la proteasa RecA sobre el repres-
sor LexA i el del fag lambda. Per aixo, ha
estat molt freqiient I'ds de la proteina
RecA purificada, i I'estudi dels requeri-
ments que in vitro sOn necessaris perque
aquesta proteina dugui a terme la seva ac-
tivitat proteolitica. SANCAR et al. (1980)
han clonat i seqiienciat el gen rec4, ana-
litzant les regions de simetria i els pseudo-
segments d’insercié que presenta aquest
gen, aportant alguns suggeriments sobre
els dominis funcionals de la proteina
RecA. KAWASHIMA et al., (1984), mitjan-
¢ant I’analisi dels diferents fenotips que
presenten les mutacions recA441, recAl i
recA430, i de les alteracions en la seqiién-
cia polipeptidica de les proteines codifica-
des per aquests gens, han proposat un
mapa funcional de la proteina RecA. En
aquest mapa es contemplen les regions
d’interaccio de la proteina amb el DNA de
cadena senzilla, amb altres monomers de
proteina RecA i amb I’ATP, aixi com les
regions responsables del reconeixement i
la digestio del repressor LexA. Més tard,
RUSCHE et al.(1985), han determinat les
caracteristiques funcionals de polipeptids
derivats de la digestio de la proteina RecA.

Per altra banda, nombrosos estudis sug-
gereixen que la proteina RecA actua in
yivo en forma multimérica, amb una inter-
accio funcional entre els diferents mono-
mers (YARRANTON 1 SEDWICK, 1982; RE-
BOLLO et al., 1984; YANCEY 1 PORTER,
1984). Aquestes dades estan d’acord amb
la troballa que in vitro la proteina RecA
s’associa espontaniament formant fila-
ments (FLORY 1 RADDING, 1982), que
semblen tenir una gran importancia en la
recombinacié (HOWARD-FLANDERS et
al., 1984).
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A més, s’han dut a terme diversos tre-
balls sobre la modulaci6 de I’activitat de la
proteasa RecA in vitro segons el tipus de
cofactor utilitzat. Des d’aquest punt de
vista s’ha demostrat (PHIZIKY i ROBERTS,
1981) que un analeg estructural de ’ATP
no hidrolitzable, el y-S-ATP, permet una
eficiéncia molt més gran en I’activitat pro-
teolitica de la proteina RecA en preséncia
de DNA desnaturalitzat que I’ATP i el
dATP. No obstant aix0, aquest ultim és
encara molt més efectiu que ’ATP, la qual
cosa ha fet que aquests i altres autors (CO-
HEN et al., 1983) proposessin que el deso-
xiribonucleotid és el cofactor natural de la
proteina RecA in vivo.

A més, la interaccio entre la proteina
RecA i el DNA és molt estable quan el
cofactor utilitzat és el y-S-ATP (CRAIG i
ROBERTS, 1981; BRYANT et al., 1985).
Aquestes dades suggereixen I’existéncia
d’un mecanisme de regulacié de I’activitat
de la proteina RecA per la interaccié d’a-
questa amb el seu cofactor, segurament
mitjangant el canvi de conformacio que es
produeix en la proteina. Malgrat tot, no hi
ha dades sobre com la interaccié de la
proteina amb el DNA 1 el seu cofactor
natural poden regular in vivo Dactivitat
proteasica, 1 si aquesta possible modulacié
pot intervenir o ser responsable de I’ex-
pressié diferencial de les funcions SOS.

Treballs previs duts a terme en el nostre
laboratori han demostrat que la naturalesa
del tractament inductor, aixi com la inten-
sitat de la degradacié del DNA produida
per I'activitat de I’enzim RecBC, soén fac-
tors importants que determinen el patré
d’expressi¢ diferencial del sistema (GUE-
RRERO 1 BARBE, 1982; BARBE et al., 1983a,
b, ¢, 1985; VERICAT et al., 1984).

Aixi doncs, 1 d’acord amb aquesta linia
de recerca, s’ha estudiat en el treball que es
presenta la importancia de la concentracid
d’ATP in vivo en 'activitat de la proteina
RecA 1 en I'expressié del sistema, dedicant
una atencié especial als efectes reguladors

que la disponibilitat d’aquest nucleotid té
sobre la intensitat de ’expressid de les fun-
cions SOS.

MATERIAL I METODES
Soques bacterianes i medis de cultiu

Les soques bacterianes utilitzades en
aquest treball es recullen a la Taula I. To-
tes son derivades d’Escherichia coli K12.

Els medis de cultiu emprats foren el
medi LB (MILLER, 1972), i el medi minim
AB (CLARK 1 MAALQE, 1967), aquest ultim
suplementat amb casaminoacids al 0,5 %,
amb glucosa al 0,2 % 1 amb els antibiotics
corresponents.

Irradiacio amb llum ultraviolada

Els cultius creixien en medi AB suple-
mentat fins una concentracié aproximada
de 2 x 10% c.f.u./ml. En aquest moment es
centrifugaven a 8.000 r.p.m. durant 10 mi-
nuts, 1 el sobrenedant es resuspenia en
medi AB sense suplementar. La irradiacid
es duia a terme sobre una mostra del cultiu
d’un milimetre de gruix estesa en una pla-
ca de Petri de vidre, en agitacié constant.
Després de la irradiacio, s’afegia el mateix
volum de medi AB suplementat al doble
de concentracio, 1 s’incubaven els cultius
una altra vegada en agitacio.

La potencia de la irradiacio era de 0,5 ]
m~ s, i va ser determinada amb un dosi-
metre Latarjet. Totes les manipulacions
van ser dutes a terme sota llum groga per
evitar la fotoreactivacio.

Determinacié de la concentracio
intracel-lular A’ATP

S’afegien mostres del cultiu d’l ml, a
3 ml de tampo6 Tris/HC1 a pH 7.75, 1 es
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TAULA I
Soques d’Escherichia coli emprades en aquest treball

Soca Genotip Fenotip relevant Procedéncia
AB1157 F, supE44 thrl leu6 proA2 argE3 RecA' M. Blanco
thil lacY1 galK2 aral4 xyll5
mtll tsx33 rpol22 rpsL

IC53 AB1157, his recB21 recC22 Deficient en I’exonucleasa V M. Blanco

AB1186 AB1157 uvrA6 Deficient en la M. Blanco
correndonucleasa 11

AB2463 ABI1157, recAl3 Deficient en la recombinaci6 M. Blanco
i en la inducci6 del
sistema SOS

IC41 AB1157 recA430 Deficient en la induccio del M. Blanco
sistema SOS

AB2497 AB1157 lexAl Repressor LexA no M. Blanco
hidrolitzable. Repressio
permanent del sistema
SOS

GWI1000 ABI1157 Pro* Alac(U169) galK2  Inducci6 espontania del S. Ellegde

ilv (ts) recA441 sfiA11/ pSE140 sistema SOS a 42 °C, fusio
[Km" (umucC::lacZ)] umuC-lacZ
GC2375 ABI1157 [Ad (recA::lacZ)cl ind] RecA*, fusio recA-lacZ R. D’Ari
GY4786  ABI1157 [Ad(sfid::lacZ)cl ind1] RecA*, fusio sfid-lacZ M. Blanco
(lac-pro)

CM1470  FtrasnB32thil relAl spoT1 atp706 Deficient en 'ATP sintasa. K. Meyenburg
Metabolisme fermentatiu

CM2786 CM1470/pBJ706 Tc' Superproductora d’ATP K. Meyenburg
sintasa. Metabolisme
oxidatiu. Tc’

UA4164 GY4786 / pBJ706 Tc' Superproductora d’ATP Obtinguda en
sintasa. Metabolisme aquest treball
oxidatiu. Tc", per
fusié sfid-lacZ transformacio

amb pBJ706

UA4165 GC2375/pBJ706 Tc' Superproductora d’ATP Obtinguda en

sintasa. Metabolisme
oxidatiu. Tc", fusid
recA-lac Z

aquest treball
per
transformacid
amb pBJ706

deixaven en aigua bullent dins d’un tub,

durant 5 minuts. Després, la mostra se

centrifugava a 8.000 r.p.m. durant 10 mi-
nuts. L’ATP del sobrenedant era mesurat
tot seguit amb I’assaig luciferina-luciferasa
(CAHPMAN et al., 1971). Els resultats es
presenten en ng d’ATP/ml de cultiu per a
la DO,s,, 0 bé en la concentracid relativa
referida al temps 0.

al., 1983a).

Estudi de la filamentacio cel-lular

La filamentacio en els cultius irradiats
es va determinar mitjangant la distribucid
dels volums cel-lulars de la poblacid, me-

"surada en un comptador de particules
Coulter ZBI equipat amb un analitzador
de canals. Les condicions utilitzades han
estat descrites previament (BARBE et
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Estudi de la transcripcioé dels gens umuC,
recA i sfiA

Després de la irradiacid de les soques
portadores de les fusions géniques amb el
gen lacZ, es processaven mostres de 0,5 ml
del cultiu per a determinar-ne I’activitat
B-galactosidasa, després de permeabilitzar
les cel-lules amb tolue, segons el metode de
MILLER (1972). Les unitats enzimatiques
es calculaven mitjangant la segilient expres-
sid:

= A420—(l;75 A550)x 1000
txXv

ULE.

t és el temps de la reaccid 1 v el volum de la
mostra.

Els resultats es presenten en unitats enzi-
matiques per ml de cultiu, normalitzades
per a la DO en cada punt.

Tecniques de DNA

Els métodes d’extraccié de DNA plasmi-
dic, de transformacid 1 les condicions d’e-
lectroforesi han estat els habituals (MANIA-
TIS et al., 1983).

RESULTATS

Variacions de la concentracio intracel-lular
d’ATP en diferents mutants d’Escherichia
coli irradiats amb llum ultraviolada

En la Figura 1A es presenta I’evolucié de
la concentracio intracel-lular d’ATP en la
soca RecA* després de ser irradiada amb
llum UV a una dosi de 20J m2. Es pot
observar que, després de la irradiacid, hi
ha un augment de la concentracié d’ATP,
que al minut 20 arriba a ser de I’ordre de
dues vegades el valor inicial. A partir d’a-
quest moment, el nivell ’ATP comenga a
minvar, recuperant els seus valors normals

cap als 60 minuts i estabilitzant-se. Per
esbrinar la possible relacié entre aquest
fenomen i I’'expressio del sistema SOS, hom
va estudiar el comportament de tres mu-
tants deficients en la induccié del sistema:
lexAl, recA430 i recAI3. En els tres casos
(Fig. 1B), la irradiacié amb llum UV tam-
bé augmenta la concentraci6 intracel-lular
d’ATP, pero no s’aprecia el descens que, a
partir del minut 20, té lloc en la soca sal-
vatge. Aquestes dades demostren que,
mentre que aquest descens és dependent
de P'activitat de la proteina RecA, I'aug-
ment de la concentracié d’aquest nucleotid
després de la irradiacio no esta relacionat
amb l'expressid del sistema SOS, ja que
també té lloc en mutants RecA i LexA". En
canvi, els resultats presentats en la Figura -
2A demostren que aquest augment de la
concentracié d’ATP és dependent de
I’activitat de I’enzim RecBC, la qual cosa
suggereix una estreta relacid entre aquest
fenomen i la degradacié del DNA lesionat,
que és duta a terme fonamentalment per
aquest enzim (KUSHNER, 1974; KARU i
BELK, 1982).

Per altra banda, en la mateixa Figura 2
es demostra com la manca de la funcio
Uvr, responsable de la reparacio per escis-
si0 que duu a terme la correndonuclea-
sa II, no altera I’evoluci6 del nivell del nu-
cleotid. Aixo estaria d’acord amb altres
dades que demostren que la funcié Uvr no
¢s imprescindible perque la cél-lula dugui a
terme la degradacio i la reparacio del DNA
irradiat (CASTELLAZZI, 1976). Donat que
s’ha descrit que les soques RecA™ presenten
una degradacié més gran de DNA després
de ser irradiades (WITKIN, 1976), es va
estudiar si, en el mutant rec413 irradiat,
també hi ha una produccié6 d’ATP més
gran que en la soca salvatge. En la Figu-
ra 2B es presenten els valors de la concen-
tracid relativa d’ATP 20 minuts després de
la irradiaci6 a diferents dosis d’'UV. Com
es pot veure, en la soca RecA- el nivell
d’ATP és més gran que en la soca salvatge
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Fig. 1. A. Evolucié de la concentracid intracel-lular d’
irradiada amb UV a una dosi de 20 Jm-2 (@). Com a

ATP en un cultiu de la soca salvatge AB1157 d’E. coli
control es presenta el nivell d’ATP en la mateixa soca

sense irradiar (O). B. Evolucid de la concentraci6 relativa d’ATP en cultius irradiats a una dosi de 20 Jm-2
(simbols negres) i no irradiats (simbols blancs) de les soques AB2463 recA13 (@. O), IC41 recA430 (A, ) i

AB2497 lexAl (A, ).

a totes les dosis, la qual cosa confirma que
aquest augment esta relacionat amb la de-
gradacié del DNA dependent de I’enzim
RecBC. En les Figures 3A i 3B es presen-
ten les cinétiques de produccid del nucleo-
tid en les dues soques al llarg del temps,
resultats que estan d’acord amb allo que
s’ha indicat anteriorment.

Per confirmar que aquest augment rela-
cionat amb la degradaci6 del DNA ¢és de-
gut a la sintesi de novo del nucleotid, es va
estudiar el comportament d’un cultiu de la
soca salvatge irradiada després de ser incu-
bada durant una hora sense glucosa. En
aquestes condicions, qualsevol augment de
la concentracié intracel-lular d’ATP des-
prés de la irradiacié no pot ser degut més
que a una produccié mitjangant una font
de carboni endogena. En la Figura 4A s’ob-
serva que, en aquestes circumstancies, el
comportament és el mateix que el que

s’observava preéviament. Aix0 demostra
que l'augment d’ATP és degut a la seva
propia sintesi, que es fa a partir de la meta-
bolitzaci6 dels productes de degradacio del
DNA. Aquesta sintesi no es veu afectada
per la preséncia d’un desacoplador de la
fosforilacié oxidativa com el dinitrofenol
(Fig. 4A), fet que demostra que els proces-
sos fisiologics responsables del fenomen
sén basicament fermentatius. Aix0 es con-
firma mitjangant I’estudi del mutant
atp706. Aquesta soca és deficient en el
complex ATP sintasa (von MEYENBURG et
al., 1984), responsable de la sintesi d’ATP
per fosforilaci6 oxidativa (WALKER et
al., 1984), i, per tant, els bacteris mutants
en aquest gen només poden obtenir ATP
per una via estrictament fermentativa. La
preséncia d’aquest tipus de metabolisme
augmenta la produccié d’ATP després de
la irradiacio (Fig. 4B), mentre que en una
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Fig. 2. A. Evolucio de la concentracio relativa d’ATP en cultius irradiats amb UV a una dosi de 20 J-2 (simbols
negres) 1 no irradiats (simbols blancs) de les soques AB1186 uvr46 (A, N)11C53 recB21 recC22 (@, O). B.
Concentracio relativa d’ATP després de 20 minuts de la irradiaci6 a diferents dosis en la soca salvatge AB1157
(@) i en la soca AB2463 recA13 (0).

w
o
/
//
[
i
N
relativa d'ATP

Concentracio” relativa d'ATP

ko)
[o] Q
Y/ \ o o
1.1.\PL5 =.a_\_ —8—8 /S 4 ©
L ) g
[Fe-8-g—a-—-t-—0—y S

1 1 1 1 1

0 40 80 1200 40 80 120
Temps (min)

Fig. 3. A. Evolucié de la concentracio relativa d’ATP en la soca salvatge AB1157 irradiada a diferents dosis
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Fig. 4. A. Evoluci6 de la concentracio relativa d’ATP en la soca salvatge AB1157 (B, [J), i en la soca AB2463
recA13 (@, ) irradiades amb UV i incubades en preséncia de dinitrofenol 250 mM (O, O), o bé irradiades
després de ser incubades durant una hora sense font de carboni (H, @). La fletxa indica el moment de la
irradiacid. B. Evolucid de la concentracio relativa d’ATP en les soques CM1470 atp706 (@) i CM2786
superproductora d’ATP sintasa (/\) després de ser irradiades a 20 Jm-2. Com a control, es mostra el comporta-
ment de la soca AB1157 irradiada a 20 Jm-2 (0) i sense irradiar ([J).

soca portadora d’un plasmidi superpro-
ductor del complex (amb un metabolisme
predominantment oxidatiu), la irradiacié
no té quasi efecte sobre la concentracid
d’ATP (Fig. 4B).

Consum d’ATP durant activitat
de la proteasa RecA

En la Figura 1 s’ha demostrat que les
soques RecA* irradiades recuperen el seu
valor inicial d’ATP, en un procés depen-
dent de ’activitat proteolitica de la protei-
na RecA. En la Figura 5A es presenta el
comportament d’un mutant recA441 des-
prés de ser incubat a 42 °C. Aquesta soca
sintetitza una proteina RecA alterada, que
és activada espontaniament a aquesta tem-
peratura sense necessitat que el DNA sigui
lesionat (CASTELLAZI et al., 1972). D’a-

questa manera, a la temperatura restrictiva
les cel-lules expressen constitutivament el
sistema SOS. En aquestes circumstancies
la concentracid d’ATP presenta un descens
progressiu, degut a I’activitat de la protei-
na RecA termoinduida. Aquest resultat
confirma que la proteina RecA consumeix
ATP in vivo durant la seva activitat, 1 ex-
plica el descens del nivell d’ATP en la soca
salvatge irradiada, que per altra banda s’ha
demostrat que depen de l’activitat pro-
teasica i de la hidrolisi del repressor LexA
(Fig. 1). Aquest fet suggereix que la dispo-
nibilitat del nucleotid pot ser un factor
limitant en I’eficiéncia de I’activitat de la
proteina RecA, i per tant de la intensitat
en la inducci6 del sistema. Aquesta limita-
cié ha de ser especialment important en el
cas del mutant recA441 termoinduit, en el
que en no ser degradat el DNA no hi ha
produccié massiva del nucleotid. En rela-
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incubada a 30 °C (0), a 42°C en absencia (M) i en preséncia (@) d’adenina a 100 pg ml-!.

ci6 amb aixo s’ha descrit que I’addicio6 d’a-
denina al medi de cultiu augmenta molt
I’expressid del sistema en aquest mutant
recA441 (KIRBY et al., 1967). Per estudiar
la possible relacio entre aquest fenomen i
la limitaci6 d’ATP en el mutant hom va
estudiar ’evolucio del nucleotid en un cul-
tiu termoinduit en el que s’ha afegit adeni-
na en ser incubades a la temperatura res-
trictiva. En la Figura SA hom pot veure
com l’adenina provoca un augment de
I’ATP, fet que es reflecteix en una més
gran induccio dels gens SOS (Fig. 5B).
Aix0 demostra que, en efecte, en aquest
mutant la disponibilitat d’ATP és un fac-
tor limitant per a I'activitat de la proteina
RecA sobre el repressor LexA. En la Figu-
ra 6A es comprova com l'addicié d’adeni-
na també estimula ’augment d’ATP en la
soca GW1000 irradiada 1 creixent a 30 C
(fenotip salvatge), i la transcripcio del gen
umuC (Fig. 6B). No obstant, aquesta esti-
mulacié és molt més baixa que 'observada
en la Figura 5B en el mutant termoinduit,

fet que suggereix que, en aquest cas, la
concentracido d’ATP no és tant limitant.

Regulacio de la intensitat de I’expressio
del sistema SOS per la disponibilitat
d’ATP

En la Figura 3A es mostrava com l’acti-
vitat de la proteina RecA és capag de retor-
nar I’ATP intracel-lular als seus valors ini-
cials, quan els cultius han estat irradiats a
dosis més baixes de 40 J m2. A dosis més
altes, pero, I’ATP es manté per sobre d’a-
quest valor durant si més no 120 minuts
després de la irradiacid. AixO suggereix
que a dosis d’irradiacid baixes 'ATP pot
ser més limitant que a dosis altes, ja que la
proteina RecA és capa¢ de consumir tot el
que s’ha produit degut a I'activitat RecBC.
En la Figura 7 es presenta I’efecte de I’ade-
nina en la transcripcié del gen umuC en
cultius de la soca GW1000 creixent a 30 °C
(que presenta un fenotip salvatge) irradiats
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20 Jm-2.

a diferents dosis. Com es pot veure, I’efec-
te estimulador de ’adenina té lloc aproxi-
madament fins una dosi de 40 J m2. Aixo
demostra que, a dosis inferiors, ’ATP pro-
duit després de la irradiacio és limitant per
’activitat de la proteina RecA, tal i com
passa en el mutant recA441 termoinduit.
No obstant aixo, a dosis més altes la pro-
duccié d’ATP és més elevada que el reque-
riment d’aquest nucleotid per I’activacio i
’activitat de la proteina RecA, i, per tant,
un augment addicional d’ATP per mitja de
I’addici6 d’adenina no estimula la hidrolisi
del repressor LexA dependent de la protei-
na RecA activada.

Per altra banda, s’ha estudiat també I’e-
fecte del tipus de metabolisme sobre I’ex-
pressio del sistema SOS després de la irra-
diaci6. En la Figura 4B s’ha demostrat que
un metabolisme estrictament fermentatiu
(el del mutant atp706), afavoreix la pro-
duccié d’ATP després de la irradiacio. Per
determinar si aquesta circumstancia podia
influir en 'activitat de la proteina RecA i
en I'expressio del sistema, s’ha estudiat la
induccié d’una de les respostes SOS (la
inhibicid de la divisio cel-lular), en el mu-
tant atp706 1 en la soca superproductora
d’ATP sintasa. En la Figura 8 es pot veure
com en la soca Atp la filamentacio cel-lu-
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Fig. 9. Induccio dels gens rec4 (A i C) i sfid (B i D) en les soques GC2375 1 GY4786 irradiades amb UV a
20Jm=2, i preincubades amb dinitrofenol (250mM) durant 60 minuts abans de la irradiacio (@, O), i
post-incubades amb el mateix producte després de la irradiacio, durant tot 'experiment (O, H). Com a
control, es presenta la inducccié dels gens en cultius irradiats i crescuts abans i després de la irradiacio en
abséncia de dinitrofenol (CJ). En els panels A i B, es mostren els resultats obtinguts quan la concentraci6 de
glucosa del medi és del 0.4 % (p/v), mentre que en els panels C i D es mostren els resultats obtinguts quan la

concentracio de glucosa és del 0,05 %.

lar després de la irradiacidé és molt més
intensa que en la soca salvatge, 1 per altra
banda en la soca superproductora el meta-
bolisme oxidatiu fa que aquesta filamenta-
cid s’expressi més deficientment. Aquesta
inhibicié de la filamentacio ¢és deguda ex-
clusivament a la menor activitat de la pro-
teina RecA degut a la poca disponibilitat
d’ATP, ja que en les soques UA4165 i
UA4164 portadores del plasmidi super-
productor d’ATP sintasa 1 de les fusions
recA-lacZ 1 sfid-lacZ, respectivament, la
transcripcié d’aquests dos gens després de
la irradiacié és molt més debil que en les
soques ATP* (resultats no presentats).

També s’ha estudiat la intensitat de
transcripci6 dels gens recA 1 sfid en cultius
incubats en preséncia de dinitrofenol
abans i/o0 després de ser irradiats. En la
Figura 9 es pot veure com els cultius que
creixen amb preséncia del desacoblador
després de la irradiacié presenten una
transcripcid dels gens SOS més intensa que
els que creixen sense. Ara bé, aquest feno-
men només té lloc quan la concentracié de
glucosa és limitant (Fig. 9A 1 Fig. 9B), i les
cel-lules duen a terme un metabolisme oxi-
datiu. No obstant aix0, quan la concentra-
cio6 de glucosa del medi és elevada (Fig. 9C
1 Fig. 9D), 1 les ceél-lules obtenen ’ATP
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basicament per mitja d’oxidacions incom-
pletes, el desacoplador no té I'efecte esti-
mulador que s’ha descrit abans.

DISCUSSIO

L’expressio del sistema de reparacio
SOS d’Escherichia coli és un dels fenomens
més estudiats en els darrers deu anys dins
el camp de la reparacio del DNA en bacte-
ris. La seva naturalesa pleiotropica ha des-
pertat un gran interes, ja que esta determi-
nada per un sistema de regulacié genética
molt complex. Els punts claus d’aquest
mecanisme son la proteina LexA, que és el
repressor d’una llarga série de gens SOS, 1

la proteina RecA, que, entre altres fun-
cions té la d’hidrolitzar aquest repressor.

No obstant aixo, en un cultiu no exposat
a agents genotoxics els gens SOS estan re-
primits. Aix0 es deu a que la proteina
RecA solament duu a terme la seva activi-
tat proteolitica si és activada per algun
tipus d’efecte de les lesions en el DNA
sobre ella mateixa. La naturalesa del sen-
yal inductor del sistema SOS no és massa
clara, pero s’ha associat a regions de DNA
unicatenari i/0 fragments oligonucleotidics
(LITTLE 1 MOUNT, 1982; OISHI i SMITH,
1978), que interaccionen amb la proteina
RecA 1 li confereixen I’activitat proteoliti-
ca especifica.
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In vitro, aquesta interaccio de la protei-
na RecA amb el DNA unicatenari esta cla-
rament demostrada tant en processos que
condueixen a la recombinacié com en pro-
cessos que condueixen a la ruptura hidroli-
tica del repressor LexA. En els dos casos,
perd, hi ha consum d’ATP, i la preséncia
d’aquest nucleotid és necessaria perque es
dugui a terme la proteolisi (ROBERTS et al.,
1989: LITTLE et al., 1980). Es per aixo que
semblava correcte suposar que, in vivo, la
proteina RecA també utilitza aquest cofac-
tor, tot i que no es coneixien les variacions
de la concentracid citoplasmatica del nu-
cleotid durant I’expressio del sistema SOS.

Seguint aquest raonament, en el treball
que presentem es recullen els resultats de
lestudi d’aquestes variacions. Després de
la irradiaci6 amb llum ultraviolada hi ha
un augment rapid i progressiu de la con-
centracid intracel-lular del nucleotid
(Fig. 1) tant en la soca salvatge com en els
mutants RecA-; aquest augment depen di-
rectament de la dosi d’irradiacié (Fig. 2B i
Fig. 3). A més, 'augment d’ATP esta molt
retrassat en el mutant RecBC (Fig. 2B), fet
que demostra que la degradacié del DNA
lesionat produida per l’exonucleasa V
(CHAUDHURY 1 SMITH 1984) és directa-
ment responsable d’aquest fenomen. El pe-
tit augment del nivell d’ATP que presenta
aquest mutant és degut probablement a
I’accié d’altres nucleases cel-lulars, les
quals, encara que d’'una manera no tan
eficient, poden actuar sobre el DNA lesio-
nat. Un fet que esta d’acord amb aquesta
hipotesi és que en les soques RecA-, en les
quals no té lloc la inhibicié de la funcio
RecBC per part de la proteina RecA (WAL-
KER, 1984), hi ha un augment molt més
intens de ’ATP (Fig. 2), amb unes cinéti-
ques que no son tan dependents de la dosi
emprada com les de la soca salvatge
(Fig. 3).

Relacionat amb el possible origen de
I'augment d’ATP després de la irradiacio,
els resultats presentats en la Figura 4A de-
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mostren que aquest augment no ¢s degut a
una inhibicié del consum per algun efecte
indiscriminat de la llum ultraviolada, siné
a una sintesi de novo que té lloc indepen-
dentment de la fosforilaci6 oxidativa
(Fig. 4A). A més, un metabolisme estricta-
ment fermentatiu en el muntant atp706
(MEYENBOURG et al, 1984) estimula
aquesta produccio, fet que demostra que el
seu origen es troba en la fosforilacié a
nivell de substrat, probablement mitjan-
cant la metabolitzacié dels productes de
’activitat exonucleasa V, i en el cas dels
mutants recBC, de l'activitat d’altres en-
zims que el substitueixen.

A partir del minut 20 després de la irra-
diacio, hi ha un descens de la concentracio
intracel-lular d’ATP dependent de I’activi-
tat de la proteina RecA i de la hidrolisi
dels repressors (Fig. 1B 1 Fig. 3). Aquest
fenomen esta doncs relacionat amb I’ex-
pressié del sistema SOS, i no depén de la
inducci6 especifica de cap de les funcions,
ja que el comportament del mutant
lexA51, que té una proteina LexA que no
pot interaccionar amb els operadors dels
gens SOS (i per tant el sistema s’expressa
constitutivament), és el mateix que el de la
soca salvatge. Aquest consum massiu
d’ATP que la proteina RecA duu a terme
in vivo durant la seva activitat proteolitica
és capag de fer minvar la concentracio6 del
nucleotid en les soques irradiades fins als
seus valors inicials (Fig. 3A), 1 per sota
d’aquests valors, en el mutant recA441 ter-
moinduit (Fig. SA).

A més, els resultats obtinguts amb la
utilizacié d’adenina (Fig. 5, Fig. 6 1 Fig. 7)
demostren que la proteina RecA no sols
consumeix I’ATP produit després de la
irradiacié sind que, fins i tot, la seva acti-
vitat esta regulada per la disponibilitat del
nucleotid. També es demostra que la con-
centracio intracel-lular d’ATP és limitant
per a la proteina RecA441 termoactivada
i per a la proteina RecA* en cultius irra-
diats a dosis per sota dels 40 J m™.
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Aquestes dades, juntament amb les ob-
tingudes en el nostre laboratori sobre I’es-
tudi de ’expressio del sistema SOS en mu-
tants nrdA4, que no sintetitzen desoxiribo-
nucleotids perqueé la ribonucleotidil reduc-
tasa no ¢és funcional, confirmen que tot i
que in vitro altres nucleotids com el d’ATP
son més efectius com a cofactor per la
proteina RecA que I’ATP (PHIzIKI 1 RO-
BERTS, 1981), in vivo aquest darrer és el
que utilitza el complex inductor durant la
seva activitat.

Per altra banda, la intensitat de la pro-
duccié d’ATP en cél-lules irradiades no
sembla ser només un factor determinant
de la intensitat de la transcripcié d’alguns
gens SOS. En aquest sentit, hi ha dades
que suggereixen que l’eficiéncia del con-
sum d’ATP pel complex inductor pot de-
terminar una transcripcié diferencial del
sistema. D’aquesta manera, el tractament
amb acid nalidixic o amb metil-nitroso-
guanidina de la soca salvatge i la irradiacid
del mutant recF143, no ocasionen el con-
sum de ’ATP produit, i indueixen diferen-
cialment les funcions SOS (CAIRO, 1984;
VERICAT, 1983). Aixo indica que la natu-
ralesa del senyal inductor, i la no funciona-
litat de la proteina RecF, que probable-
ment interacciona amb la proteina RecA
durant la seva activitat (VOLKERT 1 HART-
KE, 1984), pot alterar I’eficiencia ATPasica
del complex inductor, i que aquest feno-
men esta associat amb una expressié dife-
rencial del sistema. Tot i que cal estudiar
més extensament aquest aspecte, aquestes
dades juntament amb els resultats presen-
tats en aquest treball, suggereixen que la
concentracié d’ATP in vivo és un element
regulador molt important de la intensitat,
I’especificitat i la reversio de I’expressi6 de
les funcions SOS.

En la Figura 9, hom es presenta un mo-
del global de'la inducci6 del sistema SOS,
en el que la disponibilitat d’ATP juga un
paper regulador. En primer lloc, la degra-
dacié del DNA lesionat, deguda a l'activi-

tat de I’enzim RecBC, no és només la font
de senyal inductor per la proteina RecA,
sind que ¢s també la font del cofactor uti-
litzat per la proteina durant la seva activa-
cid 1 trencament del repressor LexA. Aixi
mateix, ’activitat d’aquesta proteina és ca-
pa¢ d’inhibir gradualment la produccié del
nucleotid. Tant aquesta inhibicié com el
seu consum, fan minvar el nivell intracel-
lular d’ATP, fet que junt amb la reparacid
de les lesions i la desaparicié del senyal
inductor desactiven a poc a poc el sistema.

Els tractaments genotoxics que produei-
xen menys ATP, activen menys eficient-
ment la proteina RecA, que manifesta una
activitat més baixa, i com a conseqiiéncia
té lloc una menor hidrolisi del repressor
LexA citoplasmatic. Aix0 condueix a I’ex-
pressié de fenotips SOS parcials ja que la
proteina LexA no presenta la mateixa afi-
nitat per tots els gens SOS (EBINA ef
al., 1983; BRENT i PTASHNE, 1981), i per
tant no tots son transcrits amb la mateixa
intensitat.
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