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I. INTRODUCCION



El amonio ocupa una posicidn crucial en el meta
bolismo de los microorganismos que crecen con fuentes de ni -
trégeno inorgénico: por un lado, la mayoria de estos microor-
ganismos puede utilizarlo como fuente de nitrdgeno y por otro,
es el producto de la reduccidén del nitrbdgeno molecular y del
nitrato. Ademds, en presencia de dinitrb6geno o nitrato, el
amonio.es utilizado preferentemente Yy su presencia, en muchos

casos, impide la reduccidén de aquellos compuestos.

Existen varias vias metabdélicas que podrian ser
utilizadas para la asimilacién del amonio, en diferentes bac-
terias. Entre estas vias se encuentran las que implican la ac
cidén de la aspartasa o de deshidrogenasas de aminodcidos, y

la ruta glutamina sintetasa/glutamato sintasa.

Duranfe muchos afios, se considerd que la prime-
ra y principal reaccién consistia en la aminacién reductiva
del g-cetoglutarato, catalizada por la glutamato deshidrogena
sa (E.C.1.4.1.3.):

, H'+NAD(P)H  NAD(P)"

o-cetoglutarato + NH4 » Glutamato + HZO

Estd bien establecida la presencia de glutamato
deshidrogenasa (GDH) en la mayoria de las bacterias y priacti-
camente en todos los organismos vivos; Zn vitro, la reaccibn
catalizada por la GDH, estd favorecida termodinidmicamente ha-

cia la sintesis de glutamato; ademds, ciertos estudios cinéti



cos de marcaje isotb6pico con ]SN, en Candida utilis (Sims y
Folkes, 1964) y, en Chlorella(Bassham y Kirk, 1964), fueron
considérados conluyentes en favor de esta ruta de asimila -
cién del amonio y por extrapolacidén, se hicieron extensivos

a todos los microorganismos.

Sin embargo, debido principalmente a su elevada
Km para el amonio (por término medio ~ 4 mM), varios investi-
gadores comenzaron a considerar la existencia de otra via me-
tab6lica, al menos cuando la concentracién de amonio disponi-
ble es baja. De hecho, en Klebsiella aerogenes (Meers et al.,
1970), los niveles de GDH eran altos cuando el sustrato limi-
tante era la fuente de carbono 6 el fosfato, pero cuando el
factor limitante era el amonio (0,5 mM, es decir, mds de 10
veces menor que 1a‘Km (NHS) de la GDH), el nivel de GDH des-
cendia hasta un 3% del original y no podia, por tanto, satis
facer las necesidades biosintéticas del organismo. Como
K. aerogenes no sintetizaba aspartasa u otras deshidrogena -
sas de aminodcidos en esas condiciones, se supuso que debe -
ria haber algin otro sistema responsable de la asimilacién
de amonio. Tras una serie de experimentos a niveles fisiol6-
gico y enzimdtico, llegaron a la conclusién de que el amonio
se fija en primer lugar a la glutamina seguido de la forma -
ci6én de glutamato. E1 primer paso de este proceso estaria ca
talizado por la glutamina sintetasa (GS) (E.C.6.3.1.2.), una

enzima sobradamente conocida ya, que cataliza la siguiente



reaccidn:

ATP ADP+P1

Glutamato + NHZ — (Glutamina

La segunda etapa seria la transferencia reductiva
del grupo amido de la glutamina a la posicién 2 del a-ceto -
glutarato, catalizada por una enzima hasta entonces desconoci

da: la glutamato sintasa, (GUS) (E.C.2.6.1.53):

NAD(P)H+H®  NAD(P)"

o-cetoglutarato + glutamina —= 2 glutamato

La actividad de esta enzima aumentaba cuando
K. aerogenes era cultivado en nitrato, 6 en amonio a bajas
concentraciones, mientras que con la GDH ocurria lo contra-

Tio.

La ruta de incorporacién de amonio que quedd es-
tablecida,en un principio para XK. aerogenes, se puede resumir

asi:

.. +
a) concentracién de NH4 elevada:

NH

a—{f //;:::>/,VG1utamina
GS

NHZ ——= (Glutamato

GDH \\\\\\\\‘*otros aminodcidos

S



b) concentracidén de NHZ baja:

Glutamato—» — —

Glutamato
\ Ry /7

— (S GUS

4
\\‘*>G1utamina"//\\\~—a—KG

NH

Desde los experimentos iniciales de Meers et al.
(1970), se ha estudiado la ruta de incorporacién de amonio en
muchos otros organismos (bacterias, cianobacterias, algas,
hongos y plantas superiores). La presencia de glutamato sintg
sa y el funcionamiento de la ruta glutamina sintetasa/glutama
to sintasa (6 '"GS/GOGAT'") han sido demostrados en casi todos
los organismos investigados, con la excepcidén de la mayoria
de los hongos y levaduras (ver las revisiones de Brown et al.,
1974; Miflin y Lea, 1976 y Tyler, 1978). La glutamato deshi -

drogenasa (GDH) ha quedado relegada a un segundo plano.

Curiosamente, algunas bacterias carecen incluso
de GDH detectable como por ejemplo, BaeiZllus megaterium MA22
(Elmerich y Aubert, 1971), Rhodopseudomonas capsulata (Johan-
sson y Gest, 1976), .RhizobZum 32H1 (Ludwig, 1978}, Caulobac-
ter crescentus (Ely et al., 1978) y A. chroococcum (este tra-

bajo).

La glutamina sintetasa es una enzima estudiada a
fondo hace tiempo, a pesar de lo cual sigue siendo el objeti-

vo de importantes investigaciones. Son dignos de destacar



los trabajos inciales llevados a cabo por Stadtman en E.E.U.U.
y Holzer en Alemania y sus colaboradores durante los afios 60

y mds recientemente los de Magasanik y cols. en E.E.U.U. (para
revisidén, ver las de Shpairo y Stadtman, 1970; Holzer y Dunt:ze,
1971; Ginsburg y Stadtman, 1973; Magasanik et al., 1974 y Maga-
sanik, 1977).

Esta enzima cataliza la reaccidn irreversible me-
diante la cual se forma glutamina a partir de glutamato y amo

2+

nio, en presencia de un catién divalente (Mg o Mn2+) y ATP.

Estd sometida a 3 niveles de regulacidn:

a) Control de su sintesis. En presencia de concen
traciones elevadas de amonio, los niveles de GS son bajos en
E. coli, B. subtilis, Lactobacillus arabinosus, varias pseudo-
monas y K. aerogenes, lo que se ha relacionado con una repre-
sidén de la sintesis provocada por el amonio (y por algunos
aminoacidos), y en parte también con una modificacién quimica
que produce la inactivacidén de la enzima, como se verd a con-

tinuacidn.

b) Retroinhibicidén por productos finales del meta
bolismo de la glutamina. Este es un aspecto complicado, ya
que cada metabolito s6lo produce inhibicidén parcial, siendo
acumulativos los efectos inhibidores individuales. Este aspec

to ha sido discutido detalladamente por Stadtman (1970).

c) Modificacién quimica de su estructura, que

afecta de forma sutil a la actividad enzimidtica. La enzima es
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interconvertible entre dos formas: una desadenilada, activa
y otra adenilada (GS-AMP), menos activa. La conversidn de

una forma en otra estd catalizada por, al menos, dos enzimas
que a su vez son sensibles a varios metabolitos del metabo -
lismo de los compuestos nitrogenados (a-cetoglutarato y glu-
tamina) y al ATP y AMP (al "estado energético'" de la célu -

la ).

Se sabe que cada una de las 12 subunidades que
componen la GS, pueae unirse a un grupo adenilo. A medida
que el oligdmero va adenildndose, hasta un miximo de 12, 1la
actividad en presencia de Mg2+ disminuYe hasta cero, mien-

.. +
tras que la actividad con an aumenta.

Actualmente parece ser aceptada la idea de que
todas las bacterias Gram-negativas poseen una glutamina sin-
tetasa interconvertible, mientras que las Gram-negativas, no

(Tronick et al., 1973).

La enzima se puede ensayar in vitro mediante reac
ciones no fisiolbgicas, entre ellas la que se conoce como ac-

tividad "transferasa':

a) Mn2+

b) Mn2+:+ Mgz+

L-glutamina + NH, -OH —— y—glutamilhidroxamato4-NH+
2 . 4
ADP, arseniato

En presencia de Mn2+, 0,3 mM (a), tanto la enzima

adenilada (biosintéticamente inactiva) como la desadenilada
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(fisiol6gicamente activa) cataliza esta reaccibén, mientras que
en presencia de Mn2+, 0,3 mM y Mg2+, 60 mM (b), s6lo la enzima
desadenilada es funcional en este ensayo artificial (Stadtman

et al., 1970). Esta propiedad se suele utilizar para medir el

estado de adenilacién de la enzima (n):

(b)
(a)

n=12 - 12

n puede variar entre 0 y 12 moles de 5'-adenilo por mol de en

zima.

Un aspecto importahte de la GS, que 1la coloca en
un lugar destacado dentro del metabolismo de los compuestos
nitrogenados, es que la enzima, como tal, interacciona con el
ADN activando la transcripcién de varios genes que codifican
la sintesis de enzimas implicadas en las rutas metabdlicas
de 1ncorporacidén de nitrégeno en forma de glutamato y gluta-
mina (Magasanik, 1977). Ademds, parece ser que la sintesis de

glutamina sintetasa estd autorregulada por la propia enzima.

La glutamato sintasa ('"GOGAT" o "GUS") se ha puri
ficado hasta homogeneidad a partir de E. colZ (Mantsala y Zal-
kin, 1976; Miller y Stadtman, 1972 y Trotta et al., 1974),

K. aerogenes (Geary f Meister, 1977 y Trotta et al., 1974),
Bactillus megaterium (Hemmila y Mantsala, 1978 ), de la frac-
cidn citoplédsmica de la planta en nédulos de Lupinus angusti-

folius (Boland y Benny, 1977) y de cultivos de células de so-
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ja (Chiu y Shargool, 1979). En todos los casos se ha comproba
do que la enzima contiene flavina.y en el caso de F. coli y
K. aerogenes, ademds se ha comprobado la presencia de hierro
y sulfuro 18bil. En estos dos casos, se ha demostrado también
que la enzima es un dimero constituido por dos subunidades
distintas; la subunidad pequefia tiene el mismo peso molecular
en ambas bacterias (alrededor de 50 kD) pero la subunidad
grande de K. aerogenes es mayor (175 kD) que la de E. col<
(135 kD). La composicién en subunidades no estd clara: Miller
y Stadtman (1972) han comunicado que la enzima purificada de
E. coli tiene un peso molecular de 800 kD indicando la asocia
cién de 4 dimeros, mientras que Trotta et al. (1974) encontra
ron actividad completa en un s6lo dimero aislado de K. aeroge

nes.

La enzima de nédulos de Lupinus (Boland y Benny,
1977) difiere de la de bacterias en que utiliza NADH en vez
de NADPH y en que consiste en una s6la cadena polipeptidica
de peso molecular. 235 kD (probablemente errbneo, ya que es

demasiado alto para un s6lo polipéptido).

En plantas y algas verdes existe glutamato sinta-
sa no caracterizada en cuanto a sus propiedades fisicoquimi -
cas. En unos casos, el donador de electrones es la ferredoxi-
na (Miflin y Lea, 1975 y Arima, 1978) y en otros NAD(P)H
(Doughall, 1974; Chiu y Shargool, 1979). Ciertamente, no es
facilmente explicable la utilizacidén de ferredoxina por una

enzima de raices de plantas.
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Anderson y Done (1977) han descrito una glutamato
sintasa de cloroplastos de Pisum sativum , al parecer acopla-

da al aparato fotosintético.

En hongos y levaduras s6lo en contados casos se

ha encontrado actividad glutamato sintasa (Roon et al., 1974).

La regulacién de la glutamato sintasa no estd na-
da clara y segin Tyler (1978) es necesario saber més sobre la
naturaleza del control de esta enzima para resolver numerosos

puntos oscuros en el metabolismo del nitrdgeno.

En cuanto al mecanismo cinético de la reaccidn ca
talizada por la glutamato sintasa, existen hasta la fecha,
s6lo dos estudios: uno con la enzima de Lupznus (Boland, 1979)
en que el autor postula la existencia de un mecanismo cinéti-
co '"'parcialmente al azar'", y otro con la enzima de E. coli W
(Rendina y Orme-Johnson, 1978), en que se propone un mecanis-

mo '"de dos sitios ping-pong bi-bi uni-uni'", esquematizado en

la figura siguiente, reproducida del mencionado trabajo:

NADPH NADP"
sitio 1
Fe-S
e ?
flavina
sitio 2
L—Glz Q L—Glj

a-KG L-Glu
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Seglin estos autores, un mecanismo ping-pong de 2
sitios, supone la existencia de dos funciones distintas en la
glutamato sintasa: una de almacenamiento de electrones, y otra
de aminacidén reductiva. Los dos cofactores adicionales (Fe-S y
flavina) actuarian como tampones redox frente a la entrada de
electrones, seglin lo cual la enzima reaccionaria de forma no
lineal ante el potencial redox celular. El desacoplamiento en-
tre la entrada de electrones y la aminacién reductiva facilita

ria una propiedad reguladora de este tipo.

El objetivo de este trabajo ha sido elucidar el
mecanismo fisiol6gico para la asimilacidén del amonio en 4.
chroococcum, medianté el estudio de las enzimas implicadas en
el proceso. Se juzgd importante este estudio, porque 1los tfa-
bajos sobre el metabolismo del nitrégeno en este organismo fi
jador de dinitrégeno, se habian centrado unicamente en las
primeras etapas, es decir, en las reacciones catalizadas por
las enzimas, Nitrogenasa (Yates y Daniel, 1970; Yates y Plan-
qué, 1975 y Robson, 1979); nitrato reductasa (Guerrero et al.,
1973; Guerrero y Vega, 1975; Tortolero et al., 1975 y Vila
et al., 1978) y nitrito reductasa (Guerrero, Tesis doctoral y

Vega et al., 1975).

_ NOSRasa _ NO,Rasa /
NO = NO



Lo que ocurre mds alld del amonio quedaba por es-
tudiar, siendo la glutamina sintetasa una enzima que, COmO que
d6 dicho anteriormente, juega un papel central en el metabolis
mo de los compuestos nitrogenados y estando consolididndose la
idea de que la ruta "“GS/GOGAT'" es la principal via de incorpo-

racidén del NH3 en esqueletos carbonados.

Drozd et al. (1972) se limitaron a medir los nive
les de GDH y GUS en extractos crudos de A. chroococcum, sin
profundizar en absoluto en el tema y sin dejar la cuestibén a-

clarada.

En los experimentos que se presentan en esta Tesis
se demuestra la ausencia de GDH en 4. chroococcum cuando esta
bacteria crece con distintas fuentes de nitrdgeno y la presen-
cia, en todos los casos, de glutamato sintasa y glutamina sin-

tetasa. Se discute la regulacidén de estas enzimas.

En los estudios enzimdticos se ha profundizado
mds en lo que respecta a la glutamato sintasa que a la GS, por
presentar aquélla aspectos mds atractivos,dado el escaso cono-
cimiento que de ella se tiene y sus caracteristicas cinéticas
y cataliticas tan peculiares y complejas. Se describe la inac-
tivacién de dicha enzima con NADPH en un proceso no descrito
hasta ahora y se discute la participacidén de distintos grupos
(hierro, flavina, -SH) en la reaccidn catalitica. Se han pues-
to a punto métodos 6ptimoes para la purificacibén de ambas enzi-

mas.



IT. MATERIALES Y METODOS
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II.A. ORGANISMO Y CONDICIONES DE CULTIVO

IT.A.1. Material biolébgico

El organismo utilizado en el trabajo que aqui se pre
senta, ha sido la bacteria fijadora de nitrdgeno, Azotobacter
chroococcum, A.T.C.C. 4412, procedente de la coleccibén de cul

tivos tipo de la Universidad de Bilbao (Prof. F. Uruburu).

IT.A.2. Condiciones estdndar de cultivo

Las células se cultivaron aerbdbicamente en condicio-
nes estériles, utilizando matraces Erlenmeyer llenados con me
dio sintético hasta la mitad de su capacidad total, a 27°C,
en un incubador orbital NEW BRUNSWICK modelo G-25, que sumi-
nistraba a los cultivos una agitacibén constante de 180-200

T.p.m.

Un litro de medio contenia en milimoles: KNOS, 8;

EDTA, 0,024; MgSO 0,8; NaCl, 3,4; CaClz, 0,34; Na2M004,

4’
0,012; FeSO4, 0,18; Manitol, 27,5 y tampdén fosfato potédsico,

pH 7,5, 20.

Los matraces, conteniendo el medio completo, a excep
ci6n del fosfato, y tapados con algodén graso, se esteriliza-
ron en un autoclave eléctrico SELECTA modelo P, a 1 atmbésfera
de presidén (1202C) durante 20 min. Una solucidén de fosfato po
tdsico, 0,5 M pH 7,5, repartida en pequefios volGmenes, se es-
terilizaba aparte para evitar su precipitacibén en forma de

sal férrica; una vez fria, se vertia un volumen adecuado (40
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ml por litro de medio) sobre el medio de cultivo, en condicio
nes estériles. Cuando el medio tenfa glutamato, éste también

se esterilizaba separadamente.

IT.A.3. Modificaciones del medio estidndar -

Las variaciones introducidas en la composicidén del
medio estdndar descrito en el apartado anterior, afectan fini-
camente a la fuente de nitr6geno. Cuando se utiliz6é dinitrége
no, se omitid el nitrato. En los experimentos de crecimiento
con amonio como fuente de nitrdgeno, se empleb6 acetato amdni-
Co a concentraciones variables, que se especifican en cada ca
so. Cuando el medio tenia glutamato como fuente de nitrégeno,

la concentracién de Manitol era 11 mM, en vez de 27,5 mM.

IT.A.4. Mantenimiento del organismo y preparacién de los ind-

culos

Para conservar las células, &stas se sembraban en tu
bos con medio s6lido de igual composicidén que el medio descri
to en II.A.2., pero con dinitr6geno como fuente de nitrégeno,
y suplementado con agar al 2,5% (p/v), a 272C; tras 2 dias de

crecimiento se colocaban en frio (0-42C).

Para preparar los inb6culos, se colocaba un tubo con
c€lulas en medio s6lido, a temperatura ambiente, durante 1-2
horas; se tomaba, en condiciones estériles, una cierta masa
de cé€lulas que se suspendia en 100 ml de medio liquido con 1la

fuente de nitr6geno deseada y se dejaba crecer (1-2 dias).
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Con 10 ml de este cultivo se inoculaban 250 ml de medio fres-
co y antes de que las células alcanzaran la fase estacionaria
de crecimiento (13 horas), se utilizaban como inbculo de par-
tida, afiadiendo 2-2,5 voltmenes de esta suspensibén por cada

100 voltimenes de medio.

IT.A.5. Recogida de células

Las células se recogieron en la fase final del creci
miento exponencial (unas 13 horas después de la inoculacién)
por centrifugacién a 8.000 x g durante 10 min, en una centri-
fuga SORVALL, modelo RC2-B. Después de lavarlas con tamp6n
MOPS-KOH, 50 mM, pH 7,5, se volvian a centrifugar a 12.000xg,
10 min y la pasta de células asi obtenida se utilizaba inme -

diatamente para preparar los extractos acelulares.

El rendimiento de los cultivos estdndar era de 2,5-3
g de "peso himedo" por litro de medio en 13 horas de creci -

miento.

IT.B. PREPARACION DE EXTRACTOS ACELULARES

Para la obtencidén de extractos crudos se han seguido

dos procedimientos distintos:

IT.B.1. Obtencién del extracto crudo I

Las cé&lulas recogidas como se indica en II.A.5. se
suspendian en tamp6n MES-KOH, 0,25 M, pH 6,6 + DTE, 0,5 mM,

en proporcién de 10 ml de tampén por gramo de peso hGmedo de
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células. (Esta proporcién no puede ser menor, ni la concentra
cién de tampdn mds baja, debido a que al romper las células
se produce una gran liberacién de protones. Con todo, en es -
tas condiciones, el pH del extracto crudo, dos horas después
de la rotura de las células, solia descender unas décimas, y
se tenia que reajustar mediante la adicién de unas gotas de

una solucidn concentrada de KOH).

La suspensi6én de células, a 0-42C, se sometia a tra-
tamiento con ultrasonidos durante 4 min, en dos periodos de 2
min con un intervalo de 3 min de interrupcién, manteniendo el
recipiente sumergido en agua a 0°C. El aparato utilizado era
un sonicador BRANSON, modelo B 12 de 20 kilociclos a 70 watios

de potencia.

A continuacién se centrifugaba la suspensidn asi tra
tada a 30.000 x g, 20 min, y el sobrenadante constituia el

"extracto crudo I".

II.B.2. Obtencidn del extracto crudo II

Las células se suspendian en tampén MOPS-KOH, 0,25 M,

pH 7,5 + DTE, 0,5 mM + Deoxicolato, 1% (p/v) en la misma pro-

porcidén que en el procedimiento mencionado antes y se sometia
a 1déntico tratamiento con ultrasonidos. A continuacidn, se
dejaba a temperatura ambiente durante 45-60 min, con agita -
cidén suave y constante. Seguidamente se centrifugaba a 30.000
X g, 30-45 min, y el sobrenadante constituia el "extracto cru

do II". Esta preparacién presentaba un aspecto muy viscoso,
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especialmente después de mantenerla en frio durante 24 horas,
por lo que se tomaban las debidas precauciones para evitar
errores en las medidas de volumen. La viscosidad disminuia al

poner la preparacidén a temperatura ambiente unos minutos.

1I1.C. ENSAYOS ENZIMATICOS

I1.C.171. Ensayo de la actividad glutamato sintasa

IT.C.1.1. Ensayo de la actividad dependiente de NADPH

Se llevd a cabo seglin el método descrito por Meers
et al. (1970), con modificaciones. La reaccidn se siguid es-
pectrofotométricamente registrando continuamente el descenso
de la absorbancia a 340 nm, debido a la oxidacién de NADPH.
En algunas ocasiones la cinética no era lineal, en cuyo caso
se calculabé la velocidad inicial trazando la tangente desde
el origen. La mezcla de reaccién contenia, en un volumen fi-
nal de 1 ml: Tampbén MOPS-KOH, pH 7,5, 100 pmoles; a-cetoglu-
tarato (ajustado a pH 7,5 con KOH), 5 umoles; glutamina, 10
umoles; NADPH, 0,12 umoles y la suficiente cantidad de enzi-
ma para producir un descenso en la absorbancia de 0,05-0,15
en un minuto. La reaccidén se iniciaba por adicién de la enzi

ma.

En un ensayo previo, se determinaba la actividad
NADPH oxidasa, eliminando de la mezcla de reaccidén la gluta-

mina, y se restaba de la actividad total.

Una unidad de actividad enzimidtica se definia como



22

la cantidad de enzima que oxidaba 1 pmol de NADPH por minuto.

IT.C.1.2. Ensayo de la actividad dependiente de ditionito

Se siguid el método de Miflin y Lea (1975), para la
enzima de plantas, con algunas modificaciones. El1 ensayo se
llevaba a cabo en tubos de ensayo de 10 ml de capacidad. La
mezcla de reaccidén contenia, en un volumen de 1 ml, los si -
guientes compuestos, en umoles: MOPS-KOH, pH 7,5, 100; a-ce-
toglutarato (pH 7,5 con KOH), §5; gluéamina, 10; amino-oxiace
tato, 5; Na,$,0 0,8 mg disueltos en 0,1 ml de tampdn MOPS-

27274
-KOH, 50 mM pH 7,5, y una cantidad apropiada de enzima.

La solucidn de ditionito se preparaba inmediatamen-

te antes de ser utilizada.

LaAreaccién se iniciaba con la adicidén de ditionito
y se dejaba transcurrir, a 30°C, durante 30 min, tiempo du -
tante el cual la velocidad se mantenia constante, parindola
mediante agitacién vigorosa durante medio minuto, para oxi -
dar rdpidamente el ditionito remanente; seguidamente se ca -
lentaba en un bafio de agua hirviendo, durante 5 min; se cen-
trifugaba a 700 x g durante 10 min y se determinaba enzimdti
camente el glutamato formado (II.D.6.), en una fraccién ali-

cuota del sobrenadante.

El amino-oxiacetato es un inhibidor especifico de
las transaminasas. Su adicién a la mezcla de ensayo evita la

desaparicidn por transaminacién del glutamato formado 6 la
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formacién de mds glutamato, al margen de la accidn de la enzi

ma sometida a estudio (Miflin y Lea, 1975).

I1.C.1.3. Ensayo de la actividad dependiente de ditionito y

mediada por metil violdgeno

Se procedia igual que en II.C.1.2., pero afiadiendo

0,15 uymoles de metil violégeno.

IT.C.2. Ensayo de la actividad glutaminasa

Esta basado en el método descrito por Trotta et al.
(1974) . Se procedia igual que en II.C.1.2., pero omitiendo
de la mezcla de reaccidén el ditionito y el a-cetoglutarato.
La reaccidén se detenia por calentamiento, a 100°C en un ba-

fio de agua hirviendo, durante 5 min, sin agitacidén previa.

I1.C.3. Ensayo de la actividad glutamato deshidrogenasa

Cuando se intentaba localizar esta actividad, se se
guia la variacidén de la absorbancia a 340 nm, tanto para se-
guir la oxidacidén de NAD(P)H (aminacidén reductiva de a-ceto-
glutarato) como la reduccidn de NAD(P)+ (desaminacibén oxida-
tiva de glutamato), esta filtima a dos pH diferentes: 7,5 y

9,0.

I11.C.3.1. Aminacidén reductiva de a—-cetoglutarato

Es una modificaci6n del método descrito por Prusiner
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et al. (1972). La mezcla de reacci6én contenia, en un volumen
de 1 ml, los siguientes compuestos, en pmoles: MOPS-KOH, pH
7,5, 100; o-cetoglutarato, 5; NH4C1, 50; NAD(P)H, 0,15 y en-

zima en cantidad apropiada.

Antes se determinaba, en ensayo separado, la activi
dad NAD(P)H oxidasa eliminando el NH,Cl de la mezcla de reac

ciodn.

11.C.3.2. Desaminacidn oxidativa de glutamato

Se procedia de la misma forma que Trotta et al.
(1974), variando ligeramente algunas condiciones. La mezcla
de reaccidén contenia, en un volumen de 1 ml, lo siguiente
en umoles: MOPS-KOH, pH 7,5, 100 (6 bien glicina-hidrazina,
pH 9,0,200); glutamato monosédico, 50; NAD(P)', 0,15 y una

cantidad adecuada de enzima.

En extractos crudos procedentes de cé€lulas cultiva-
das con nitrato como fuente de nitrdgeno, existia una activi
_ + o

dad NAD -reductasa, que se media separadamente eliminando de

la mezcla el glutamato.

IT.C.4. Ensayo de la actividad glutamina sintetasa

Se determindé colorimétricamente la actividad '"trans
ferasa'" (Shapiro y Stadtman, 1970) mediante el procedimiento
de Kleiner (1975) ligeramente modificado. La reaccién se 1lle
vaba a cabo en tubos de ensayo de 10 ml de capacidad, en un

volumen de 1 ml conteniendo lo siguiente, en umoles: MOPS-KOH,
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pH 7,5, 100; glutamina, 25; Na-ADP, 0,5; MnCl 0,3; NH,OH-

2? 2
-HC1, 25; NazHAsO4, 25; enzima, una cantidad apropiada. Cuan
do se media la actividad dependiente de Mg2+, se afladian 60
umoles de MgClz. Se incubaba a 302C durante 10 min Yy se pa-
raba la reaccidén por adicién de 2 ml de la siguiente mezcla:

Acido Tricloroacético al 24%/HC1, 6 N/FeC1‘~6H20 (10%) en

3
HC1 0,02 N, en proporcién 1/1/1. A continuacién se centrifu
gaba para eliminar la turbidez que produce la proteina preci

pitada y se media la absorbancia a 500 nm.

Se utilizd y-glutamilhidroxamato auténtico como pa-

Siempre se hacia un ensayo control en el que se omi
tian el ADP y el NazHAsO4 para corregir la formacidén posible
de y-glutamilhidroxamato mediante reacciones distintas de 1la
catalizada por la glutamina sintetasa. En general, este con-

trol daba valores muy bajos.

Una unidad de actividad enzimitica, se definia como
la cantidad de enzima que cataliza la formacién de 1 umol de
y-glutamilhidroxamato por minuto.

IT.D. TECNICAS EXPERIMENTALES Y METODOS ANALITICOS

I1.D.1. Centrifugaciones

Durante el proceso de purificacién se emplearon cen
trifugas refrigeradas SORVALL modelo RC2-B con rotores apro-

piados seglin el volumen a centrifugar.
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Para centrifugaciones a valores superiores a 30.000
X g, se utilizaron ultracentrifugas BECKMAN SPINCO modelos
L2-50B y L2-65B y SORVALL modelo OTD-2 con rotores de dngulo

fijo adecuados al volumen de la preparacidn.

IT1.D.2. Cromatografia en columnas

Todas las cromatografias se realizaban a una tempe-

ratura de 0-4°C.

IT.D.2.1. Cromatografia de intercambio idénico

Se utilizaron columnas de vidrio de diferentes di -
mensiones, provistas de una placa porosa, suministradas por
ANORSA. Antes de empaquetar el intercambiador (DEAE-celulosa,
MERCK) se cubria la placa con una fina capa de arena purifi-
cada con &dcido y calcinada (MERCK), para evitar la obstruc -
cidén de los poros. El empaquetamiento se realizaba mediante
presién hidrostdtica, asfi como el proceso de equilibrado. La
adsorcidn de la muestra se realizaba manteniendo el flujo
constante con una bomba peristdltica LKB tipo Perpex 10.200,

y la elucidn del mismo modo, pero reduciendo el flujo.

Las fracciones se recogian automiticamente con un

colector LKB, mod. ULTRORAC 7000.

I1.D.2.2. Cromatografia de filtracidn en gel

Se han utilizado los siguientes geles: Sephadex G-25

y G-200 (PHARMACIA), Bio-Gel A-1,5 m (BIO-RAD) y Ultrogel
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AcA 44 (LKB), que se preparaban y utilizaban siguiendo las
instrucciones de los fabricantes. Las columnas empleadas
eran suministradas por PHARMACIA. El mantenimiento de flujo

constante y la recogida de fracciones, como en II.D.Z2.1.

I1.D.2.3. Cromatografia de afinidad en Azul-Sefarosa

Se ha utilizado gel "Reactive Blue-2-Sepharose

Cl1-6B'" (SIGMA). E1 gel se empaquetaba en pequeflas columnas
fabricadas con tubos de los utilizados en la electroforesis
de gel de poliacrilamida (80 x 7 mm @), uno de cuyos extre-
mos se tapaba con una membrana de nylon que dejaba pasar
las proteinas pero retenia 1las bolas de gel. E1 volumen
ocupado por el gel hinchado era de 2-2,5 ml. Cuando se rea-
lizaba la cromatografia de afinidad con fines preparativos,
las dimensiones de la columna eran 100 x 16 mm @, con un
volumen de gel de 12-15 ml. Después de utilizado el gel, se
pasaba un volumen 5 veces superior al suyo propio, de una
solucién de KCl, 3 M + Urea, 6 M; a continuacién se equili-

braba en el tampén deseado y se volvia a utilizar.

El mantenimiento del flujo y la recogida de fraccio

nes, como en I1.D.2.1.

II1.D.3. Electroforesis analitica en gel de poliacrilamida

I11.D.3.1. Electroforesis a pH 8,3

Se procedié seglin el método de electroforesis en gel

discontinuo descrito por Jovin et al. (1964), pero suprimien-
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do el gel superior. Las separaciones se realizaron a 4°C en
tubos de 100 x 5 mm @, con geles de poliacrilamida al 56
7,5% y pH 8,3 utiliiando tamp6én Tris-HC1 en los geles, con-
teniendo TEMED al 0,46% (v/v), y tampén Tris-Glicina, 40 mM
pH 8,3 como electrolito. La muestra (10-50 ﬁg) contenia sa-
carosa al 20% (p/v) y azul bromofenol al 0,05% (p/v), éste
Giltimo para visualizar el frente electroforético. El proce-
so se iniciaba aplicando una corriente continua de intensi-
dad constante a 1,5 mA/tubo durante 15 min y luego de 3 mA/
tubo hasta que el colorante marcador alcanzaba el extremo

inferior (dnodo).

I1.D.3.2. Electroforesis en gel con SDS

Se realizdé a temperatura ambiente en geles de polia-
crilamida al 10% (p/v), preparados a pH 7,0 con tampbn fosfa-
to sddico, 0,2 M, en presencia de SDS, al 0,1% (p/v) y TEMED
al 0,15% (v/v), segln el método descrito por Weber y Osborn (1969).
Tampén electrolito:fosfato sdédico, 0,1 M pH 7,2 + SDS, 0,1%

(p/v).

La muestra se calentaba en un bafio de agua hirviendo
durante 3-5 min en presencia de tampdén fosfato sddico 10 mM,
pH 7,0, SDS, 10% (p/v), pg-mercaptoetanol, 10% (v/v) y sacaro-
sa (20%), luego se afadia azul bromofenol (0,05%). La electro
foresis se iniciaba con una intensidad de 4 mA/tubo durante
30 min y luego 8 mA/tubo hasta que el marcador alcanzaba el

extremo 1nferior del gel (unas cinco horas).
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I1.D.3.3. Tincidn de protefna en gel

Una vez terminada la electroforesis, se sacaban los
geles de los tubos y se sumergian en una solucién de Azul
brillante de Coomasie G al 1% (p/v) en &dcido acético al 7%
(p/v), durante 30-40 min. A continuacidén se lavaban un par
de veces con una mezcla de acético 7,5% y metanol al 5% (v/v)
y se eliminaba el exceso de colorante mediante sucesivos cam-
bios de esta solucién. Una vez destefiidos, se guardaban en

una solucidén de dcido acético al 7% (p/v).

I1.D.3.4. Localizacién de la actividad glutamina sintetasa en

los geles

Se procedia de la forma descrita por Kleinschmidt y
Kleiner (1978). Los geles se sumergian en la mezcla de reac-
cibén para el ensayo de la actividad transferasa dependiente

2+ (IT.C.4.) a temperatura ambiente, durante 1 hora.

de Mn
Luego se transferia a la solucién de FeCl3 (ver I1.C.4.) y
se esperaba hasta que aparecia(n) la(s) banda(s) roja(s) co-

rrespondiente(s) al y-glutamilhidroxamato formado.

IT1.D.3.5. Localizacién de actividad diaforasa en los geles

Para detectar esta actividad, se procedia seglin Wang
y Raper (1970). El1 gel, se sumergia en una solucién que conte
nia, en 100 ml de tampdn fosfato sédico, 0,5 M pH 7,5, 50 mg
de cloruro de p-nitroazultetrazolio (nitro-BT) y 55 umoles de

NADPH. El1 tubo se cubria con papel de aluminio para proteger
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de la luz y se dejaba a temperatura ambiente durante varias

horas hasta 1la aparicién de las bandas moradas correspondien-
tes al formazano que se produce al reducir nitro-BT. Los ge -
les asi tefiidos, se transferian a una solucidén de &dcido acéti
co al 7,5% para su conservacién. Las bandas desaparecen al ca

bo de un par de semanas.

I1.D.4. Determinaciones espectrofotométricas

Las medidas colorimétricas se hicieron en un colori-
metro BAUSCH § LOMB Spectronic, modelo 700 o en espectrofotd-
metros PYE UNICAM modelos SP8-100 UV y SP-1750 equipados to-
dos con salida digital. Las medidas cinéticas se siguieron en
los espectrofotémetros mencionados y en el modelo SP-1800,con
registrador incorporado. Los espectros de absorcién se regis-

traron en un espectrofotébmetro AMINCO modelo DW 2a.

Los coeficientes de extincién utilizados fueron:
6.220 M1 x cm” para el NAD(P)H y 10° M x em”? para el fe-

rricianuro.

II1.D.5. Determinacidén de proteina

La proteina se determindé segiin el método de Lowry
et al. (1951) con las modificaciones de Bailey (1967), utili-

zando ovoalbtGmina como patrdn.

II1.D.6. Determinacidén de glutamato

Se sigui6é el método enzimidtico descrito por Bernt y
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Bergmeyer (1974), que se basa en la reaccibén que tiene lugar
entre el L-glutamato y el NAD+, catalizada por la enzima glu-
tamato deshidrogenasa, con una estequiometria de 1/1. La mues
fra, (50 ul) se afiadia sobre 1,2 ml de una mezcla de reaccién,
contenida en una cubeta de 1 cm de paso de luz a temperatura
ambiente, con los siguientes compuestos, en umoles: Tampdn
glicina-hidrazina, pH 9,0, 500; NAD+, 6 y ADP, 9. Entonces se
anotaba la absorbancia a 340 nm y se afiadian 10 ul de L-gluta
mato deshidrogenasa de higado de buey (preparacidn comercial,
SIGMA, en tampén fosfato sédico, pH 7,3 y glicerol al 50%, 1i
bre de amonio, contehiendo 12 mg/ml y con una actividad espe-
cifica de 40 U/mg). A continuacién se registraba el incremen-
to de absorbancia y cuando ésta se mantenia constante, al ca-
bo de 1 hora aproximadamente, se anotaba este valor, que ser-
via para calcular la cantidad de NADH formado, equivalente a
la cantidad de glutamato presente en los 50 pl de la muestra.
Como control de rutina, se preparaba un blanco que contenia
50 yl de agua, en vez de la muestra. También se efectuaron
controles con glutamato auténtico en presencia de los demés
componentes de la mezcla, para comprobar posibles interferen
cias: ninguna de las muestras analizadas interferia con este

método de ensayo.

Con este método de pueden determinar cantidades de

glutamato del orden 2 nmoles.

II.D.7. Ensayos anaer6bicos

Los ensayos espectrofotométricos en condiciones anae
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rébicas, se llevaron a cabo en tubos de vidrio 6ptico BAUSCH
& LOMB, de 1 cm de didmetro, cerrados con tapones de goma de
los que vienen provistos los tubos B-D Vacutainer 4827, BEC-
TON-DICKINSON. La anaerobiosis se conseguia mediante sucesi-
vos ciclos de evacuado y llenado con argon, en un aparato
"MANIFOLD". El1 gas, de alta pureza, se hacia pasar previamen
te a través de un catalizador BASF, R3-11 calentado a 60°¢C,
y el orificio producido en el tapdén al ser atravesado por
la aguja, se cubria con grasa de silicona. El1 volumen de la
muestra era siempre menor que la cuarta parte de la capaci-
dad del tubo. La transferencia de muestras de un tubo a otro
se hacia mediante microjeringas herméticas HAMILTON, de las

utilizadas para cromatografia de gases.

I1.D.8. Desalinizacibn

La eliminacidén de sales & el .cambio en la composi -
cibén del tampén se efectuaba mediante filtracién en gel en
columnas de Sephadex G-25 (medium) de 60-70 x 16 mm @ (ver
II1.D.2.2.) o bien por didlisis en '"salchichas" de celulosa
regenerada Visking, SERVA, de 25 pg de espesor con un tama-
o de poro de 15-20 X,siendo el 1imite de exclusidn de

70.000-20.000 daltons.

I1.D.9. Medidas de pH

El pH de las disoluciones se determinaba en un pH-
-metro BECKMAN modelo Expandomatic SSZ o METHROM HERISAU,

modelo E-512, provistos de escala expandida y de electrodo
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combinado de vidrio. Como patrones, se utilizaron soluciones

comerciales (BECKMAN y MERCK).

Cuando s6lo se requeria una medida aproximada, se
utilizaban tiras de papel indicador (MERCK) con una resolu-

cién de + 0,5 unidades de pH.

IT.E. REACTIVOS

Los reactivos utilizados fueron suministrados por
las siguientes casas comerciales: ALDRICH: ferrozina y bis-
-acrilamida. BIO RAD LABORATORIES: Bio gel A/1,5 m. BOEHRIN-
GER: Piridin nucledtidos. DIFCO: Agar, manitol. LKB: Bio gel
AcA 44, MERCK: acrilamida, DEAE-celulosa, orto- y bato-fenan
trolina, a-KG y otros reactivos de grado analitico. PANREAC:
algunas sales empleadas en los medios, manitol. PHARMACIA:
geles de Sephadex. S.E.O.: N2 y argon de alta pureza. SERVA:
BSA, MV, TEMED, DTE. SIGMA: Azul Coomasie, Tris, Tricina,
MES, MOPS, FAD, adenin nucleétidos, Reactive Blue-Sepharose
CL 6 B, catalasa, GDH, glucosa oxidasa, glutamina, AOA, deo-

xicolato, DTE y otros reactivos de grado analitico.

El agua destilada se obtuvo mediante un destilador

de vidrio DRA.



ITI. RESULTADOS
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IIT.A. EXPERIMENTOS DE CRECIMIENTO CELULAR

Con el fin de determinar el efecto de la variacidn de
la fuente de nitr6geno sobre los niveles de las enzimas de la
asimilacidén del amonio, y fundamentalmente para investigar 1la
existencia o no de glutamato deshidrogenasa en células de
A. chroococeum se cultivd el organismo en medios con NZ’ NHZ,
NO% 0 glutamato como finica fuente de nitrb6geno. Los resultados

se presentan en la Tabla I.

Estos experimentos son muy indicativos desde un punto
de vista cualitativo. Las diferencias cuantitativas entre 1los
niveles de actividad de las distintas enzimas dependen, en
cierta medida, del estado de las células, esto es, de la etapa
de crecimiento en que se hallen en el momento de recogerlas.
En los experimentos presentados, las células se recogieron du-
rante su fase exponencial de crecimiento. Los datos expuestos

son el promedio de, al menos, dos determinaciones.

Lo més destacable de 1la Tabla I es, sin lugar a duda,
la ausencia practicamente total de glutamato deshidrogenasa en
los extractos, cualquiera que sea la fuente de nitrbgeno dispo

nible por las células.

Se puede observar también que el nivel de glutamato
sintasa solamente sufre ligeras variaciones, siendo el doble

en células cultivadas con NO. o NH .

3 4> que en células cultivadas

con N2 6 glutamato.

E1l nivel de glutamina sintetasa varia con la fuente



Tabla I

ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN CELULAS DE 4. chroococcum CULTIVADAS EN MEDIOS CON DISTINTAS

FUENTES DE NITROGENO

ACTIVIDADES ENZIMATICAS (mU/mg) (P)

. . (c)
Fuente de Glutamina sintetasa Glutamato

nitrégeno(a) 2+ (d) sintasa

con MnZ*  con Mg?t  Mg®*/mn

Glutamato
deshidrogenasa(e)

NZ 130 161 1,24 17,4
KNOS, 8 mM 260 75 0,29 39
NH, -acetato, 30 mM 908 173 0,19 39
Glutamato-Na, 20 mM 128 133 1,04 17

<1

<1

<1

<1

(a) Los medios se prepararon como se indica en II.A.1. y II.A.3.

(b) Las actividades se determinaron en extractos crudos del tipo II (II.B.2.).
(c) La glutamina sintetasa se determind mediante el ensayo de la '"transferasa'" (II.C.4.).

(d) Mggi/an+ es el valor de la relacidén entre la actividad transferasa en presencia de

Mg y la actividad en ausencia de este catidn.(II1.C.4.).

(e) Los resultados fueron los mismos tanto en el ensayo de la desaminacibén reductiva con
NAD(P)* a pH 7,5 y 9,0, como en el de la aminacién oxidativa con NAD(P)H a pH 7,5

(ver IT1.C.3.).

9¢
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de nitr6geno disponible. (La actividad con Mn2+ déd una idea
de la cantidad total de enzima y la actividad con Mg2+ es
indicativa de la enzima cataliticamente fitil, cuando existe
un proceso de regulacibén por adenilacibén-desadenilacién
(Stadtman et al., 1970). Cuando la fuente de nitr6geno es
amonio a concentracién elevada, la actividad transferasa de-
pendiente de Mn2+ es alta (unas 8 veces mayor que con Nz) pe
0o la proporcidén de enzima fisiolGgicamente significativa es

baja (20% aproximadamente).

Cuando las células se cultivan con glutamato como
fuente de nitrégeno, en condiciones aer6bicas sin suprimir
el N2 del aire, los niveles de glutamina sintetasa y la pro-
porcidn de enzima cataliticamente activa, son pricticamente
idénticos a los de células cultivadas con N, como Gnica fuen
te de nitrégeno. En ambos casos; la glutamina sintetasa esté

fundamentalmente en su forma activa.

Se pudo demostrar también que si a un cultivo de cé-
lulas con amonio se afiade metionina sulfoximina (inhibidor

de la glutamina sintetasa) el crecimiento se detiene.

Ademds, pudimos comprobar que el crecimiento de las
células es mds rapido con NO% que con el resto de las fuen-

tes de nitrdgeno suministradas.

Finalmente, hay que indicar que la actividad especi-
fica de la glutamato sintasa es del mismo orden en extractos

crudos del tipo I (II1.B.1.) y que en estos extractos tampoco
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se ha podido detectar actividad glutamato deshidrogenasa, cuan

do las células se cultivan con nitrato.

III.B. LOCALIZACION DE LAS ACTIVIDADES GLUTAMATO SINTASA Y GLU-

TAMINA SINTETASA DE A. chroococecum

Después de centrifugar un extracto crudo del tipo I a
120.000 x é durante 120-150 min, una cierta cantidad de ambas
enzimas, se encontraba siempre en el sedimento. En el caso de
la glutamina sintetasa, esta fraccibén que sedimentba, consti-
tuia el 40% o mds de la actividad presente en el extracto cru
do. En cuanto a la glutamato sintasa, la cantidad de enzima
que se hallaba en el sedimento tras la ultracentrifugacién va
riaba de unas preparaciones a otras, siendo menor a pH 6,5
que a pH 7,5 y menor que el 2% del total en presencia de deo-

xicolato al 1% (p/v) a pH 7,5.

Estos resultados indican que ambas enzimas probable -

mente estdn asociadas con la membrana plasmitica.

ITI.C. GLUTAMINA SINTETASA. CONDICIONES OPTIMAS PARA SU PURI-
FICACION

Los experimentos cuyos resultados se presentan en es-
te apartado fueron encaminados al establecimiento de unos tra
tamientos adecuados para la purificacién de la glutamina sin-

tetasa de Azotobacter chroococcum.

Las células utilizadas como material de partida, se
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cultivaron siempre en medio estidndar (II.A.2.) y se rompie-
ron por tratamiento con ultrasonidos. Los tampones utiliza-
dos fueron: Imidazol-HC1l, 0,2 M pH 7,5 + MnC1,, 5 mM e Imi-

dazol-HC1l, 50 mM pH 7,5 + MnCl 5 mM, que se abreviardn co

29
mo "tampén I" y '"tampén i" respectivamente. Todas las opera
ciones se llevaron a cabo a 0-4°C salvo que se indique 1lo

contrario. El porcentaje de saturacién de (NH4)ZSO4 se cal-
culé para 25°C a pesar de que las precipitaciones se reali-

L
zaron en frio.

-Las actividades, donde se especifican, corresponden

siempre al ensayo de la "transferasa'" (ver II1.C.4.).

ITT.C.1. Preparacidn de los extractos crudos

Los extractos crudos para la purificacidén de la glu-
tamina sintetasa se prepararon de la misma forma que se ex -
plica en ITI.B.1. pero sustituyendo el tampén M por tampdén I.
La actividad especifica de estos extractos solia oscilar en-

tre 150-250 mU/mg.

ITI.C.2. Tratamiento por calor

La glutamina sintetasa de A. chroococcum es muy re -
sistente al calentamiento, como se ha podido comprobar en es
tos estudios. Esta gran resistencia a la inactivacién térmi-
ca proporciona una gran ventaja con vistas a su separacifn,
en forma activa, de otras proteinasy compuestos (d4cidos nu -

cléicos) presentes en los extractos crudosde A. chroococcum,
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mucho mas termolidbiles.

La termorresistencia antedicha, es absolutamente de-
pendiente del idén Mn2+: si se somete a un calentamiento de
502C durante 1 hora 6 65°C durante 30 min, un extracto crudo,
en tampdén Imidazol-HC1 pH 7,5 a varias concentraciones, en
ausencia de MnClz, la actividad desaparece totalmente, mien-
tras que si se afiade esta sal a concentracidén 5 mM, la acti-
vidad permanece integramente en el sobrenadante, después de
centrifugar a 27.000 x g durante 15 min para separar el mate
rial celular que precipita (coagula) al sufrir el tratamien-

to por calor.

Este tratamiento elimina alrededor del 80% de la pro
teina presente en el extracto crudo, al tiempo que la gluta-
mina sintetasa no sufre ninguna alteracién que afecte lo més
minimo a sus propiedades cataliticas. La preparacidén resul -
tante es una solucidén muy '"limpia', con vistas a un poste -

rior tratamiento cromatogrédfico.

ITI.C.3. Precipitacién fraccionada con (NH4)_ZSO,I

El tratamiento de la preparacién resultante del ca-
lentamiento en tampdén I (apartado anterior), con (NH4)2804
hasta una concentracidén de 35% de saturacién, no provoca la
precipitacibén de la glutamina sintetasa, pero ésta si tiene
lugar si se lleva nuevamente hasta un 60% de saturacidn. El

incremento en la actividad especifica después de este trata

miento no es excesivamente grande, pero es compensado con
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una buena recuperacidén (70-75%) y con la obtencibén de una pre

paracién enzimitica altamente concentrada.

La duracién de estos tratamientos fué de 20-30 min,
con agitacibnsuave y constante. El sulfato amdnico se afiadid
en forma de solucién saturada al 100%, con el pH ajustado a

7,5 con NH,OH.

4

Cabe mencionar aqui el efecto del (NH4)ZSO4 sobre el
ensayo de la actividad "transferasa': si no se dializan las
preparaciones antes de medir la actividad, se obtienen valo-

res menores en un 50% aproximadamente.

ITI.C.4. Filtracidén en gel

Para intentar conseguir preparaciones mis puras de
glutamina sintetasa se intent6 el fraccionamiento por '"tami-
zado molecular", utilizando geles de Bio-Gel AcA 44; Sepha -
dex G-200 y Biogel A/1,5 m, equilibrados en tampdén i. En to-
dos los casos, la actividad glutamina sintetasa se localiza-
ba en el volumen vacio resultando un incremento de la activi

dad especifica de alrededor de 2, con una recupéracién del

70-75%.

ITI.C.5. Cromatografia en DEAE-celulosa

Otro de los criterios de fraccionamiento investiga-
dos fue el de la carga electrostdtica. A juzgar por los re -

sultados obtenidos, la glutamina sintetasa de A. chroococcum



Tabla II

42

RECUPERACION Y PURIFICACION DE LAS DISTINTAS ETAPAS DEL PROCESO

DE PURIFICACION DE LA GLUTAMINA SINTETASA DE A. chroococcum

Tratamiento Recuperacién Factor de
(%) purificacidn

Calentamiento (65°C, 30 min) 100 4,5-7
Precipitacibn fraccionada

con (NH4)ZSO4 70-75 2-2,5
Filtracidn en gel 70-75 2
Cromatografia en DEAE-celu-

losa y concentracién 65-70 4

(D Referido a la actividad total de la preparacién antes del

tratamiento

Para una explicacidén detallada, consultar el texto.
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debe poseer un punto isoeléctrico muy bajo, ya que se adsor-
be fuertemente al intercambiador anidnico DEAE-celulosa. La
adsorcién tiene lugar en tamp6én i y la elucidn requiere una

concentracién de NaCl, 0,3-0,35 M.

Cuando la adsorcidén se lleva a cabo en las menciona -
das condiciones, se lava la columna con NaCl, 0,2 M en tampén
i, y se eluye con un gradiente lineal de NaCl establecido en-
tre 0,2 My 0,45 M, se obtiene una preparacién cuya actividad
especifica se incrementa del orden de 4 veces, con una recupe
racidén del 65-70%. La preparacién estd muy diluida por lo que
se solia concentrar en una célula de ultrafiltracidén con agi-
tacidén, AMICON equipada con una membrana DIAFLO PM-30 que s&-
lo deja pasar moléculas con un peso molecular inferior a
30.000. Si se utiliza una membrana tipo XM-300, la glutamina

sintetasa no queda retenida.

La méxima actividad especifica obtenida mediante un
proceso de purificacidn basado en las etapas mencionadas a

lo iargo de esta seccidn, ha sido de 18 U/mg.

En la Tabla II, se resumen estos resultados.

I11.C.6. Procedimiento alternativo

Como se mostrd anteriormente (III.B.), la glutamina
sintetasa, debido a su enorme tamafio, o quizds debido a que
se halla asociada con membranas, sedimenta casi completamen

te, al someter el extracto crudo a una centrifugacidén de
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130.000 x g durante 150 min. En algunos casos se tomd como
preparaci6én de partida el sedimento resultante de esta cen-
trifugacidén suspendido en un pequefio volumen de tamp6n i.
Los resultados, en cuanto a rendimiento y factor de purifi-
cacibn, son similares a los obtenidos cuando se suprime es-
ta centrifugacidn. La ventaja de este procedimiento es que
se puede partir casi desde el principio de una preparacién
muy concentrada. Las respuestas a los distintos tratamien -
tos mencionados en los apartados precedentes son muy pareci-
das, excepto en lo referente a la filtracidén en gel, que en
este caso, proporciona un menor grado de purificacién. Otra
diferencia interesante se menciona en el apartado siguiente.
A la preparacidén obtenida por este procedimiento la denomi-
naremos preparacidén "P" y a la obtenida sin ultracentrifuga

ci6én preparacidén '"S".

ITI.C.7. Electroforesis analitica

Las preparaciones resultantes del iltimo paso de pu-
rificacidén (cromatografia en DEAE-celulosa), "P'" y "S", se
sometieron a electroforesis analitica a pH 8,3, en geles de
poliacrilamida. La distribucién de las bandas de proteina
es muy diferente en cada caso: Una 'preparacidén P" con acti-
vidad especifica 2 U/mg, di6é fundamentalmente 5 bandas en
gel de poliacrilamida al 5%, coincidiendo la banda mayorita-

ria con la de actividad glutamina sintetasa (ver II.D.3.4.).

Una preparacidn '"S" (activ. especif., 18 U/mg) some-
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tida a electroforesis en gel de poliacrilamida al 7,5%, dié
como resultado la formacién de un nfimero de bandas de protei
na ‘mayor que el obtenido con la preparacidén "P". Como en el
caso anterior, la mis intehsa correspondia a la actividad
glutamina sintetasa (ver 1I1.D.3.4.). Esta actividad no era
muy acusada y no se pudo apreciar si las bandas minoritarias
también la podrian presentar, ya que la cantidad de proteina
en ellas fue muy baja. Kleinschmidt y Kleiner (1978) han de-
mostrado que la glutamina sintetasa de Azotobacter vinelanditi
puede formar oligémeros con estados de agregacidén diferentes
(8, 10, 12 y 24 subunidades), todos los cuales presentaban

actividad transferasa.

ITI.D. PURIFICACION DE LA GLUTAMATO SINTASA

El broceso de purificacién esquematizado en la Tabla
III, se puede considerar significativo de todos los realiza-
dos, puesto que las diferencias entre unos y otros no eran
muy grandes. En este caso se partidé de 75 ml de extracto cru
do IT (ver II.B.2.) obtenido de células cultivadas en medios

estandar.

Todas las etapas de purificacién se llevaron a cabo
a una temperatura de 0-4°C, salvo que se indique lo contra-
rio. Los porcentajes de saturacidén de (NH4)ZSO4 se calcula-
ron para 25°C aunque las precipitaciones se realizaron en

frio.



Tabla III

PURIFICACION DE LA GLUTAMATO SINTASA DE A. chroococcum

Proteina Actividad Actividad Rendimiento Factor de

total total especifica purificacidn
(mg) (W) (U/mg) (%)

I. Extracto crudo 628,5 8,325 0,012 "100" A
IT. Primera precipitacidn

con (NH4)ZSO4 61,6 17,368 0,282 209 23

ITI. Eluato de DEAE-celulosa 13,0 14,742 1,132 177 93
IV. Segunda precipitacidn

con (NH4)ZSO4 7,1 12,112 1,734 145 143

V. Eluato de Azul-Sefarosa 0,7 4,500 6,428 54 527

- El procedimiento se explica detalladamente en el texto.

v
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Los tampones utilizados a lo largo de la purificacién
fueron: MOPS-KOH, 50 mM pH 7,5 + DTE, 0,5 mM que se referird
abreviadamente como ''tampén M" y MES-KOH, 50 mM pH 6,5 + DTE,

0,5 mM que se abreviard como '"tampdén m".

IIT.D.1. Primera precipitacién con (NH4)_ZSO1

Se afiadieron 50 ml de una solucidén saturada (100%) de
(NH4)ZSO4 (ajustada a pH 7,5 con NH,OH y preenfriada) al ex -
tracto crudo, que quedd a 40% de saturacibén, y se mantuvo con
agitacidén suave durante 30 min. La mayor parte del deoxicola-
to precipita en esta etapa (Tzagoloff y Penefski, 1971) y el
sedimento solia ser voluminoso. Este se descart6 y al sobrena
dante (97 ml) se afiadieron 19,4 ml de la solucidén saturada de
(NH4)ZSO4; el porcentaje de saturacién resultante es 50%. Se
agité durante 15 min y se centrifugé a 27.000 x g, 15 min. En
este-paso, el 8% de la enzima se perdid, ya que precipitd una
parte de ella y el sedimento se deseché. Finalmente, el sobre
nadante se llevé al 60% de saturacién afiadiendo 40 ml de la
solucibén saturada; se mantuvo en agitacién suave durante 30
min y se centrifugd a 27.000 x g, 15 min; se desechd el sobre
nadante y el tubo de centrifugacién se lavd con una solucién
de (NH4)ZSO4 al 60% de saturacidén. E1 sedimento se resuspen -
dié en 5 ml de tampbén M, y se dializé frente a 500 ml del mis

mo tampén con tres cambios, durante 12 horas.

La actividad en las distintas fracciones se midid

después de someterlas a didlisis.



48

IIT1.D.2. Cromatografia en DEAE-celulosa

El sedimento de 60% de saturacidn de (NH4)ZSO4 diali-
zado se colocdé en una columna de DEAE-celulosa (260 x 20 mm @)
previamente equilibrada en tamp6n M. Después de aplicar la
muestra, la columna se lavé con 120 ml del mismo tampdn suple
mentado con (NH4)ZSO4 al 1% de saturacién. La enzima se eluyd
con un gradiente lineal de (NH4)ZSO4 (150 m1 al 1% + 150 ml
al 5%) en el mismo tampdn. La mayor parte de la actividad en-
zimdtica se hallé en las fracciones que se eluyeron entre,
aproximadamente, el 2,5% y el 4% sat. Estas fracciones se jun

taron.

III1.D.3. Segunda precipitacibén con (NH412§94

El conjunto de fracciones de la etapa precedente (42
ml) se 1llevdé a 60-65% de saturacidn de (NH4)ZSO4, anadiendo
65 ml de solucién saturada y se dejé con agitacién suave, du
rante 1 hora; a continuacién se centrifugé a 27.000 x g, 20
min, se desech6 el sobrenadante y el sedimento se suspendié
en 3 ml de tampbn Q. Esta suspensidén se agitd suavemente du-
rante 2 horas, se centrifugdé luego a 27.000 x g, 20 min y se
descartd el sedimento; el sobrenadante se dializé frente a

un volumen 20-30 veces mayor de tampdén m, con varios cambios.



Tabla IV

RESUMEN DE LAS PRUEBAS REALIZADAS PARA PONER A PUNTO LA CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD EN AZUL-SEFAROSA(a)

Sistema eluyente pH(b) ' Elucién(c) Observaciones

KCi, 0,5 M 6,5 + Se diluye mucho; enzima inestable.
Poca purific.; recuperacidén total;

KCL, 1M 6,5 + enz. muy diluida; inestable.

o-KG, 10 mM + Gln, 10 mM 6,5 -

NADP®, 1 mM 6,5 - S

NADPH, 0,1 mM + o-KG, 10 mM 6,5 - _

NADPH, 0,5 mM + " 6,5 -

. Se diluye mucho; enzima muy inestable;

Ninguno 755 + recuperacidén aceptable.

NADPH, 0,5 mM + o-KG, 10 mM 7,5 + Poca recuperacibn

(NH4)ZSO4, 4% sat. 6,5 - —

(NH4)ZSO4, 8% sat. 6,5 + Buena recuperacidn

(a) La adsorcidén se realizé a pH 6,5 con tampdén m
(b) Las eluciones a pH 6,5 se reallzaron con el sistema tampén m; a pH 7,5, en tampdén M
(¢) + indica ”deadsorc1on” de la enzima; — indica que la enzima seguia adsorblda en la columna, lo

que se comprobaba haciendo pasar una solucién de KC1 1 M en tampén m, después del tratamlento con
cada uno de los sistemas eluyentes indicados.

I
\le]
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ITI.D.4. Cromatografia en Azul-Sefarosa

II1.D.4.1. Pruebas preliminares

Las pruebas realizadas para encontrar unas condiciones
de elucidén adecuadas estdn resumidas en la Tabla IV. A pH 7,5,
la enzima se retiene algo al pasar por la columna pero no que-

da totalmente adsorbida. A pH 6,5, se adsorbe completamente.

I111.D.4.2. Procedimiento Sptimo

En vista de los resultados resumidos en la Tabla IV,
se juzgbd apropiado eluir la enzima mediante el aumento gra -
dual de la fuerza ibnica, con (NH4)ZSO4. Se escogid esta sal
y no KC1 por dos razones principales: Por un lado el (NH4)ZSO4
habia resultado ser un activador de la enzima dando magnifi-
cos rendimientos en las etapas primeras; ademds, la enzima es
mis estable en presencia de esta sal que en presencia de KC1;
en segundo lugar, a igualdad de fuerza idénica (0,5) el KC1
(0,5 M) es capaz de deadsorber la enzima del gel, mientras
que el (NH4)ZSO4 (4%) no, lo que permite un lavado mds exhaus
tivo de la columna antes de eluir la enzima, y eliminar, por
tanto, mayor cantidad de impurezas indiferentes a la naturale

za del anidn.

Se procedié de la siguiente manera, el sedimento dia-
lizado de la etapa anterior se diluyd 4 veces y se colocd en
una columna de Azul-Sefarosa (ver Secc. 1I1.D.2.3.) equilibra-

da previamente en tampén m. Después de introducir la muestra,
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se lavdé la columna con 20 ml de tampén m y a continuacién con
otros 20 ml del mismo tampdén al 3% de saturacidn de (NH4)ZSO4.
La elucién se 1llev6é a cabo con un gradiente lineal de

(NH4)ZSO4 (100 ml1 al 3% + 100 ml al 12%). La enzima se detec-

t6 en las fracciones recogidas al 8%, aproximadamente.

Las fracciones que contenian la mayor parte de la en-
zima se juntaron. El conjunto contenia el 75% de la actividad
que se aplic6é a la columna. A continuacién se concentré la so
lucién (47 ml) utilizando una célula de ultrafiltracidén con
agitacioén AMICON modelo 52, equipada con una membrana DIAFLO
PM-30, que retiene los compuestos de peso molecular superior
a 30.000 D. Para obligar al 1iquido a pasar a través de la

membrana se aplicd nitrégeno a una presién de 0,4 Kg/cm2

II1.D.5. Inclusién de un paso de filtracidén en gel en el pro-

ceso de purificacibn

Se ha intentado el uso de esta técnica pero, hasta el
momento, no se han encontrado las condiciones adecuadas, ya
que, por causas no esclarecidas alin, pero que admiten ciertas
elucubraciones, cuando la enzima activa y concentrada se intro
duce en una columna de Bio-Gel A/1,5 m (equilibrada en tampdn
M o m, en presencia o no de KC1, 0,1 M 6 de FAD, 20 uM) desapa

rece toda la actividad catalitica.

ITI.D.6. Andlisis electroforético de la fraccién

Se realizd6 una electroforesis en gel de poliacrilami-
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da al 7,5% y pH 8,3. E1 nimero de bandas de proteina formado
fesulté ser sorprendentemente elevado, si bien Ginicamente

dos de ellas aparecian en cantidad considerable. Estas dos
bandas se correspondian con las dos Gnicas que se formaron

al tefiir el gel con la mezcla de ensayo de la actividad NADPH-
-deshidrogenasa (NADPH-diaforasa) (II.D.3.5.). El nitro-BT,
con un potenciai redox, Eé = -0,050 V (Nachlas et al., 1966),
es capaz de aceptar electrones de un considerable nGmero de
oxidorreductasas dependientes de NAD(P)H, entre ellas la glu-
tamato deshidrogenasa. Es muy probable, por tanto, que la glu
tamato sintasa se comporte de idé&ntica manera a este respecto,
y que una de las 2 bandas mencionadas corresponda a esta enzi

ma.

Se considerd la posibilidad de que algunas de las ban
‘das minoritarias que aparecen después de someter la muestra a
electroforesis, podrian corresponden a una misma enzima en
distintos estados de agregaci6én. Para intentar aclarar esta
cuestidn, se traté la preparacién con SDS y se analizé de nue
vo electroforéticamente (ver Secc. II.D.3.2.). Todas las posi
bles formas poliméricas quedarian disgregadas y las Gnicas
formas moleculares presentes deberian ser las subunidades ele-
mentales. El1 nGmero de bandas de proteina resultantes deberia
ser menor y efectivamente, el resultado fue que este nlmero

se redujo a la mitad aproximadamente.
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IIT1.D.7. Estabilidad

La fraccién V de la tabla de purificacidn es inesta-
‘ble. De las condiciones ensayadas, el DTE a concentracifn su
perior a 0,5 mM es el compuesto mids eficaz para estabilizar
a la enzima. No obstante, en estas condicioneé se perdia el

50% de la actividad en 4 dias a pH 6,5.

Durante los trabajos encaminados a purificar la enzi
ma se observd que el factor mds importante para conservar la
actividad enzimdtica en cualquier preparacidén, era la concen
tracién de la enzima: cuanto mids concentrada estd, es mis es
table. Nosotros hemos observado que el aumento de la concen-
tracidén de proteina por adicién de seroalbGmina, no resulta
eficaz en este sentido. Si las precipitaciones con (NH4)ZSO4
no se realizan lo antes posible, se puede llegar a perder un
30% de actividad en 24 h, tanto en el extracto crudo como en

el eluato de DEAE.

Ni el o-cetoglutarato, ni la glutamina, ni ambos jun
tos, ni tampoco el FAD tienen un efecto en cuanto a la esta-
bilizacién de la enzima poco concentrada. E1 EDTA si es efec
tivo por si solo, pero menos que el DTE, y en presencia de

éste, su efecto es nulo.

La preparacién II de la tabla de purificacidn pierde
el 70% de la actividad en 15 dias, en tampém M a 0°C. A -152C
con glicerol al 50%, la actividad se conserva integra durante

el mismo periodo de tiempo.
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II1.E. PROPIEDADES CINETICAS Y FISICOQUIMICAS DE LA GLUTA-

MATO SINTASA

ITT.E.1. Requerimiento de los sustratos

En la Tabla V se puede observar que la oxidacidén de
NADPH por la glutamato sintasa es absolutamente dependiente
de la presencia simultdnea de a-cetoglutarato y glutamina.
Cuando falta uno de estos dos compuestos, tiene lugar una
lenta oxidacién de NADPH, debida sin duda, a la accidn de al
gln componente termoldbil de la preparacidén enzimdtica. Este
componente es seguramente una enzima con actividad NADPH:OZ-
-oxidorreductasa cuya independencia de la glutamato sintasa

no puede asegurarse.

Cuando se sustituye la glutamina por NH4C1, la velo-
cidad de oxidacidén de NADPH equivale a la actividad oxidasa,
indicando ausencia total de actividad glutamato deshidrogena

sa en estas condiciones.

La sustitucién de o-cetoglutarato por oxalacetato o
piruvato no aumenta la velocidad de oxidacidén de NADPH debi-

da a 1la oxidasa.

Si en vez de NADPH se pone NADH, se observa una acti-
vidad oxidasa que provoca la desaparicidén de 15,2 nmoles de
NADH/min. La adicién de a-cetoglutarato, glutamina Yy NH4C1
por separado o combinados como en la Tabla V, indica ausencila
absoluta de glutamato sintasa o glutamato deshidrogenasa de -

pendientes de NADH.
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Tabla V

REQUERIMIENTO DE LOS SUSTRATOS POR LA GLUTAMATO SINTASA

Sistema NADPH oxidado
a-KG Gln NHZ (nmoles/min)
_ - _ 1,0
+ _ _ 1,1
+ + - 26,6
+ - + 1,0
- + - 1,0

La preparacidn utilizada procede de una precipitacién frac-
cionada del extracto crudo con (NH,) SO0,. Los ensayos se
llevaron a cabo en un volumen de 1 ml conteniendo 0,17 mg
de proteina (20 ul), y los siguientes imoles de sustratos:
a-KG, 10; Gln, 10; NH,C1, 50; NAD(P)H, 0,12, en tampdn
MOPS-KOH, 0,2 M pH 7,5. Las demds condiciones como se indi-
ca en '""Materiales y Métodos" (II.C.1.1.).

Si no se pone enzima, o ésta se calienta antes (5 min en
agua hirviendo), el valor de NADPH oxidado es cero, con
cualquiera de los sistemas.
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FIG. 1. Correlacidén entre cantidad de enzima y actividad. La
preparacidén utilizada procede de una precipitacidén fracciona
da del extracto crudo con (NH4)ZSO4, conteniendo 12,14 mg/ml
de proteina y con una actividad especifica de 175 mU/mg. Con
diciones de ensayo estdndar (II.C.1.1.).
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II1.E.2. Correlacibn entre la concentracidén de enzima y la ac-

tividad

En la Fig. 1 se ha representado la velocidad de la
reaccidén catalizada por la glutamato sintasa frente a la canti
dad de enzima presente en la mezcla de reaccién. Como se obser
va, existe una proporcionalidad estricta entre ambas. El indi-

ce de correlacidén de la recta obtenida es 0,9991.

ITT.E.3. Estequiometria de.la reaccidn

Los resultados mostrados en III.E.1. indican que, ca-
si con absoluta certeza, la finica reaccién posible catalizada
por la preparacibén es la de transferencia del grupo amido de
la glutamina al carbono carbonilico del a-cetoglutarato, redu-
cido por NADPH, con la consiguiente produccién de Z moles de
glutamato. No obstante, era necesario demostrar la formacidn
de glutamato con una estequiometria de 2:1 respecto al NADPH.
En la Tabla VI se presentan los resultados de un experimento
encaminado a demostrar esa relacién. La relacibn entre el glu

tamato formado y el NADPH oxidado es de aproximadamente 2/1.

ITT.E.4. Efecto de algunos aniones sobre la actividad

En el ensayo de la actividad glutamato sintasa se ha
observado que tienen lugar efectos anémalos debidos a la natu
raleza del tampdén y a la concentracién ibnica. La actividad
de la enzima resulta menor si el ensayo se lleva a cabo en

tampdén Tris-HC1 o Imidazol-HC1 en vez de MOPS-KOH o HEPES-KOH,
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Tabla VI

ESTEQUIOMETRIA NADPH OXIDADO/GLUTAMATO FORMADO DE LA REACCION

CATALIZADA POR LA GLUTAMATO SINTASA

NADPH oxidado 278,5 nmoles

Glutamato formado . 575,5 nmoles

Glutamato formado

= 2,07
NADPH oxidado

Las condiciones de ensayo fueron las del ensayo espectrofoto-
métrico estdndar, excepto que se varié la concentracidn de
NADPH. Se dejé transcurrir la reaccién hasta que la absorban-
cia se mantuvo constante. Entonces se determind enzimdticamen
te (como se describe en '"Materiales y Métodos") el glutamato
formado en una fraccién alicuota de la mezcla de reaccidn. Pa
ralelamente, en una cubeta aparte y en las mismas condiciones,
se mantuvo la misma mezcla de reaccibén omitiendo el NADPH, pa
ra determinar el glutamato formado por la accidén de la gluta-
minasa; éste se sustrajo del valor obtenido en la primera cu-
beta.

Se obtuvieron valores muy parecidos, en experimentos simila -
res, con distintas concentraciones de NADPH.
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FIG. 2. Efecto de la fuerza idnica en el ensayo de la glu-
tamato sintasa parcialmente purificada. Las condiciones ex
perimentales fueron las del ensayo estandar (ver II.C.1.7. )
excepto que la fuerza ibnica se ajusté mediante la varia -
cién de la concentracién del tampdn o afiadiendo cantidades
adecuadas de distintas sales inorgédnicas. (O——O), sin

adicidén de sal; (O——0O) con (NH4) SO, 6 K SOé (a——aA),

con KC1 o6 NH4C1 La concentracidn de ennzima fu ,3 mg/ml.
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y mayor en tampdn fosfato potdsico (e incluso citrato potdsi-
co a pH 6,3), todos a pH 7,5. También se ha observado que es-
tos efectos son mds acusados si la enzima se extrae y se alma
cena con tampén Imidazol-HCl1l o Tris-HC1l, y menos si la enzima

ha sido tratada con (NH4)ZSO4.

En 1a Fig. 2 se presenta la velocidad de la reaccidn
catalizada por la glutamato sintasa cuando se afiaden ciertas
sales inorganicas, a concentracién variable, a la mezcla de
ensayo. Se puede observar que existe un efecto potenciador de
bido al anidén en el caso de las sales de sulfato y un efecto
inhibidor debido al cloruro. No obstante, cuando la concentra
cib6n idnica es muy elevada, el sulfato inhibe la reaccidn,

aunque en menor grado que el cloruro.

Estos resultados tienen interés desde el punto de vis
ta practico, ya que el andlisis de fracciones después de una
cromatografia de intercambio idnico en la que se utilice un in
cremento de la fuerza idnica para conseguir la elucidn, puede

dar resultados errdneos si la concentracidén de sal es elevada.

IIT.E.5. Influencia del pH

Como se observa en la Fig. 3, el pH de la mezcla de
reaccidén afecta sensiblemente a la actividad enzimidtica, dis-
minuyendo ésta bruscamente a pH superiores a 8,5 e inferiores
a 7,5. E1 pH 6ptimo estd comprendido entre 7,8 y 8,0. La "cur
va de pH" obtenida tiene una caracteristica forma de '"campana'.

En este experimento, se tuvo en cuenta la fuerza ibnica, que



ACTIVIDAD (Unidades arbitrarias)

61

100

-
(%))
T
D\

50+t o
o
A
25¢
o
o/////
6.0 7.0 80 8,0 10,0

pH

FIG. 3. Influencia del pH en la actividad glutamato sinta-
sa. Condiciones de ensayo estdndar, excepto que el tampdn
y la concentracién del mismo se variaron. La preparacidn
utilizada fue la fraccidén resultante de la precipitacién
fraccionada del extracto crudo con (NH4),SO4 dializada.
Concentracidén de proteina: 0,1 mg/ml. %O-—~—O), MES-KOH
(pKa2 = 6,15); (O0——0o), MOPS-KOH (pKa2 =7,2); (A—21),
tricina-KOH (pKa = 8,15), valores reales; (A A), trici
na-KOH, valores desplazados para dar continuidad a la cur-
va. La concentracidn de cada tampén se ajustd de forma que
todos tenian l1la misma fuerza ibénica (0,12). Sin necesidad
de afiadir ninguna sal.
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se ajustdé a 0,12 para cada tipo de tampbén a todos los pH medi
dos. Ademds todas las soluciones se prepararon a partir de la
forma dcida, ajustando el pH con KOH. Esto es importante para
evitar efectos debidos a la naturaleza del tampdn, como se ha

dicho en el apartado anterior.

A pesar de que el pH 6ptimo es mas probéximo a 8,0 que
a 7,5, tanto los ensayos enzimidticos como el proceso de puri-
ficacidén se han realizado siempre a pH 7,5 o inferior por va-
rias razones, a saber: la enzima es mis estable a pH bajo (la
autooxidacidén de grupos sulfhidrilos con formacién de perdxido
de hidr6geno, se previene a pH inferiores a 7 (Pinkus, 1977);
MOPS es un compuesto biolégicamente inerte, capaz de mantener
el pH prédcticamente constante al variar la concentracidén y al
variar la temperatura entre 0°C y 20°C, y su capacidad de tam
pbnamiento es mucho mayor a pH 7,5 que 8,0 (pKa = 7,2); todos
los compuestos disponibles con valores de pKa alrededor de 8§
carecen de estas propiedades, e incluso producen respuestas
errdneas en los aparatos de medida. Y, en fin, las diferencias

de actividad entre pH 7,5 y 8,0 son minimas.

III.E.6. Pardmetroscinéticos. Km para a-cetoglutarato, gluta-

mina y NADPH

Los valores de Km que se presentan a continuacifn de
ben considerarse como indicativos solamente, ya que, dada 1la
complejidad de la reacci6én catalizada por la glutamato sinta-

sa, los valores que se obtienen para un sustrato dependen en
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FIG. 4. Efecto de la concentracidén de o-cetoglutarato en la
actividad de la glutamato sintasa parcialmente purificada.
Las condiciones experimentales fueron las del ensayo espec-
trofotométrico estandar descritas en II.C.1.1., excepto que
se varid la concentracién de a-cetoglutarato y que la con -
- centracidn de glutamato fue 5 mM. (a) Representacidn de ve-
locidad versus concentracidén; (b) Representacidén de doble
inverso. La preparacidén utilizada es la resultante de una
precipitacidén fraccionada del extracto crudo tipo I
(IT.B.1.) con (NH4)ZSO4, dializada.
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FIG. 5. Efecto de la concentracidén de glutamina en la acti-
vidad de la glutamato sintasa parcialmente purificada. Las
condiciones experimentales fueron idénticas a las descritas
en la Fig. 4, excepto que se vari6é la concentracidén de glu-
tamina. La concentracién de a-cetoglutarato fue 2 mM.
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FIG. 6. Efecto de la concentracidén de NADPH en la actividad
de la glutamato sintasa parcialmente purificada. Condicio -
nes experimentales como en la Fig. 4, excepto que se varid
la concentracién de NADPH, y que las medidas se efectuaron
en un espectrofotdémetro AMINCO modelo DW 2Za.
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gran medida, de las concentraciones de los demis sustratos.
No obstante si pueden dar una idea de la afinidad de la enzi-
ma por cada uno de ellos y, desde un punto de vista préactico,
sirven para conocer los niveles de concentracidén necesarios

para conseguir condiciones saturantes de sustrato.

Los resultados de medir la velocidad de la reaccidn
a distintas concentraciones de cada sustrato estidn represen-
tados en la Figuras 4, 5 y 6. En la parte (a) se muestran las
curvas de velocidad y en la parte (b) las representaciones de
doble inverso. Las concentraciones de los sustratos no varia-
bles fueron saturantes. Los valores obtenidos fueron: 50 uM,
176 uM y 4 pyM para a-cetoglutarato, glutamina y NADPH, respec

tivamente.

III.E.7. Espectro de absorcidn

En la Figura 7 se presenta el especto de absorcidn
de la fraccién V (ver Tabla III). Pueden observarse picos a
277, 376 y 425 nm y hombros a 450 y 475 nm. Puesto que 1la
preparacién no es homogénea, no pueden sacarse conclusiones
acerca de las propiedades de la enzima derivadas de sus ca-
racteristicas espectrales finicamente. En otro experimento
(IITI.F.1. y Fig. 8) se demuestra que la absorcidén entre 420
y 480 nm, a la que contribuye, sin duda, una agrupacidn fla-
vinica y probablemente alguna forma de hierro, disminuye al
reducir con ditionito y se incrementa al reoxidar con o-ceto-

glutarato y glutamina juntos.
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FIG. 7. Espectro de absorcidén de la glutamato sintasa par-
ctalmente purificada de A. chroococcum. La preparacidn utl
lizada es la fraccién V de la Tabla III (0,11 mg de protei
na en 1 ml, en tampén MOPS-KOH, 50 mM, pH 7,5 + DTE, 0,5
mM) . Se utilizaron cubetas de 1 cm de paso de luz. En la
cubeta de referencia se puso el componente dializable de
la preparacién enzimitica. Se utilizd un espectrofotdédmetro
AMINCO modelo DW 2a.
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ITII.F. IMPLICACION DE GRUPOS ESPECIFICOS EN EL PROCESO CATA-
LITICO

ITI.F.1. Papel de la flavina unida a la enzima

En el experimento aproximativo resumido en la Fig. 8
se investigd la funcidn catalitica de la flavina unida a la
enzima. En dicha figura se puede observar el espectro de ab -
sorcién de la enzima nativa (1), con los picos y hombros ca -
racteristicos ya mostrados en la Fig. 7 (III.E.7.). La linea
(2) representa el espectro de absorcibén inmediatamente des -
pués de la adicién de ditionito. Como puede observarse, la ab
sorbancia en la zona comprendida entre 420 y 500 nm, descien-
de en condiciones reductoras, quedando ademds difuminados los
midximos de absorcidn. La linea (3) representa el registro de
la absorbancia entre 420 y 510 nm inmediatamente después de
afladir glutamina y a-cetoglutarato a la enzima reducida por
ditionito. Se observa que se recupera parte de la absorbancia
original, con pronunciamiento de los picos y hombros nuevamen
te. La reoxidacidén es de un 30-40%. Después de este registro,
se comprobd que atin quedaba ditionito en la cubeta. Las opera

ciones se llevaron a cabo en condiciones aer6bicas.

Este experimento sugiere la existencia de grupos con
miximos de absorcién entre 410 y 500 nm en su forma oxidada,
que podrian estar involucrados en el proceso catalitico en
virtud de sus propiedades de oxidacién-reduccidén, entre ellos

alguna especie flavinica.
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FIG. 8. Reoxidacidén por los sustratos, de la glutamato sin-
tasa reducida quimicamente. 0,8 ml de una preparacién de
glutamato sintasa parcialmente purificada (fracc. V en la
Tabla III, 0,14 mg/ml en tampén MOPS-KOH, 50 mM, pH 7,5 +
DTE, 0,5 mM), se colocaron en una cubeta de 1 cm de paso de
luz. En la cubeta de referencia se pusieron 0,8 ml del com-
ponente dializable de la preparacidén enzimitica. (1), espec
tro de absorcidén de la enzima nativa (oxidada). (2) id.,
tras la adicién de 50 pl de una solucién de ditionito (8
mg/ml en tampén MOPS-KOH, 50 mM, pH 8,0); a la cubeta de re
ferencia se afiadid idéntico volumen de la misma solucidn.
(3) Espectro de absorcidén después de afiadir en ambas cube -
tas, 50 ul conteniendo 10 uymoles de glutamina y 10 umoles
de o-cetoglutarato (pH 7,5). Se utilizdé un espectrofotémetro
AMINCO DW 2A. Los registros fueron hechos inmediatamente
después de cada adicifn.
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ITI.F.2. Presencia de grupos sulfhidrilos funcionales

La intervencién de grupos -SH en el proceso cataliti-
co se discutird mis adelénte con detalle, a la luz de resulta-
dos presentados en III.H.2.4 y en esta secci6én. En los que se
muestran aqui, se pone de manifiesto el efecto de pHMB, reacti

vo especifico de grupos sulfhidrilos.

En la Tabla VII se presenta el efecto de una incuba-
cién de 5 min con pHMB a concentracién 0,5 mM, sobre las acti-
vidades principal y secundarias (III.G.) catalizadas por 1la
glutamato sintasa parcialmente purificada. Puede observarse
que las actividades glutamato sintasa dependiente de NADPH y
glutaminasa sufren inactivacidén completa, mientras que la ac-
tividad glutamato sintasa dependiente de MVH mantiene un ni -

vel residual, que aunque bajo, es perfectamente detectable.

También se presentan en la Tabla VII, los resultados
de un tratamiento con DTE, posterior al tratamiento con pHMB.
Se pueden observar diferencias nuevamente entre la actividad
dependiente de MVH y las otras dos actividades en los contro-
les: la hidr6lisis de glutamina en ausencia de los demds sus-
tratos y la transferencia de su grupo amida al a-cetoglutara-
to, con NADPH como donador de electrones, tienen lugar con
una velocidad mayor después de la incubacién de la enzima con
DTE, mientras que si el agente reductor es el MVH, el DTE no

tiene efecto potenciador.

La reversi6én por DTE de la inactivacio6n producida por
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Tabla VII

INACTIVACION POR pHMB Y REVERSION POR DTE, DE LA GLUTAMATO
SINTASA DEPENDIENTE DE NADPH Y DE MVH, Y DE LA GLUTAMINASA

Actividad relativa (%)

Adicitn GUS (NADPH) GUS (MVH) Glutaminasa
+ DTE + DTE + DTE

Ninguna 100 125 100 95 100 125

pHMB, 0,5 mM <1 59 8 77 0 83

La preparac1on utilizada fué la resultante de la precipita
cién fraccionada del extracto crudo con (NH ) SO, dializa-
da. Esta preparacidén diluida (2,4 mg/ml y act1v1éad especi
fica 175 mU/mg) se incubéd durante 5 min a temperatura am -
biente con tampén MOPS-KOH, 0,15 M, pH 7,5 y las adiciones
indicadas en la tabla. Las act1v1dades se determinaron en
fracciones alicuotas de la mezcla de incubacidn.

Después del tratamiento con pHMB, las preparaciones se in-
cubaron con DTE, 3,3 mM durante 20 min y se determinaron
las actividades enziméticas en fracciones alicuotas de la
mezcla de incubacién.
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Tabla VIII

EFECTO DE LOS SUSTRATOS Y PRODUCTOS DE LA REACCION EN LA

INACTIVACION POR pHMB, DE LA GLUTAMATO SINTASA

Adicidn Actividad relativa (%)
Ninguna 4,1
Glutamina, 40 mM 67,6
o-cetoglutarato, 40 mM 5,5
Glutamato, 40 mM 10,6
NADPH, 60 uM 4,1

La preparacidn es la misma que la utilizada en el experimen-
to de la Tabla IX. La enzima, se incub6 durante 5 min a tem-
peratura ambiente con tamp6én MOPS-KOH, 0,1 M, pH 7,5 + pHMB,
65 WM y las adiciones indicadas en la tabla. Las actividades
enzimdticas se determinaron en fracciones alicuotas de la
mezcla de incubacidén. E1 100% de actividad es el de la enzi-
ma incubada en las mismas condiciones pero en ausencia de
pHMB. Concentracidén de proteina: 2,4 mg/ml.
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pHMB, parece menos acusada en el caso de la actividad depen -
diente de NADPH. Sin embargo, hay que tener en cuenta que el
DTE s6lo se dejd actuér durante 20 min. Si se trata la enzima
inactiva con DTE durante 40 min, la actividad mencionada se
recupera hasta un Valbr de 75% de la original. Asi pues, 1lo
Gnico que cabe decir es que, en el caso de la actividad con
NADPH, la reversidén por DTE es mids lenta. Esto puede ser debi
do a que el probable grupo tibélico del sitio activo para el
NADPH resulta mds dificilmente accesible al DTE, o bien a que
la transferencia de equivalentes de reduccidén desde este com-
puesto hasta el tiol susodicho (bloqueado por el pHMB) es més
lenta. En la Tabla VIII, se presentan los resultados de un ex
perimento en el que se incubd la enzima con pHMB en presencia
de cada uno de los sustratos y productos de la reaccidn. Se
observa que la glutamina impide considerablemente la accidn
del pHMB y, en un grado bastante menor, pero suficientemente
marcado para sugerir ciertés explicaciones, el glutamato. Ni
el a-cetoglutarato ni el NADPH tienen ninglin efecto, tanto

protector como potenciador.

IIT.F.3. (Participacidén de hierro en la catdlisis?

De las caracteristicas espectrales de la enzima
(ITI.E.7.) parcialmente purificada parece deducirse la presen
cia de alguna forma de hierro que podria estar involucrado en
el proceso catalitico. Con el fin de elucidar esta cuestidn,
se tratdé la enzima con reactivos cuya especificidad por el

Fe es conocida, tales como ferrozina, orto-fenantrolina y
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bato-fenantrolina, y se intentaron medir las tres actividades
mencionadas en el apartado anterior. Los resultados obtenidos
hasta la fecha indican que la ferrozina (el mds reactivo de
los tres frente a Fe(II)) a concentracidén 0,7 mM, s6lo inhibe
un 20-25% de la actividad dependiente de NADPH en la prepara-
cidén II (Tabla II) con 33 ug/ml de proteina, tanto si se afa-
de en el ensayo, como si se incuba con la enzima antes del
mismo, durante 3 min, en presencia de NADPH, 0,1 mM y a-KG,

4 mM. Estos resultados no son significativos mientras no se
ensayen otras proporciones ferrozina/proteina y se utilicen

preparaciones mds puras de enzima.

En cuanto al efecto de los tres reactivos sobre las
otras dos actividades, no se tienen resultados fidedignos,
ya que no se han resuelto afin ciertas interferencias con los

métodos analiticos.

ITI.G. REACCIONES SECUNDARIAS O PARCIALES CATALIZADAS POR LA
GLUTAMATO SINTASA

ITI.G.1. Actividad glutaminasa. Caracterizacidén y cinética

Li y Buchanan (1971) han sugerido, y otros autores
han estado de acuerdo, que las amidotransferasas han tenido
su origen evolutivo en la asociacién de un péptido original
con actividad glutaminasa, con transferasas disefiadas espe-
cificamente para distintos aceptores, bien como una subuni-
dad separada o bien por incorporacidn covalente. De aqui

que la mayoria de las amidotransferasas muestren una ligera
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CARACTERIZACION DE LAS ACTIVIDADES GLUTAMATO SINTASA

DEPENDIENTE DE MVH Y GLUTAMINASA

Glutamato formado

Sistema
(nmoles/min)

Completo 47,6
-MV 27,7
—SZO4Na2 18,0
(-S204Na2, -a-KG) 19,0
-a-KG 20,1
-Gln 1,8
-Gln, + NH,Cl, 50 mM 1,5
’—AOA 52,2
-Enzima 0,1
Completo, enzima hervida 0,3

Las condiciones experimentales fueron las del ensayo estén-
dar (ver '"Materiales y Métodos'"). Se utiliz6 una preparac -
cibén de glutamato sintasa dializada resultante de la preci-
pitacidn fraccionada del extracto crudo con (NH4)ZSO4. Pro-

teina en el ensayo: 0,78 mg/ml.
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Tabla X

ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN LAS REACCIONES SECUNDARIAS CATALIZADAS
POR LA GLUTAMATO SINTASA CON DISTINTOS GRADOS DE PUREZA EN

RELACION CON LA ACTIVIDAD EN LA REACCION PRINCIPAL

Actividad relativa (%)

Preparacidn 5
GUS (NADPH) GUS (SZO4 ) GUS (MVH) Glnasa
11 100 2,3 8,2 6,0
Vv 100 3,6 9,4 1,5

Condiciones de ensayo estdndar (ver '"Materiales y Métodos").
utilizaron las fracciones que se indican en la tabla de purifica-
cién con los ntimeros IT y V. GUS (NADPH) :glutamato sintasa depen-
diente de NADPH; GUS (S, 07 47):id., dependiente de ditionito;

GUS (MVH):id., dependlente de dltlonlto y mediada por metll viold
geno; Glnasa:glutaminasa. Para determinar la actividad NADPH- GUS™
en nmoles de glutamato formados x min~! x mg-1, se asumié la rela
cién estequiométrica: NADPH oxidado/Glutamato formado = 0,5. Actl

vidades especificas, expresadas en estas unidades fueron: II, 430:
V, 12856.
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actividad glutaminasa, que puede ser incrementada en presen-
cia de todos los sustratos, como es el caso durante la reac-

cidén enzimdtica.

Nosotros hemos encontrado que las preparaciones de
glutamato sintasa parcialmente purificada, poseen dicha acti
vidad. No obstante, como se puede observar en la Tabla IX,
esta actividad no se incrementa en presencia de oa-cetogluta-
rato, al contrario de lo que ocurre con la enzima de E. colt
(Mantsala y Zalkin, 1976). E1 efecto del sustrato, NADPH, so
bre esta actividad no ha sido investigado debido a los incon
venientes que presentaria para la determinacidén enzimidtica

(IT.D.6.) del glutamato formado.

En la Tabla X, se presenta el porcentaje de activi-
dad glutaminasa de dos preparaciones con distinto grado de
pureza, en relacién con la actividad enzimidtica principal,
expresadas en términos de nmoles de glutamato formado. Puede
observarse que la fraccién V (Tabla III) sigue conservando
actividad glutaminasa, si bien es cierto que en menor propor-

cidén que la fraccidén III.

En la Fig. 9, se representa la aparicién de produc-
to, glutamato, durante el curso de la reaccidn. Se puede ver
que la cinética es lineal. En el tiempo cero, existe cierta
cantidad de glutamato debido probablemente, a contaminacidn

de alguno de los reactivos.
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FIG. 9. Cinética de las reacciones catalizadas por la glu-
tamato sintasa dependiente de MVH y la glutaminasa. Condi-
ciones experimentales como las indicadas en la Tabla IX.
(0——0), glutamato formado en la mezcla de reaccidén com-
pleta. (O——0O), glutamato formado omitiendo el ditionito
y el a-cetoglutarato de la mezcla de reaccidén. Proteina,
0,78 mg/ml.
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ITI.G.2. Glutamato sintasa dependiente de ditionito. Caracte-

rizacidén y cinética

Cuando se sustituye el NADPH por ditionito en el en-
sayo de la glutamato sintasa, se observa una formacién signi-
ficativa de glutamato, como puede apreciarse en la Tabla IX.
Si ademds se afiade el transportador de electrones artificial
metil violdgeno, se incrementa marcadamente la formacién de
glutamato. Esta capacidad para utilizar poder reductor distin
to del NADPH en la transferencia del grupo amido de la gluta-
mina al a-cetoglutarato, se conserva en preparaciones mis pu-

ras (Tabla X).

En la Tabla IX puede apreciarse, que cuando se omite
el amino-oxiacetato (AOA) de la mezcla de reaccibén, la forma-
cién de glutamato es mayor, indicando la presencia de transa-
minasas en la preparacién enzimitica. E1 amino-oxiacetato, a
concentracién 5 mM no tiene ningfin efecto sobre la actividad

glutamato sintasa dependiente de NADPH.

En la Figura 9, se muestra la cinética de la reac -
cibén catalizada por la glutamato sintasa dependiente de di -
tionito y mediada por metil-viol6geno. Se observa que la for
macidén de glutamato es directamente proporcional al tiempo de

reaccidn durante los 30 min ensayados.

ITT.G.3. Actividad glutamato deshidrogenasa

Ciertas amidotransferasas de glutamina pueden utili-
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zar amonio en vez de glutamina (Prusiner y Stadtman, 1973),
entre ellas la glutamato sintasa de Aderobacter aerogenes
(Trotta et al., 1974), E. coli K-12 (Mantsala y Zalkin,

1976) y Bacillus megaterium (Hemmila y Mantsala, 1978), mien
tras que la enzima de E. colZ B, no (Miller y Stadtman, 1972).
Nosotros hemos encontrado que la glutamato sintasa de 4. chroo
coccum carece de esta propiedad tanto cuando utiliza NADPH co-
mo reductor (Tabla V) como cuando el donador de electrones es
el ditionito (III.G.1., Tabla IX). Independientemente de estos
datos, el organismo carece de otra enzima distinta con activi-

dad glutamato deshidrogenasa, como quedd demostrado en III.A.

IIT.H. EFECTO DEL NADPH SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Los experimentos cuyos resultados se presentan en es-
te apartado, fueron realizados con preparaciones enzimiticas
obtenidas a partir de extractos crudos del tipo I (ver II.B.1.)
por precipitacidén fraccionada con (NH.4)ZSO4 y posterior didli-
sis. En algunos casos se sometian, ademds, a ultracentrifuga-
cién. La precipitacién se hacia en forma inversa, es decir,
llevando primero el extracto crudo a 50% de saturacién y re -
suspendiendo el precipitado en una solucidén al 30% en tampdn
m (ver III.D.). La actividad NADPH-oxidasa era siempre <4% de

la actividad glutamato sintasa.
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III.H.1. Anomalias en el ensayo de la actividad

IIT.H.1.1. Dependiendo del estado de la preparacién enzimdtica

En algunas ocasiones, fundamentalmente con prepara-
ciones poco frescas 6 muy diluidas y por lo tanto inestables
(tales como el sobrenadante que resulta de centrifugar el ex-
tracto crudo I a 120.000 x g 6 el eluato de DEAE dializado y
sin concentrar), la inestabilidad se manifestaba también du -
rante el ensayo, dando cinéticas no lineales, esto es, la ve-
locidad de oxidaci6én de NADPH disminuia a medida que transcu-
rria la reaccién. Esta disminucién no era achacable a inhibi-
cién por producto, y la velocidad se determinaba como se indi
ca en II.C.1.1. Es muy probable que estos resultados anfmalos
sean debidos a inactivacién por NADPH, de la enzima en estado

altamente susceptible.

Nosotros hemos observado que la adicién de cantidades
relativamente bajas (alrededor de 50 mM) de NaCl daba como
resultado una cinética lineal durante los primeros 3 6 4 minu

tos, aunque con una velocidad menor.

ITIT1.H.1.2. Dependiendo del orden de adicidén de los compuestos

Como queda dicho en el apartado II.C.1.1., durante
los ensayos de la actividad, la reaccién se iniciaba por adi-
cidén de la enzima. Es importante que esto sea asi porque si
se altera el orden de adicidén de los componentes de la mezcla
de reaccidén, se obtienen valores de velocidad anormales (Ta-

bla XI). Si lo que se aflade en iltimo término es el a-cetoglu
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Tabla XI

PREINCUBACION DE LA GLUTAMATO SINTASA CON LOS SUSTRATOS ANTES

DE ENSAYAR SU ACTIVIDAD. EFECTO SOBRE LA VELOCIDAD DE REACCION

Sistema de Velocidad
incubacidn (nmoles NADPH oxidados/min)
Enzima 22,1

" mids a-KG 21,3

" mids a-KG + Gln 23,5

" mas o-KG + NADPH 15,1

" mids Gln 24,8

"  mds Gln + NADPH 4,4

" m&s NADPH 4,4

La enzima (60 ug) se incubd a temperatura ambiente durante 5
min con el/los compuesto(s) indicado(s). Al cabo de ese tiem-
po, se afiadid el/los que faltaba(n) para completar el sistema
de ensayo. El1 volumen final fué 1 ml y el volumen de cada adi-
cidn: a-cetoglutarato, 20 ul; glutamina, 50 ul y NADPH, 20 ul.
Las condiciones experimentales son las descritas en '"Materiales
y Métodos'" (II.C.1.1.).
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tarato, se obtienen valores acusadamente mis bajos.

IIT.H.Z. Inactivacién por NADPH

Con el fin de esclarecer estos hechos experimenta-
les, se procedi6é a incubar la enzima durante 5 min con cada
uno de los componentes de la mezcla de reaccidn, por separa-
do y combinados de todas las formas posibles, antes de ini -
ciar la reaccién. En la Tabla XI, se muestran los resultados
de este experimento. La conclusién clara que se desprende de
ellos es que el NADPH, cuando actfia solo sobre la enzima en
las condiciones del ensayo estdndar, provoca en ella un drés
tico cambio que se manifiesta en sus propiedades cataliticas.
Por otro lado, se observa que el a-cetoglutarato, pero no 1la

glutamina, impide, en cierto grado, la accién del NADPH.

Esta "inactivacidn'" resulté altamente sorprendente

por su rapidez y magnitud.

Nuestro siguiente paso fue proceder a la caracteri

zacibn del fendmeno observado.

IITI.H.2.1. Especificidad

En el experimento cuyos resultados se presentan en
la Tabla XII, se pusieron de manifiesto algunas de las carac
teristicas del proceso de inactivacién. Entre ellas destaca
la total incapacidad del NADH para sustituir al NADPH. Este

dato concuerda con la absoluta especificidad que presenta la
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Tabla XII

INACTIVACION DE LA GLUTAMATO SINTASA POR NADPH Y PROTECCION

POR ALGUNOS COMPUESTOS

Tratamiento Actividad (%)
Control 100
NADPH 26
NADH 100
NADP”* 100
NADPH + o-KG, 10 mM 105

" " 1,25 mM 70

" + Glutamato, 1,25 mM 74

" + Ascorbato, 20 mM 40

La enzima, (60 ug) se incub6é a temperatura ambiente durante 3
min, en tampén MOPS-KOH, 0,1 M, pH 7,5 y los compuestos indi-
cados. La actividad se ensay6, afiadiendo sobre la mezcla de
incubacién los reactivos necesarios para iniciar la reaccidn
(ver IT.C.1.1.). La actividad del control es la del ensayo es
tdndar sin incubacién previa. Se realizé un control para cada
una de las adiciones extrafias a la mezcla de ensayo estédndar.
Las concentraciones no indicadas fueron: NADPH, 0,12 mM;
NADH, 0,1 mM y NADP*, 10 uM.
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Tabla XIII

RELACION DE COMPUESTOS CUYA INCAPACIDAD PARA PROTEGER DE LA

INACTIVACION POR NADPH HA SIDO PROBADA

Compuesto Concentracién Compuesto Concentracidén
(mM) (mM)
Oxalacetato 4 EDTA 2
Piruvato 20 Fe(III)-EDTA - 10
Glutamina 10 Tiourea 2
DTE 2y 4,5 Manitol 20
Glutation-SH 2 Formiato 20
Cisteina 2 Catalasa (600 U)

Condiciones experimentales como en la tabla XII. E1 Fe(III)-ED
TA se prepar6 mezclando cantidades equimoleculares de FeSO, y ED-
TA (4cido libre) y burbujeando aire a través de la solucién duran
te 16 horas.
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enzima hacia el nucle6tido reducido difosforilado para ac -
tuar en la catdlisis. No resulta arriesgado concluir que el
efecto inactivador del NADPH tiene lugar en (6 a través de)
el sitio activo de la enzima. Esta conclusién se ve apoyada
también, en los resultados que se describen en el apartado

siguiente.

Durante la incubacién con NADPH, se forma una can
tidad pequefia (10 uM) de NADP'. Si se incuba la enzima con

esta cantidad de NADP® en ausencia de NADPH, no ocurre nada.

I1I1.H.2.2. Proteceidn

En vista del efecto protector del a-cetoglutarato,
se investigd si éste podria ser sustitufdo por otros cetodci
dos. Como se muestra en la Tabla XIII ni el oxalacetato, ni
.el piruvato tienen efecto protector en absoluto. Este resul-
tado es también indicativo de la implicacién del centro acti

vo de la enzima en el proceso de inactivacidn.

En las Tablas XII y XIII se puede ver también, que
de  todos los compuestos ensayados, ademds del o-cetoglutara-
to, Gnicamente el glutamato y el ascorbato protegen de la
inactivacién. El1 efecto de este iltimo no deja de ser sor -

prendente y se discutirid mis adelante.

Llobell et al. (1978) habian descrito la inactiva-
ci16n de la nitrato reductasa de A. chroococcum por NADH y MV

en presencia de 02 a tensidén baja, utilizando preparaciones
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parecidas a las nuestras. En su caso conseguian reactivar a la
enzima con DTE, lo que hacia pensar que la inactivacidén tenia

lugar mediante oxidacién de algin grupo -SH necesario para la

actividad catalitica de la nitrato reductasa. La’inactivacién

descrita aqui podria tener lugar por un mecanismo parecido, en
cuyo caso deberia revertirse con DTE y probablemente proteger-
se con reactivos que mantengan los grupos sulfhidrilos reduci-
dos. La primera posibilidad se discutirid mds adelante (II.H.2Z.
4.). En cuanto a la segunda, se probaron DTE, glutatidén reduci
do y cisteina (Tabla XIII). Ninguno fué capaz de proteger a las

concentraciones ensayadas.

La posibilidad de que la inactivacidén tenga lugar
mediante un proceso catalizado por alglin metal presente en la
mezcla de incubacién, queda descartada pues el EDTA no prote-

ge.

Aunque no figura en la Tabla XII, hemos observado
que el i6n cloruro, si estd presente durante la incubacién
con NADPH, protege de la inactivacién. Esta proteccidn es de-
pendiente de la concentracidén del i6n, siendo total a 1 My

muy notoria alrededor de 0,1 M.

ITT.H.2.3. (Participacidn .de radicales de oxtgeno?

Geary y Meister (1976) y Mantsala y Zalkin (1976)
habian descrito la inactivacién por NADPH de la glutamato sin
tasa de E. coli, si bien era necesario un tiempo de incuba -

cién mis largo (unoskSO min) que el observado aqui. En su ca-



88

Tabla XIV

INACTIVACION DE LA GLUTAMATO SINTASA POR HZOZ Y REVERSION POR DTE

Actividad (%)

Adicibén

- +DTE
Ninguna 100 107
HZOZ’ 4 mM 24 92

La enzima (0,1 mg) se incub6é a temperatura ambiente en un volumen
de 0,8 ml en tampén MOPS-KOH, 0,2 M pH 7,5 con y sin H O2 a la
concentracibén indicada. Al cabo de 3,5 min se afiadid c%talasa
(650 U) y se esperd 1 min hasta que se agotd el HZO . A continua-
cibén se afiadieron los reactivos (a-cetoglutarato, gfutamina y
NADPH) para iniciar la reaccidén 6 bien se aiiadié DTE (5 umoles),
en cuyo caso se dej6 la mezcla a temperatura ambiente durante 60
min, transcurridos los cuales se afiadieron los reactivos para ini
ciar la reaccibn. Se hicieron los oportunos controles para corre-
gir cualquier interferencia en el ensayo.
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so, la inactivacidén no tenia lugar en presencia de catalasa,
por lo que postularon un mecanismo basado en la accién del pe
r6xido de hidr6geno que se formaria al oxidarse por oxigeno
la flavina reducida por NADPH. Esto nos llevé a considerar
que el fendmeno observado en nuestro caso, podria seguir un

mecanismo del mismo tipo.

IIT.H.2.3.1. Inactivacidn por H,0,

Cuando se incuba la enzima con perdxido de hidré-
geno (Tabla XIV), a concentracién 4 mM, se produce una inacti
vacion comparable en magnitud, a la producida por NADPH. Asi
pues, la enzima es sensible a la accidn oxidante del perdxido

de hidr6geno, al igual que la enzima de E. col<.

ITI1.H.2.3.2. Efecto de compuestos captadores de radicales de

oxtgeno y de la catalasa

Como se puede observar en la Tabla XIII, la cata-
lasa no tiene efecto protector alguno frente a la inactiva -
cién producida por NADPH. Esto descarta la participacién de
perdxido de hidr6geno en el proceso a diferencia de lo que

ocurre en los casos citados anteriormente (III.H.2.3.).

(1) Ascorbato, tiourea, manitol, formiato y el com

plejo Fe (III)-EDTA pueden reaccionar con ciertos radicales de

(1) Los razonamientos y afirmaciones que se presentan a conti-
nuacidn estidn de acuerdo con Michelson et al. (1977).
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oxigeno tales como °"OH y O; y con el estado singlete 102. Si
la inactivacibén que estamos describiendo tuviera lugar median
te la accidén de alguno de estos radicales, la inclusién de
cualquiera de los compuestos mencionados, en la mezcla de in-
cubacibén, deberia evitar o disminuir la inactivacién. Los re-
sultados indican que s6lo el ascorbato es capaz de proteger
en cierto grado contra la inactivacién de la glutamato sinta-

sa por NADPH.

La ineficacia de manitol, tiourea y formiato, in-
dica que la inactivacidén dificilmente puede deberse a la ac -

cién de un radical del tipo del hidroxilo ( OH).

El ascorbato puede reaccionar con los radicales
superdxido (Oé) e hidroxilo (OH') asi como con el estado sin-
glete del oxigeno (102). El complejo Fe-EDTA cataliza la reac
cién de dismutacién del radical (Oé) dando 02. Por tanto, am-
bos deben evitar la inactivacién, en el supuesto que €ste ten
ga lugar por accidn de Oé. Los resultados indican que el pri-
mero protege en cierto grado, mientras que el segundo no tie-
ne ningin efecto. Con el fin de elucidar la cuestidén, se lle-
v6 a cabo el experimento que se describe en el apartado si -

guiente.

IIT.H.2.3.3. Anaerobiosis

S1 en la inactivacidén participa algGn radical de
oxigeno, este compuesto debe ser necesario para que aquélla

tenga lugar. En la Tabla XV se presentan los resultados de
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Tabla XV

INACTIVACION POR NADPH EN ANAEROBIOSIS

Tratamiento Actividad (%)
Ninguno 100
NADPH 12

" mids oa-cetoglutarato 54

A una cubeta anaerdbica conteniendo tampdén MOPS-KOH, 0,2 M

pH 7,5, glucosa oxidasa, 0,2 mg y catalasa, 0,2 mg, en un vo-
lumen de 1,4 ml, se afiadidé 50 pl de una solucidén 1 M de gluco
sa. Tras esperar 1 min se afiadié la enzima (50 upl; 6,7 mg/ml)
6 NADPH (50 upul; 6 mM) y luego la enzima 6 bien NADPH y o-KG
(100 ul; 0,2 M) y luego la enzima. Se incubd durante 3 min a
temperatura ambiente y se afiadié el/los componente(s) de la
mezcla de ensayo que faltaba(n) para iniciar la reaccidn. To-
das las soluciones se hicieron anaer6bicas seglin se indica en
II.D.7. E1 100% de actividad corresponde una velocidad 29 nmo
les de NADPH oxidados/min.
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un experimento en el que se incubd la enzima con NADPH en con
diciones anaerdbicas. Se observa que la inactivacifn sigue te
niendo lugar, 1lo quevdemuestra su independencia del oxigeno.
Incluso parece ser qﬁe en anaerobiosis, el efecto del NADPH
es mds acusado, al tiempo que el a-cetoglutarato es menos

efectivo en su accibn protectora.

Estos resultados invalidan la explicacidén del
efecto protector del ascorbato basada en su reactividad con
los radicales de oxigeno y excluyen toda posibilidad de inter

vencidén de esta u otras especies de 0,.

IIT1.H.2.4. Reversidn

En la Tabla XVI, se presentan resultados en los
que se puso de manifiesto que la inactivacién producida por
NADPH, se puede revertir con DTE. Lo mismo ocurre con la
inactivacién producida por HZOZ (Tabla XIV). Es de destacar
la ineficacia del a-cetoglutarato para revertir si se compa-
ra con su efectividad como protector de la inactivacién

(II1.H.2.2.).

La nitrato reductasa dependiente de NADH de al-
gas y de plantas superiores se inactiva también por incuba-
cidén con NADH y se reactiva con ferricianuro (Losada, 1974).
Por ello, para comprobar si en nuestro caso ocurria lo mis-
mo se tratd de revertir con ferricianuro. Como se observa
en la Tabla XVI, este compuesto no s6lo no revierte sino

que €1, por si solo, puede producir una inactivacién consi-
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Tabla XVI

EFECTO DE DIVERSOS TRATAMIENTOS SOBRE LA ENZIMA NATIVA Y SOBRE

LA ENZIMA INACTIVADA CON NADPH

Tratamiento I Activ. (%) Tratamiento 11 Activ.(%)
Nada 100

Ninguno 100 o-KG 93
Ferricianuro 28
DTE 120
Nada 6
Diglisis 14

NADPH 18 a-KG 7
Ferricianuro 11
pTE(2) 69
pTE(b) 56

(a) Se elimind previamente el NADPH con ferricianuro 0,1 mM
(3-4 min).
(b) E1 NADPH se eliminé por didlisis.

Tratamiento I: La enzima (57 ug/ml; activ. especif., 256 mU/mg)
se incub6 a temperatura ambiente durante 3 min, en tampdén MOPS-
-KOH 0,2 M pH 7,5 y, donde se indica, con NADPH, 50 uM.

Tratamiento II: La enzima sometida al tratamiento I se incubd
inmediatamente después, durante 60-65 min y a temperatura am-
biente, con los compuestos indicados, a las siguientes concen-
traciones: a-cetoglutarato, 10 mM; Ferricianuro potédsico, 50
W y DTE, 5 mM. La didlisis se llevd a cabo pasando la enzima
por una columna de Sephadex G-25 (a 4%C), inmediatamente des-
pués del Tratamiento I.

La actividad se media afiadiendo glutamina, NADPH y, en su caso,
a-cetoglutarato, sobre la mezcla de incubacidén. Se hicieron con
troles para ver el efecto de cada compuesto ajeno a la mezcla
de reaccidn estidndar, sobre el ensayo normal de actividad.
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derable.

La reversidn por DTE s6lo tiene lugar apreciable-
mente si se elimina antes el NADPH. Esto concuerda con su in-
capacidad como agente protector de la inactivacién (III.H.2.2.)
Yy se asemeja al caso descrito por Llobell et al. (1978) para

la nitrato reductasa de A. chroococcum.

La inactivacién supone también una modificacidn
permanente de la enzima, pues la simple eliminacifén del agen-
te inactivante por didlisis, no basta para que el efecto se

contrarreste.

Cuando el causante de la disminucidn de actividad
es el perdxido de hidr6geno afiadido como tal, el DTE también

actfia eficazmente como agente reversor.

ITT.H.2.5. Dependencia de la concentraciébn de NADPH

De los experimentos encaminados a determinar la
concentracién minima de NADPH para producir la inactivacién
(con una concentracidén de enzima de 60 nug/ml; activ. especi-
fica, 200 mU/mg) result6é que, en un rango de concentracién de
NADPH desde 0,1 uM hasta 150 uM, apenas se observaban diferen-
cias en el grado de inactivacidn, siendo éste siempre supe -

rior al 70%, en 3 min de incubacién.

ITI.H.2.6. Influencia del tiempo de incubacidn

En vista de los resultados obtenidos en el expe-
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rimento descrito en el apartado anterior, se procedié a redu-
cir el tiempo de incubacién con el fin de observar la depen -
dencia del grado de inactivacidn respecto de este pardmetro.
Se ensayaron tiempos comprendidos entre 20 y 180 segundos,
con una concentracidén de NADPH, 3 uM y la misma concentracidn
de enzima que en el experimento anterior. E1 resultado fué
que a los 20 segundos (aprox.) la actividad habia descendido

ya hasta el 60% (40% de inactivacién).

IIT.H.2.7. Influencia de la concentracién de protetna

Quedaba por ver el efecto de la variacidén de otro
pardmetro importante: la concentracién de proteina. Cuando és
ta variaba en un rango de un orden de magnitud, con varias
concentraciones de NADPH, el grado de inactivacién, incubando
3 min, disminuia a medida que la concentracién de proteina au
mentaba. Un caso parecido ha sido observado en la glutaminasa
de rifién y cerebro de cerdo (Kvamme y Torgner, 1974): La acti
vacidén de la enzima por acetil-CoA y fosfato es independiente

del tiempo cuando la concentracidén de proteina es baja.

A concentraciones determinadas de proteina, una
variacién de la concentracidn de NADPH si afecta al grado de

inactivacién.

Con el fin de poner de manifiesto cfGal de los dos
factores es mds importante desde el punto de vista del grado
de inactivacién obtenido, si la concentracién de NADPH o la

de proteina, se realizdé el experimento cuyos resultados se
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FIG. 10. Efecto de la incubacidén de la glutamato sintasa
con NADPH, sobre su actividad, a distintas concentracio-
nes de enzima manteniendo constante la relacidén {NADPH}/
{Enz.}. (a) 0,13 mg de enzima se incubaron con 21 nmoles
(0O——O0) 6 0,8 nmoles (A——A) de NADPH en volfimenes
variables de tamp6én MOPS-KOH, 0,2 M, pH 7,5. A los 3 min
de incubacién se tomé una fraccidén alicuota adecuada pa-
ra ensayar la actividad. (b) 0,13 mg de enzima se incuba
ron con una cantidad variable de NADPH, en un volumen de
0,Z ml y en las mismas condiciones que en (a). La activi
dad se determind en fracciones alicuotas de 0,1 ml. La
flecha indica la concentracidén de proteina que se empled
en el experimento de la figura (b).
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reflejan en la Figura 10 (A). Se incubé la enzima durante 3
min con NADPH variando las concentraciones de ambos de forma
que la relacibén entre ellas se mantuviera constante. Se ensa
y6 para dos relaciones bien diferentes: 6 y 180 nmoles NADPH/
/mg de proteina. Se puede observar que a concentraciones al-
tas de proteina practicamente no hay inactivacibén, cualquie-
ra que sea la concentracién de NADPH, mientras que si la con
centracién de proteina es "intermedia', se manifiesta la de-
pendencia del grado de inactivaci6én respecto de la concentra

cién de NADPH (Fig. 10 (B)).

A concentraciones mids bajas de proteina, ocurre

lo que se ha descrito en el apartado III.H.Z.5.

ITTI.H.2.8. Cinética

En la Fig. 11 se muestra el curso del proceso
de inactivacién durante 1 hora de incubacidén, a pH 7,5. La
solucién "stock' de enzima estaba a pH 6,5. Se observa que
tras la dilucién de la enzima en el tampdén a pH 7,5 hay una
pérdida inmediata de actividad (20%), seguida de una lenta
inactivacidén (15% en una hora). Cuando hay NADPH presente,
tiene lugar la inactivaci6n descrita en los apartados ante-
riores. Si ademds de NADPH hay o-cetoglutarato, la pérdida
de actividad por dilucién es mds lenta y la causada pof el
piridin-nucledtido reducido no tiene lugar. Tambiénvse pue-
de observar en esta figura, que la proteccién por glutamato

descrita en IIT1.H.2.2. tiene lugar durante los primeros mi-
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FIG. 11. Actividad de la glutamato sintasa a lo largo del
tiempo cuando se incuba en distintas condiciones. La enzi-
ma se incubd a temperatura ambiente en tampdén MOPS-KOH,
0,2 M, pH 7,5 sin ninguna adicién, (O—— Q) ; con NADPH,
(@ ®); con NADPH y a-cetoglutarato, (m m); 6 con
NADPH y glutamato, (A——a4A), en un volumen de 1,25 ml.
A los tiempos indicados se tomaron muestras de 0,2 ml pa-
ra ensayar la actividad. En la mezcla de ensayo para la
enzima incubada en presencia de NADPH, no se afiadié este
compuesto, ya que en la fraccidén alicuota habia suficien-
te (0,11-0,12 pmoles), incluso al cabo de 1 h de incuba -
cibén. Las cantidades en la mezcla de incubacién fueron,
en pymoles: NADPH, 0,6; a-KG, 8; Glu, 8 y preparacidn enzi
miatica, 0,6 mg.
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nutos. Realmente, lo que hace el glutamato es retardar el

. proceso de inactivacidn.



IV. DISCUSION
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IV.A. "GS/GOGAT'". UNICA RUTA PARA LA ASIMILACION DE AMONIO EN

A. cehroococcum

En la primera parte de este trabajo, se presentan
resultados (Tabla I) mediante los cuales se demuestra la ine-
xistencia de glutamato deshidrogenasa en extractos crudos de
A chpoococcum,procedentes»de células cultivadas en distintas
fuentes de nitrbégeno. Los extractos crudos obtenidos no po -
seen la capacidad de catalizar la aminacién reductiva de oa-ce
toglutarato dependiente de NADH o NADPH a pH 7,5, incluso a
concentraciones considerablemente altas de amonio (50 mM) . Tam
poco fueron capaces de catalizar la desaminacién oxidativa de
glutamato dependiente de NAD" & NADP+, tanto a pH 6,5 como a
pH 9,0. Las condiciones de ensayo utilizadas pueden conside -
rarse exhaustivas con vistas a la deteccidén de cualquier enzi
ma con las caracteristicas cataliticas de las glutamato deshi

drogenasas descritas ampliamente hasta la fecha, tanto en mi -

croorganismos como en organismos -superiores (Goldin y Frieden,

1971).

Drozd et al. (1972) han estudiado el efecto de dis-
tintas fuentes de nitr6geno sobre ciertos pardmetros fisiol6-
gicos de A. chroococcum (NCIB 8003), incluyendo niveles de
actividad de las enzimas responsables de la asimilacidn de
amonio, y han encontrado actividades glutamato deshidrogenasa
y glutamato sintasa dependientes de NADPH, en extractos acelu
lares procedentes de células cultivadas en KNOS, NH4C1 o} N2

como fuente de nitrbgeno. Las variaciones en la actividad es-
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pecifica de ambas enzimas eran minimas de un medio a otro y
sus niveles prédcticamente idénticos. Estos autores emplea -
ban la técnica de 'cultivo continuo", y las concentraciones
de NH4C1 y KNO3 que utilizaron fueron 3,7 y 2,1 mM, respec-

tivamente.

Es de destacar la falta de informacién suministra
da en relacidén con estos experimentos (para poder estable -
cer alguna comparacién con nuestros resultados, diametral -
mente opuestos a los suyos), asi como el escaso hincapié
que hacen en los mismos a pesar de que, en la época en que
fueron realizados, la polémica en torno al papel de la GDH
en el proceso de asimilacién del amonio estaba al rojo vivo,

tras los recientes hallazgos de Tempest et al. (1970).

Nosotros pensamos que si 4. chroococcum fuera ca-
paz de sintetizar una glutamato deshidrogenasa tan activa
como la descrita por Drozd et al. (1972) en las condiciones
de crecimiento por ellos utilizadas, deberia haberse hecho
patente en nuestro trabajo, cuando menos en cantidades mini
mamente detectables y aunque las condiciones de ensayo no
hubieran sido las 6ptimas. Incluso teniendo en cuenta que
los microorganismos pueden ser de cepas distintas, una di-
ferencia tan acusada referente a una enzima tan importante
en el metabolismo como la GDH, no resulta compatible con

otras similitudes en otros aspectos.

El glutamato es absorbido con dificultad por E.

coli (Senior, 1975) a pesar de lo cual, es capaz de inducir
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la sintesis de glutamato deshidrogenasa en este microorganis-
mo. Segln Drozd et al. (1972), este compuesto, al igual que

la glutamina o el aspartato, no sirve como fuente de nitrége-
no a A. chroococcum porque las células no lo pueden absorber
Yy, por tanto, no es metabolizado cuando se afiade al medio de
cultivo. Ello es la causa, seglin los mismcs autores, de que el
glutamato no reprima la sintesis de la nitrogenasa cuando se
afiade al medio. A pesar de todo ello y en vista de las discre
pancias entre nuestros resultados y los de Drozd et al.mencio
nados anteriormente, nosotros afiadimos glutamato al medio de
cultivo, como un intento Gltimo de induccidén de la glutamato

deshidrogenasa. El1 resultado fué negativo como se puede obser
var en la Tabla I y los niveles de glutamato sintasa y de glu
tamina sintetasa fueron idénticos a los de células creciendo

a expensas de dinitrdgeno.

En Rhodospirillum rubrum, que si puede crecer con
glutamato como tinica fuente de nitrbégeno, este aminodcido no
reprime la sintesis ni inactiva a la nitrogenasa (Neilson y

Nordlund, 1975).

No resulta pues, muy arriegado concluir que en
nuestro caso, las c&lulas en vez de utilizar el glutamato pre

sente, lo que hacen es fijar el nitrbdgeno del aire.

Los resultados obtenidos por nosotros indican que
la glutamato sintasa de 4. chroococcum no sufre alteraciones
drdsticas en funcidén de la fuente de nitrdégeno disponible.

En general, se sabe muy poco sobre la regulacidén de la sinte
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sis de glutamato sintasa. Hasta la fecha, los resultados pre-
sentados por distintos autores son muy diversos y en algunos
casos contradictorios. E1 empleo de la técnica de cultivo con
tinuo, que ha resultado en muchos casos de sumo interés, apre
cidndose por ejemplo, variaciones en el nivel de algunas enzi
mas dependiendo de la etapa y de la velocidad de crecimiento,
ha permitido conocer que uno de los factores que regulan la
sintesis de glutamato sintasa es el contenido interno en

glutamato y glutamina (Tyler, 1978).

De los resultados presentados en la Tabla I, la
Gnica conclusién que puede sacarse referente a la glutamato
sintasa es que su nivel guarda relacidén inversa con el valor
de la proporcidén entre la actividad GS(Mg2+) y la actividad
GS(Mn2+). Si en A. chroococeum , como en 4. vinelandi<
(Kleinschmidt y Kleiner, 1978) y las demds bacterias Gram-ne
gativas analizadas por Tronick et al. (1973), funciona el
sistema de adenilacién/desadenilacién para regular la activi
dad de la glutamina sintetasa (Wulff et al., 1967 y Kingdon
et al., 1967), se puede decir que el nivel de glutamato sin-
tasa es menor en células cuya glutamina sintetasa estd desa-

denilada, que en células en las que el estado de adenilacién

de su glutamina sintetasa es alto.

De acuerdo con el esquema actual, basado fundamen
talmente en las investigaciones con K. aerogenes (Magasanik
et al., 1974 y Magasanik, 1977), la glutamina sintetasa desa
denilada es un efector positivo para la transcripcién de va-

rios operones implicados en el metabolismo del nitrégeno: ac
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tiva la sintesis de las enzimas responsables de la utilizacién
de histidina (Tyler et al., 1974), prolina (Prival y Magasanik,
1974), arginina (Friedrich y Magasanik, 1978), putrescina (Ma-
gasanik, 1977), urea (Friedrich y Magasanik, 1977), asparragui
na (Resnick y Magasanik, 1976) y nitrégeno molecular (Tubb,
1974; Streicher et al., 1974; Shanmugam et al., 1975 y
Gauthier y Elmerich, 1977).y reprime la sintesis de GDH
(Brenchley et al., 1973). La glutamina sintetasa en estado ade
nilado no tiene ninguno de estos efectos mencionados (Tyler ¢

al., 1974).

El NO; y el NHZ en A. chroococeum (Drozd et al.,
1972) y el NH, en 4. vinelandii (Kleiner, 1975) reprimen la

sintesis de nitrogenasa.

A la luz de todos estos hechos, los niveles enzimé
ticos encontrados por nosotros en células de A. chroococcum
cultivadas con distintas fuentes de nitrégeno (Tabla I) po -
drian explicarse asumiendo que la glutamina sintetasa desade-
nilada (con N2 como fuente de nitrégeno) reprime la sintesis
de glutamato sintasa (en nuestro caso hasta un 60%), de la
misma forma que reprime la sintesis de glutamato deshidroge-

nasa en K. aerogenes.

Cuando el amonio es abundante, la cantidad de glu-
tamina sintetasa total es muy elevada, en comparacidén con la
cantidad encontrada con N, y con NO., pero la proporcién de
enzima cataliticamente significativa (desadenilada) es muy

baja. Aqui pueden tener lugar dos fenOmenos antagdnicos:
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1. De acuerdo con Schutt y Holzer (1972), el amo-
nio seria rdpidamente convertido en glutamina a partir de
~glutamato y ATP; esta glutamina provocaria la inactivacién
de la GS por estimulacién de la adeniltransferasa (Mecke et
al., 1966). Con ello se evita la acumulacidén en cantidad ele

vada, de glutamina y un gasto excesivo de ATP.

2. Por otro lado, seglin Kleiner (1975), la GS po-
dria desempefiar alglin papel importante en el transporte del
amonio hacia el interior de la célula, bien directamente o
bien de forma indirecta mediante la induccién de alguna(s)
permeasa(s) especifica(s). En cualquier caso, esta multifun-
cionalidad de la glutamina sintetasa requeriria un nivel al-

to de la proteina en la cé&lula.

E1l funcionamiento simultidneo de estas dos tenden-
cias contrapuestas daria como resultado una situacidn de com
promiso entre ambas, esto es, una cantidad elevada de gluta-
mina sintetasa y un alto grado de adenilacién. Tal es el re-
sultado obtenido por nosotros (Tabla I) y por Kleiner (1978)

en A. vinelandit.

Para el nitrato no seria necesario un sistema de
transporte tan dependiente de la GS y la cantidad total de

la enzima no seria tan elevada como con amonio.

Lo dicho hasta aqui constituye una hip6tesis de

trabajo muy interesante para posteriores estudios.

Algo que resulta evidente, a juzgar poTr nuestros
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resultados es que en A. chroococecum la Ginica ruta metabdli-
ca posible para la sintesis de glutamato a partir de amonio
es la que se conoce como "GS/GOGAT", cualquiera que sea la

fuente de nitré6geno disponible por las células y que la glu-

tamato deshidrogenasa no existe.

No se puede excluir la posibilidad de que exista
otra via para la incorporacién de amonio, como por ejemplo,
mediante la accibén de la alanina deshidrogenasa (Johansson
y Gest, 1976), puesto que su presencia en los extractos ace-
lulares de A.-chroococcum no ha sido investigada. Pero en
cualquier caso, la ruta "GS/GOGAT" seria la principal, dado
el papel que desempefian la glutamina y el glutamato en el

metabolismo como precursores de compuestos nitrogenados.

IV.B. GLUTAMINA SINTETASA. SOBRE SU PURIFICACION, REGULACION

Y LOCALIZACION

En los parrafos precedentes se han mencionado ya
algunas de las caracteristicas de la glutamina sintetasa con
cernientes a su papel en la regulacién de la sintesis de
otras enzimas y a su propia regulacién quimica por adenila-
cidén (GS-AMP) y desadenilacién. En ellos hemos asumido que
en A. chroococcum existe este mecanismo de regulacibén, ya
que parece ser que esta es una propiedad general de las bac-
terias Gram-negativas (Tronick et al., 1973). No obstante,
hasta tanto no se demuestre directamente, no se puede hablar
con seguridad al respecto. Nosotros hemos utilizado como cri

terio para determinar el estado de adenilacidén de la GS de
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A. chroococcum (todavia hipotético) la relacién entre la acti-
vidad transferasa con Mg2+ y la actividad sin Mg2+ (ver INTRO-
DUCCION), por analogia con las bacterias entéricas y con 4. vi
nelandii , y Gnicamente con fines comparativos. Sin embargo,
el hecho de que existan cambios en el comportamiento cataliti-
co de la GS, puestos de manifiesto por variaciones en el valor
de la mencionada relacidn, sugiere que en A. chroococcum la
glutamina sintetasa puede existir en dos forma interconverti-
bles. Para obtener una prueba definitiva serfa necesario puri-
ficar la enzima en los dos estados y conseguir la interconver-

sidn en un medio de reaccién definido.

Nosotros hemos tanteado varios métodos para purifi-
car la glutamina sintetasa de células de A. chroococeum culti
vadas en nitrato. Los resultados obtenidos se presentan en
IIT.C. y estdn resumidos en la Tabla II. La purificacidén com -
pleta no se ha conseguido aGn, pero las pruebas efectuadas re-

sultan muy prometedoras.

Recientemente, mientras nosotros llevdbamos a cabo
estos estudios, ha sido purificada hasta homogeneidad 1la glu-
tamina sintetasa de A. vinelandii , mediante procedimientos
muy similares a los descritos en la Tabla II, con un rendi -
miento del 57% y un factor de purificacién de 103 (Kleinsch-

midt y Kleiner, 1978).

Creemos que la purificacién hasta homogeneidad de
la glutamina sintetasa de 4. chroococcum Yy la posterior elu-

cidacibén del funcionamiento o no, de un sistema regulador por
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adenilacién/desadenilacién puede conseguirse en breve.

Los experimentos de centrifugacién indicados en
III1.B. sugieren que la'glutamina sintetasa puede estar asocia
da con la membrana plasmitica en A. chroococcum . Con K. pneu
moniae y A. vinelandii se han obtenido resultados semejan -
tes (Kleinschmidt y Kleiner, 1978). Esto podria ser coﬁsecueg
cia de la implicacidén de la glutamina sintetasa en algGn pro-
ceso distinto de su funcifn catalitica y reguladora, relacio-
nado posiblemente con la translocacién de metabolitos a tra -

vés de la membrana, como se ha dicho anteriormente.

No parece muy probable que la localizacién de la
glutamina sintetasa en el sedimento de la ultracentrifugacién
(ver III1.B.) sea debida finicamente a un alto peso molecular.
Sin embargo, esta posibilidad no debe excluirse a prior< > ya
que podria encontrarse en un estado de profunda agregacidn.
La formacién de agregados de diferentes tamafios ha sido des -

crita por Kleinschmidt y Kleiner en la enzima de A. vinelandit.

Los resultados ohtenidos durante la cromatografia
en Bio-gel A/1,5 m, que retiene moléculas con un peso molecu-

6

lar inferior a 1,5 x 10 ‘DA(III.C.4.), son coincidentes con

los resultados de los experimentos de ultracentrifugacidn.

IV.C. GLUTAMATO SINTASA

IV.C.1. Sobre su purificacién

Durante la purificacién de la glutamato sintasa,
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en la primera precipitacién con (NH4)ZSO4 (Tabla III) tiene
lugar un fenb6meno de activacién que dd como resultado un ren
dimiento de un 200% aproximadamente. Hay 2 explicaciones po-
sibles de este hecho: el (NH4)ZSO4 ejerce un efecto activa -
dor permanente sobre la enzima, distinto (aunque quizids rela
cionado con &€l) del que produce cuando se afiade la sal en 1la
mezcla de ensayo (Fig. 2), ya que el segundo desaparece al
eliminar el sulfato aménico y el primero persiste después de
dializar la preparacibén. Ademds la preparacidén II es suscep-

tible de ser activada por (NH4)ZSO4 afladido en el ensayo.

Una segunda explicacibn, que quizds resulta més

razonable, es que la enzima se reactiva al concentrarla.

En la Tabla IV se resume una serie de experimen -
tos encaminados a la consecucién de unas condiciones O6ptimas
en el empleo del procedimiento de cromatografia de afinidad,
para la purificacién de la glutamato sintasa. Interesa hacer
algunos comentarios acerca de la naturaleza del fenbmeno que
tiene lugar durante el proceso 6ptimo (III.D.4.2.): la unién
de la enzima al gel "Reactive-Blue-2-Sepharose Cl1-6B', de
acuerdo con la terminologia propuesta por O'carra et al.(1974),
debe calificarse como '"adsorcién no bio-especifica'", en con -
traposicidén a la "adsorcidén bio-especifica'" 6 "bio-afinidad",
dadas las caracteristicas del proceso de elucibén, en el que
no se hace uso de un "contra-ligando" que compita con el 1i-
gando inmovilizado. Aunque, en nuestro caso, mediante tanteo,
se han conseguido unas condiciones que conducen a resultados

convenientes desde un punto de vista prédctico, no puede ga -
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rantizarse a priori, que su uso para la purificacién de la en-
zima de procedencia distinta, produzca los mismos resultados.

Ello debido a que las propiedades fisicoquimicas de enzimas ho
mélogas desde un punto de vista biolégico, no deben correspon-
derse necesariamente con su bio-especificidad (0'Carra et al.,
1974) . De hecho, esta afirmacién se ha comprobado experimental

mente en el caso de la ribonucleasa A (Wilchecky Gorecki, 1969).

Durante el proceso de concentracidén del conjunto de
fracciones que contenian la mayor parte de la actividad tras
la cromatografia en azul-sefarosa, explicado al final de la
secc. I1I1.D.4.2., se perdi6 casi la mitad de la enzima. No ha-
biéndose determinado la cantidad de proteina en el conjunto de
fracciones, resulté imposible comprobar si la pérdida de acti-
vidad se corresponde con una pérdida equivalente de proteina,
6 si, por el contrario, la pérdida de actividad se debe a una
inactivacién de la enzima. Por todo ello, el rendimiento glo-
bal de este paso de purificacién, en el caso particular de 1la
Tabla III, resultdé ser de un 40% y la actividad especifica se
incrementd 4 veces solamente. En otros experimentos, el rendi
miento de la cromatografia ''de afinidad" en azul-sefarosa, en
las mismas condiciones, fue superior (60-80%) y el factor de

purificacién, del orden de 8.

Para la purificacién de la glutamato sintasa se
han seguido tres criterios de fraccionamiento de proteinas:
solubilidad en funcidn de la fuerza idnica (sulfato aménico)
y del pH; carga electrostdtica (cromatografia de intercambio

i6énico) y afinidad por gel de sefarosa con el grupo croméforo del
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azul-dextrano unido covalentemente. Ademids de otros criterios
de separacidn, el que se basa en las diferencias de tamafio mo
lecular utilizando la técnica de filtracibén en gel, se emplea
con gran frecuencia e incluso de forma rutinaria, por su sen-
cillez y buenos resultados, en las etapas finales de cualquier
proceso de fraccionamiento. En nuestro caso, como se indica en
IIT.D.5., los intentos de utilizacidén de esta técnica han re -
sultado infructuosos hasta la fecha. La causa de la desapari-
cibn de la actividad enzimidtica al pasar la preparacibén a tra-
vés de una columna de Bio-Gel A/1,5 m,.resulta una incdgnita
por el momento. Su investigacidn y esclarecimiento, dari segu-
ramente una informaci6n interesante acerca de las propiedades
de la glutamato sintasa de A. chroococcum y serd el objetivo
preferente de nuestros estudios inmediatos, que incluirdn la
utilizacién de la técnica de centrifugacién en gradiente de
densidad. A este respecto, no existe ningiin precedente en la

bibliografia sobre glutamato sintasas de otros organismos.

Existe la posibilidad de que durante el '"tamiza-
do molecular" se separe de la enzima alglin compuesto necesa -
rio para la catdlisis 6 para conferir estabilidad. Otra posi-
bilidad es que la misma enzima sufra una profunda disgrega-
cidén en subunidades inactivas o muy inestables. Esta segunda
hipbétesis, de ser cierta, supondria una unién muy débil entre
las subunidades y podria guardar relacién con el hecho, ya
mencionado, de que un requisito indispensable para la conser-
vacidén de la actividad enzimdtica, es el mantenimiento de 1la

enzima altamente concentrada.
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La profundizacién en el estudio del comportamien-
to durante la filtracidn eﬁ gel y de las propiedades electro
foréticas (ver III.B.6.) de la glutamato sintasa de 4. chroo
coccum, es una tarea que se presenta tan atractiva, como &r-
duos han resultado los trabajos de aproximacién realizados

hasta ahora presentados en esta Tesis.

Todo ello traerd como consecuencia la consecucién
de un método para purificar hasta homogeneidad la glutamato

sintasa de A.chroococcun.

IV.C.2. Sobre sus propiedades cataliticas, cinéticas y fisi-

coquimicas

La enzima cataliza la formacidén de 2 moles de glu
tamato por cada mol de NADPH oxidado (Tabla VI) en presencia
de a-cetoglutarato y glutamina. En la Tabla V se presentan
resultados que demuestran que el a-cetoglutarato y la gluta-
mina, juntos, son necesarios para que. la oxidacién de NADPH
tenga lugar (ignorando la oxidacién causada por el oxigeno).
Se puede deducir por tanto, que la reaccidn catalizada por
la preparacidn es la de transferencia del grupo amido de 1la
glutamina al carbono alfa del a-cetoglutarato, utilizando
como reductor el NADPH y resultando 2 moléculas de glutama-

to:

a-cetoglutarato + L-glutamina + NADPH + H —

2 L-glutamato + NADP"
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La velocidad de la reaccifén es directamente pro -

porcional a la cantidad de enzima (Fig. 1).

La especificidad que presenta la enzima por sus

sustratos es absoluta:

a) En cuanto a la incapacidad para utilizar el
otro piridin nucleétido, parece ser una propiedad general de
todas las glutamato sintasas: exceptuando las que dependen
de ferredoxina como cofactor, ninguna de las enzimas depen -
dientes de piridin nucleftidos muestra actividad con el nu -
cledétido reducido alternativo, salvo‘ la de suspensiones
celulares de soja que utiliza indistintamente NADH y NADPH

(Chiu y Shargool, 1979).

b) Tampoco, en ningln caso, se ha podido observar
actividad cuando se sustituye el a-cetoglutarato por otros
cetodcidos.Nosotros hemos probado oxalacetato y piruvato ob-

teniendo los mismos resultados.

c) En cuanto a la glutamina como donador del gru-
po amino, la cuestién es polémica. En general, este compues-
to no puede ser sustituido por ninglin otro aminidcido pero

si por NH3 en muchos casos.

En efecto, la mayoria de las amidotransferasas de
glutamina puede utilizar amonio de la misma forma que gluta-
mina. Al parecer, estas enzimas tienen sitios distintos para
cada uno de estos dos sustratos y la unién de la glutamina

va seguida de la transferencia de su nitr6geno amidico hasta
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un sitio que puede interaccionar también con el amonio 11 -
bre (Buchanan, 1973). Pefo a diferencia de las demds amido-
transferasas de glutamina, la glutamato sintasa que se puri
ficé por primera vez (Miller y Stadtman, 1972, la de E. col<
W) no podia utilizar amonio como sustrato. Sin embargo, mis
tarde, otros autores han encontrado actividad dependiente
de NH3 en preparaciones altamente purificadas de glutamato
sintasa de E. coli K-12 (Mantsala y Zalkin, 1976), de K. ae-
rogenes (Trotta et al., 1974 y Geary y Meister, 1977), de
Thiobacillus thioparus (Adachi y Suzuki, 1977), y de Baci -
llus megaterium (Hemmila y Mantsala, 1978). La actividad
con amonio era del orden de un 1-10% de la actividad depen-
diente de glutamina. Geary y Meister (1977) han aportado
pruebas evidentes de que el mecanismo de ambas reacciones
es fundamentalmente diferente, por lo que concluyen que la
reaccién con NH3 no es una reaccién parcial catalizada por
la glutamato sintasa, sino por una entidad catalitica dis-
tinta presente en las preparaciones. Mientras tanto, Mant-
sala y Zalkin (1976) y Hemmila y Mantsala (1978) han pre -
sentado datos que prueban la carencia de relaciones estruc-
turales entre la glutamato sintasa y la glutamato deshidro-
genasa del mismo organismo concluyendo, por tanto, que la
actividad dependiente de NH3 no es un artefacto debido a
contaminacifén. Ademds han observado que la actividad de la
glutamato sintasa con NH3 aumenta 4 veces al tratarlé a pH
4,6 mientras que la GDH se inactiva durante el mismo trata-
miento. Tyler (1978) opina que esta controversia se resol -

veria purificando la glutamato sintasa de un mutante gdh



116

que carezca de glutamato deshidrogenasa.

Nosotros hemos probado que A. chroococcum no tie
ne GDH (Tabla I) y por tanto podria ser equivalenfe al mu -
tante gdh apuntado por Tyler. Como se observa en la Tabla V,
las preparaciones de glutamato sintasa parcialmente purifi-
cada no son capaces de catalizar la oxidacidén de NADPH de -
pendiente de a-cetoglutarato y amonio. Este resultado esta-
ria de acuerdo con la idea de Geary y Meister mencionada en

el parrafo anterior.

La glutamato sintasa, al igual que las demds ami-
dotransferasas de glutamina posee actividad glutaminasa (ver
III.G.1.), es decir, pﬁede unirse a la glutamina e hidroli-
zar su grupo amida de forma desacoplada de la aminacidn, en
ausencia de los demds sustratos. Esta es una reaccibén par -
cial catalizada por la glutamato sintasa de todos los orga-
nismos estudiados, excepto por la de ndédulos de Lupinus (Bo

land, 1979).

La actividad glutaminasa observada por nosotros
supone un 60% de 1la actividad "total'" con NADPH y o-cetoglu-
tarato, en preparaciones relativamente crudas y un 1,5% en
preparaciones con mayor grado de pureza. Esta pérdida de ac-
tividad con el grado de purificacidén puede ser un reflejo de
la inactivacidén selectiva del sitio de unidén de la glutamina
debido a la utilizaci6én de pH bajo en la filtima etapa de pu-
rificacién. De hecho, Geary y Meister (1977) han observado

que la actividad glutaminasa de la glutamato sintasa y de la
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carbamil-fosfato sintetasa (ambas amidotransferasas de gluta-
mina) se mantienen mejor a pH elevado, del orden de 9, que a

PH neutro).

En E. coli y K. aerogenes (Geary y Meister, 1977;
Mantsala y Zalkin, 1976 y Trotta et al., 1974) la actividad
glutaminasa supone un 2%, 10% y 9%, respectivamente sobre 1la
actividad "total'", y se encuentra en la subunidad grande, que
es la que tiene la flavina, el hierro no heminico y el sulfu-
ro 14bil, aunque al parecer ninguna de estas agrupaciones tie

ne que ver con la hidr6lisis de la glutamina.

La actividad glutaminasa encontrada por nosotros
no es estimulada por o-cetoglutarato, en tanto que en E. col<
K-12, el cetoficido estimula dicha actividad en un 60% (Mant-

sala y Zalkin, 1976).

En este organismo y en Bacillus megaterium (Hem-
mila y Mantsala, 1978) la actividad glutaminasa depende de
la integridad funcional de un sitio activo que contiene cis-
teina. En la Tabla VII se presentan los resultados del trata
miento de la enzima con el reactivo de grupos tiélicos p-hi-
droximercuribenzoato. Se puede observar que este tratamiento
produce la inactivacidn completa de las actividades glutami-
nasa y '"total" y que este efecto puede revertirse mediante
una posterior incubacibén con el reactivo de Cleland, DTE.
Por otro lado (Tabla VIII), se observa que la glutamina pro-
porciona una proteccidén muy considerable (67%) frente a la

inactivacidén por pHMB, y el glutamato en menor grado (11%).
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Estos resultados sugieren que en la unién de la glutamina 1in
terviene alglin grupo sulfhidrilo funcional y que la activi -
dad glutaminasa es una reaccién parcial del proceso global

de transamidacidn.

El espectro de absorci6én de la glutamato sintasa in
dica la presencia de una agrupacibén flavinica (Fig. 7) y en
el experimento de la Fig. 8 se demuestra que esta flavina es
funcional, ya que cuando estd reducida (con ditionito), se
puede reoxidar con los sustratos glutamina y a-cetoglutarato
juntos. Por otro lado, se ha demostrado que la enzima puede
utilizar el poder reductor del ditionito en vez de NADPH en
la reaccién '"'global" (ver III1.G.2.) y que el metil violdgeno
puede hacer de mediador en esta transferencia de electrones

incrementando 3-4 veces la actividad.

Queda sin resolver la cuesti6én de si la flavina se
reduce completamente 6 si se forma una seﬁiquinona estable.
Sin embargo, Rendina y Orme-Johnson (1978), mediante estudios
de resonancia de electrdn paramagnético (EPR), con la enzima
de E. colZ W, han demostrado que durante la reaccién con
NADPH, aparece una sefial muy marcada a g = 2.00, caracteris-

tica del radical semiquinénico de la flavina.

Todos estos hechos sugieren que la reaccibn catali-
zada por la glutamato sintasa es la suma de tres reacciones

parciales:
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(1) E-flavina + NADPH + H® —= E-flavina-H® + NADP'
(2) Glutamina + HZO — glutamato + (NHS)

(3) E—flavina-Hﬂra-KG-+(NH3) —=E-flavina +,g1utamato + HZO

suma: NADPH + H® + a-KG + glutamina ——= 2 glutamato + NADP"

Como se ha dicho mds arriba, en la reaccidén (2) inter-

viene algln grupo sulfhidrilo.

(NHS) indica una "forma activa'" del grupo amida de 1la
glutamina que es transferida al carbono alfa del a-cetogluta-
rato y que, como se ha demostrado, no puede ser reemplazada
por amonio libre, incluso cuando el poder reductor lo propor-

ciona el ditionito (Tabla IX y secc. III.G.2.).

Los estudios sobre el efecto inactivador del NADPH,
que se discuten mis adelante, aportan datos que permiten una

explicacidén mds detallada de cada etapa de la reacciébn.

El pH 6ptimo de la glutamato sintasa estd comprendido
entre 7,5 y 8,0 (Fig. 3). Para otras glutamato sintasas, los
valores de pH 6ptimo oscilan entre 7,3 la de E. coli W (Mi -
ller y Stadtman, 1972) y 8,5 la de nédulos de Lupinus angus-

tifolius (Boland y Benny, 1977).

El valor de Km para el NADPH de la glutamato sintasa
de A. chroococcum (v 4 uM) es muy bajo y no difiere mucho de

los valores hallados para la enzima de procedencias diversas
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incluyendo plantas y levaduras, que van desde 12 uM en X. aerco
genes (Trotta et al., 1974) hasta 1,3 uM en Lupinus (Boland

y Benny, 1977).

La enzima posee una Km para el o-cetoglutarato de 50
uM. cuando las concentraciones de los otros sustratos son sa-
turantes. Para la glutamina, Km = 176 M en las mismas condi-
ciones. Estos valores no pueden compararse con los obtenidos
por otros autores ya que, segln hemos podido comprobar noso -
tros, la concentracién de glutamina (y probablemente de NADPH)
afecta a la Km del a-cetoglutarato y viceversa. En la biblio-
grafia pueden encontrarse grandes diferencias en cuanto a los
valores de Km para estos dos sustratos, que pueden ser debi -

das, en parte, a las condiciones empleadas en cada caso.

Uno de nuestros objetivos iniciales fue la investiga-
cidén del mecanismo cinético de la reaccidén catalizada por 1la
glutamato sintasa, mediante el estudio de la influencia de 1la
variacién en la concentracidén de unos sustratos sobre los pa-
rdmetros cinéticos de otros. Cuando hemos afrontado este tema
nos hemos topado con varios problemas, entre los que cabe men
cionar la dificultad para conseguir preparaciones suficiente-
mente puras de glutamato sintasa y ciertos hechos no menciona
dos por otros autores, como, por ejemplo, la importancia del
orden de adicidén de los componentes de la mezcla de ensayo
(IIT.H.1.) y la influencia de ciertos iones sobre la veloci-

dad de la reaccién.

Asi pues, antes de proceder al estudio de las propie
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dades cinéticas de la enzima, era necesario esclarecer las ano
malias de comportamiento debidas a la propia entidad proteini-
ca (efectos de concentracién y dilucidén; sensibilidad hacia la
acci6n del NADPH) y al solvente, con el fin de hallar unas con

diciones oOptimas.

En IITI.E.4. y III.E.5., se describen los "efectos de
tampdn" y en la Fig. 2 se muestra la influencia de los aniones

i— y C1~ sobre 1la velocidad de la reaccién. Un efecto idénti

SO
co ha sido observado en la glutamato deshidrogenasa de plantas
(Pahlich et al., 1978) donde se ha comprobado que el Cl aumen-
ta la Km para el glutamato y para el NAD®. La influencia del

cloruro es interesante cuando se compara con su accién protec-

tora frente a la inactivacidén por NADPH que se discute a conti

nuacion.

La caracterizacidén del efecto inactivador del NADPH se
ha relatado profusamente a lo largo de la secc. III.H. y no la
vamos a repetir aqui. Nosotros hemos encontrado profundas ana-
logias entre la glutamato sintasa y la glutatién reductasa,
por lo que resulta interesante comparar ambas enzimas. Con tal
fin, vamos a hacer una breve déscripcién de la glutation reduc

tasa:

.

-Esta enzima cataliza la reduccién del glutation oxida
do GSSG; contiene FAD y un disulfuro en su sitio activo y du -
rante la catdlisis el NADPH reduce el sitio activo produciendo

una semiquinona de FAD, un radical sulfuro y un tiol:
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—FAD NADPH NADP" —FADH*
—S - > —S
S 2 GSH - GSSG 5"

(Massey y Williams, 1965).

- E1 NADPH actuando solo, inactiva a la enzima réapida-
mente. E1 GSSG protege y los tioles (B-mercaptoetanol y GSH)

protegen y revierten la inactivacidén (Lopez Barea y Lee, 1979).

- Ciertos aniones influyen sobre la actividad y la es-
tabilidad enzimdtica y sobre la inactivacién por NADPH (Moroff

y Brandt, 1973 y 1975).

- Segln Moroff y Brandt (1975), la transferencia de
electrones desde el NADPH al FAD de la enzima tiene lugar mis
lentamente cuando estd unido el sustrato GSSG, que cuando el

NADPH actia solo.

- La inactivacidén por NADPH va acompafiada de una agre
gacibén de la enzima (Mize et al., 1962; Worthington y Roseme -
yer, 1975 y 1976). La explicacién dada a estos hechos es la
siguiente: el NADPH reduce un 'sitio" en una molécula de enzi
ma, que puede interaccionar con un "sitio" en otra mdlécula,
bloquedndolo, es decir, el NADPH forma tioles en los sitios
activos. En ausencia de GSSG, éstos pueden ser reoxidados por
el aire o disulfuros. Un disulfuro anormal en el sitio activo

podria ser la causa de la inactivacidén (L6épez-Barea y Lee,
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1979) . Un tipo de anormalidad podrian ser puentes disulfuro
localizados intra- o intermolecularmente de forma adecuada

(Worthington y Rosemeyer, 1976).

Recientemente (Williams et al., 1978) se ha demostrado
la validez del mecanismo de reaccidn propuesto por Massey y

Williams (1965).

Sentado esto, nosotros podemos explicar la inactiva-
cién de la glutamato sintasa de A. chroococeum, la proteccién

y reversién de la misma, en los siguientes términos:

Durante la reaccibén enzimidtica, los electrones del
NADPH (6 del ditionito, en su caso) son transferidos al grupo
flavinico (Fig. 8), que queda en forma semiquindénina (Rendina
y Orme-Johson, 1978) y de alguna forma los comparte con un
par de dtomos de azufre cercanos formdndose un birradical
(Williams, 1976) con S°, FADH' y S . Estos dtomos de azufre
estarian relacionados con la unién del a-KG, y en ausencia de
este compuesto, podrian dar lugar a la formacién de disulfu-
ros en las proximidades del sitio activo, bloqueédndolo. Esta
formacién de puentes disulfuro no tiene que requerir necesa-
riamente oxigeno, ya que puede ser catalizada directamente
por el Fe2+ (Williams, 1956; Jocelyn, 1972) de la siguiente

forma:

RS® + RS ——» RS-SR
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La glutamato sintasa de A. chroococcum a juzgar por
sus propiedades espectrales, tiene alguna forma de hierro
(ver III.E.7.) que probablemente sea de tipo Fe-S como ocurre
en la enzima de E. col?i (Miller y Stadtman, 1972) y K. aeroge
nes (Trotta et al., 1974) y que participa en la catdlisis

(Rendina y Orme-Johnson, 1978).

Parece ser que la inactivacidén en condiciones anaerd
bicas es mis profunda y el a-KG protege en menor grado (Ta -
bla XV). Es probable que en este caso tenga lugar una sobre-
rreduccién, pasando la flavina a su estado totalmente reduci
do (FADHZ) en que la enzima seria totalmente inactiva (como
ocurre con la glutation reductasa (Williams, 1976)). El mis-
mo fendmeno aplicado ademds al Fe-S, provocaria una forma -
cién mucho mayor de radicales RS°. En condiciones aerdbicas,
el O, podria actuar como captador de electrones del grupo
flavinicb y del Fe-S, dando H,0 y "protegiendo" frente a una
inactivacién mayor por sobrerreduccidén. De hecho, nosotros
hemos observado actividad oxidasa en la fraccién V (Tabla

I11) y Trotta etal. (1974) en la enzima pura.

La adicién de DTE provocaria la apertura de los puen
tes disulfuro en la enzima inactiva, restituyendo su capaci-

dad catalitica.

El g-cetoglutarato protegeria los grupos sulfhidri-
los (6 iones tiolato -S ) de su sitio de unién aunque no po-
dria evitar la sobrerreduccién que ocurre en condiciones

anaerdbicas (Tabla XV). El1 glutamato, que se forma en el
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mismo sitio activo, podria interaccionar también con estos

dtomos de azufre protegiéndolos.

Por Giltimo, el efecto de la concentracﬁén de enzima

(Fig. 10A) podria ser el reflejo de una mayor reactividad de
los grupos -SH tras la dilucidén de la enzima. Se sabe que los
grupos sulfhidrilospueden formar uniones hidrofébicas entre
si mediante fuerzas de Van der Waal y que estas uniones dismi
nuyen su reactividad (Jocelyn, 1972)l Se han obsetvado cam-
bios conformacionales en proteinas, relacionados con la reac-
tividad de sus grupos -SH (Cecil y Snow, 1962). La diluci6n

de la enzima debilitaria o anularia este tipo de uniones.

En cuanto al efecto del ién Cl , podria explicarse
asumiendo que se une cerca del sitio de unidén del NADPH en
la enzima oxidada (como ocurre en la glutation reductasa
(Moroff y Brandt, 1975) disminuyendo la afinidad de la enzi-
ma por el NADPH (y quizds también por el o-KG) de la misma
forma que ha sido descrito en la glutamato deshidrogenasa de

plantas (Pahlich et al., 1978).

La confirmacién definitiva y la elucidacibén completa
de este mecanismo propuesto aqui, requiere estudios m&s pro-
fundos sobre la unidén de los sustratos y sobre los cambios
conformacionales yvquimicos de los distintos grupos que com-
ponen la enzima, asi como la formacién de complejos durante
el ciclo catalitico, utilizando técnicas complejas como RMN,

EPR, difracci6én de la luz, etc.
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Azotobacter chroococcum no sintetiza la enzima glutamato
deshidrogenasa cualquiera que sea la fuente de nitrégeno

de que disponga.

La Ginica ruta metab6lica para la sintesis de glutamato en

este organismo es la que se conoce como GS/GOGAT.

Los niveles totales de glutamina sintetasa son mayores en
células cultivadas con amonio que cuando crecen con dini-

tr6geno o nitrato.

Los resultados presentados aqui, sugieren que la glutami-
na sintetasa de A. chroococcum es una enzima interconver-
tible entre dos formas: una desadenilada, activa y otra

adenilada, menos activa.

La glutamina sintetasa de células cultivadas en dinitré-
geno como finica fuente nitrogenada, estd completamente
desadenilada, mientras que la de células cultivadas en

amonio muy adenilada.

La glutamato sintasa y la glutamina sintetasa se hallan

asociadas, en cierto grado, con la membrana plasmitica.

Al pasar a través de una columna de gel de agarosa, la
glutamato sintasa pierde su actividad por disociacibn de
sus subunidades o por pérdida de algGin componente indis-

pensable para su funcién catalitica.
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La glutamato sintasa de A. chroococecum utiliza NADPH, pero
no NADH, como donador de electrones. El metil violdgeno re
ducido quimicamente con ditionito y el propio ditionito

pueden actuar también como donadores de electrones.

La aminacidén reductiva de a-cetoglutarato con amonio libre
no puede ser catalizada por la glutamato sintasa, pero si

la hidrdlisis de glutamina en ausencia de los otros sustra
tos; en esta segunda reaccidén interviene(n) algun(os) gru-

po(s) sulfhidrilo(s).

El espectro de absorcidén de la glutamato sintasa demuestra
que la enzima es una flavoproteina. La flavina constituyen

te interviene en la reaccién enzimitica.

La incubacidén con NADPH, en ausencia de o-cetoglutarato,
durante periodos cortos de tiempo, causa la inactivacidn
de la glutamato sintasa. El a-cetoglutarato y el glutama-
to protegen frente a esta inactivacién, pero la glutamina

no.

Esta inactivacidn también tiene lugar en condiciones anae-

rébicas y es reversible por ditioeritritol.

El ion cloruro inhibe a la glutamato sintasa y también 1la

protege de la inactivacidén por NADPH.
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