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PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LA GLUTAMATO SINTASA
DE Saccharomyces cerevisiae.

RESUMEN

Durante la asimilacién del amonio en bacterias, hongos;
algas y plantas superiores, intervienen las ‘enzimas Glutamato
deshidrogenasa (GDH), Glutamino Sintetasa. (GS) -y  Glutamato
Sintasa (GOGAT). El c:.clo GS-GOGAT sirve para as:.m:.lar el amonio
en forma de glutamina y glutémico.

En Saccharomyces cereVJ_slae, la vactividad .de GOGA’I“Ws‘e ;
detect6 y semipurificé por primera  vez por Roon’y: cols (1974)" g
Masters .y Meister (1982) purificaron a homogeneldad la en21ma,_a;
partir -de ‘levadura para panificacién, y obtuvieron un:dimeroc: de
265 kDa que comprende una subun:.dad de: 169 KDa :y- otra de 61 KDa :

El presente trabajo descr:.be la: pur:.flcac:.bn v caracter:.zac:.én'
de una enzima GOGAT de levadura.que no ha sido” reportadaen:'la
literatura. Esta enzima es un .trimero. formado por mondémeros ‘de
199 kDa, similares  en masa-molecular a -los’' descritos- en. otros.
organismos eucariontes. La. actividad especifica de la. enzima,
después de purificarla 357 veces, es de 14.3 pM/min/mg de’
proteina. Los valores de Km para glutamina, 2-oxoglutarato y NADH
son 294 pM, 104 uM y 3.8 pM respectlvamente El valor .de
actividad especifica de  la. enzima es éptimo en un - amplio
intervalo de pH-entre 6.6 y 7.2. El andlisis de la secuencia de
aminoacidos de-la regién amino terminal de la enzima mostrd que
existe una-‘altasimilitud con el amino terminal de enzimas GOGAT
de diferentes:especies; este resultado identifica a la proteina
purlflcada -“como~iuna enzima GOGAT. Los estudios de reaccién
—anticuerpos elaborados para las enzimas GOGAT de
col:., levadura y nédulos de alfalfa, mostraron que
diferentes epitopes antigénicos, a
3 similitud que existe entre su secuencia de
Por ultimo, el anélis:.s por :anunorrépllcas tipo

esultados de la purificacién de la enzima GOGAT a
partir -de’ la cepa’'CN36, permiten proponer la existencia de una
sola‘actividad ‘de”GOGAT de 199 kDa en §. cerevisiae. La secuencia
de la’ regién - amino terminal permitirad ‘la clonacién ‘del gen
estructural’ y la obtencién de cepas‘carentes de actividad de
GOGAT. 'De “esta manera se podrd determinar si existe una sola
actividad de GOGAT. y realizar estudios sobre el papel fisiolégico
de esta.enzima.
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RESUMEN

Durante la. asimilacién:.del™ambnic enbacterias;  hongos,

rlzacion -
eportada ‘en 1a
literatura. Esta enzima e onbmeros de.

199 kba, similares en mas escritos - en otros

organismos eucariontes..' ) cificq'.de la enzima,

después de purifiéaz‘j],a 14,3 pM/min/mg  de
proteina. Los valores fde_.‘ lutrr‘nig;a} 2-oxoglutarato y NADH
son 294 pM, 104‘;;\M y _esb:aétivamente. El valor de
actividad  especifica ‘de rfla_,"»'énz‘ima ‘es‘ 6ptimo en wun amplio
intervalo de pH entre 6.6 v 7;2; El andlisis de la secuencia de

aminodcidos de la regién amino terminal de la enzima mostré que



existe una alta similltud con el amino terminal de ‘enzimas GOGAT

de dlferentes _especi’ estbe resultado identifica a la proteina

,Los estudios -de reaccién

oS para las enzimas GOGAT de

nédulos de alfalfa, mostraron que

estas ;Aproteiha"s tes‘ ebito'pesl' antig ‘icos,- a

pesar ‘de eﬁist’e " entre “su secuencia de
aminoéci.do; el analisis por :.nmunorrépl:.cas tipo
western. pex:mit 6 ar»lal presencia de la enzima de 189 kDa
en la misma é usada por Masters y Me:.ster {1982).
Lds"reSultados de la purificacién de la enzima ‘GOGAT a
partir d' la- cepa .CN36, permiten proponer la existencia de una
. sola activ:.dad de GOGAT de 199 kDa en §. ceret{isiae. La secuencia
dg la reg_lén amino terminal permitird 1la clonacién del gen
4estrvuctura1 y la obtencién de cepas carentes de actividad de
‘GOGAT. : De esta manera se podrd determinar si existe una sola
" actividad de GOGAT y realizar estudios sobre el papel fisiolégico

de esta enzima.



I. INTRODUCCION
1. Generalidades

El nitr6geno que utiliza la célula para l;réintésis‘ de sus
compuestos nitrogenados se requiere en‘ férmé_ réduciaa. Los
organismos superiores son incapaces de reducir el Nz a ,NH4+. Esta
conversién se lleva a cabo por bacterias y algas verde-azules y
se denomina fijacién de nitrdgeno. Algunos de estos
microorganismos invaden las rafces de las plantas leguminosas y
forman nédulos donde ocurre la fijacién de nitrégeno. Asi se
obtiene el NH4+ que suplementa de nitré6geno tanto al

microorganismo como a la planta.

El siguiente paso en el metabolismo del nitrdgeno en
biomoléculas es la asimilacién de NHg* en los aminodcidos
glutamato y glutamina. Estos dos compuestos donan sus grupos
aminoe y amido para la sintesis de otros aminodcidos, purinas,
pirimidinas, aminocazicares y otras moléculas nitrogenadas. El
grupo a-amino de la mayoria de los aminodcidos proviene del grupo
a-amino del glutamatoe. La glutamina dona su nitrégeno de 1la

cadena lateral por transamidacién.

El glutamato se sintetiza a partir de NH4+ y 2-oxoglutarato

por la enzima Glutamato Deshidrogenasa (GDH). En la direccién



biosintética de la i;eaccibn, el NADPH es el reductor, mientras

que el NAD+ es .el',dxidante en la direccién catabélica: -

GDH biosintética
. (NADPH)

NHg* +:2-oxoglutarato L—glutamato-&- HzO )

la Glutamino Sinteta a (Gs) sobre 1 glutamatorﬁ Esta reaccién de

amidacibn se lleva ‘a cabo _con la hidrél:.sis de ATP y .es

irreversible .

GS
glutamato + NHgt + ATP ----- > glutamina + ADP + Pi + HY

Las enzimas GDH y GS estdn presentes en todos los
organismoes. En bacterias, algas, hongos y plantas superiores se
encuentra también la enzima Glutamato Sintasa (GOGAT) (glutamina
(amida) :2-oxoglutarato (NADP+) amidotransferasa oxidorreductasa)
que cataliza la aminacién reductiva del 2-oxoglutarato. E1
donador de nitrégeno en esta reaccibn es la glutamina, la que al
donar su grupo amido queda como glutamato, por lo que el
resultado final es la formacién de dos moléculas de glutamato.

GOGAT
2-oxoglutarato + glutamina + NADPH + H' ----> 2 glutamato + Napp‘t




La b:.osim:es:Ls de’ glutamato en bactetlas, avléas} '-'hongb's v

glutamina.  Por “esta ‘razén- a’‘esta-secuencia-d ‘reacciones ‘se le

' denomina ciclo GS-GOGAT.

2. Enzima Glutamatc Sintasa de bacterias.

La enzima GOGAT se encontré por . primera vez en 'Klébéiella

B 1970) - ‘Esta

aerogenes (Tempest y cols., 1970;: Meers 3

enzima se ha purificado a partirde: E. éoli MJ.ller Y. stadtman,
1372; Mantsdla y Zalkin, 9763, Mantsala y AZalkin, 1976b),
Klebsiella aerogenes (Trotta.y ccls., 1974, Geary y Meister,
1977, Bacillus megaterium (Hemmila v Méhts'alé, 1978);
Azospirrillum brasilense (Ratti y éols., 1985; Vanoni y cols.,
1990) Rhodospirillum rubrum (Yelton y Yoch, 1981; Carlberg vy
Nordlund, 1991), y Bacillus licheniformis (Schreier y Bernlohr,

1984), entre otras, encontrindose que todas ellas presentan

caracteristicas similares a la enzima GOGAT de E. coli.



. Eh baéteriaé,' cuando el nztrégeno es limitante, ia mayoria

del glutamato se: s:.m:et:.za por ~el ci 10 GS GOGAT La"s‘ufma_ de

estas reacc:.ones, segun Miller y St:adtman (1972), eS'

NHg*+ 2-oxoglutarato + NADPH'+ ATE --> L-glutamato + NADP'+ADP+Pi

Cuando se crece -a- Klebs;e" a. aerogenes bajo condiciones
limitadas de amoniovla re versible de GDH ‘se desplaza
. aja"avf_inidad que esta
.ysr-ky“ 3 mM) (Miller y
stadtman, 1972). La enz:.ma G alta afinidad para el
amonic (Km < 200 _uM) (Denton y Ginsbu g, 1970) y su reacciétn es
précticamente irreversible, por 1o r;ue el cicle GS-GOGAT se
encarga de ia asimilacién de amonic “en .estas condiciones, atn
cuando esta via es mads costosa al consﬁmir una molécula de ATP.
Por otro lado, cuande el amonio se encuentra en exceso, la

actividad de GDH aumenta considerablemente y la actividad de

GOGAT disminuye. (Meers y cols., 1970)

En Bacillus megaterium, que carece de actividad de GDH, el
ciclo GS-GOGAT parece ser la principal via (si no es que la
tnica) para la sintesis de glutamato. Tanto en K. aerogenes como
en B. megaterium, la enzima GOGAT se reprime cuando el glutamato

es la fuente de nitrégeno (Elmerich y Aubert, 1971). En los



organismos que ; fijan hitrbgeno, la asimilacion de an

nio - ocurre

por el ciclo GS-GOGM‘ (Nagatani v col

La eﬁzima GOGAT dea
azufre ‘oligomérica, cc;mp
subunidades con. un- mésar .
respectivamente. l:".l' prbtié;ne ubdﬁidéd chica
(@) y una grande {B); & y una de FMN*
ademas de ocho fierro Millef b4 Stadtman,
1972) . Cuatro pro€ y.ma, ‘estructura

de masa molecular:

izima nativa de las

".lo éue éorresponde
,200 kDa y BOO kDa respectivamente (ver

ima GOGAT de A. b:as:.lense presenta una masa

baj'o". ~las'f'd'i‘ferentes condiciones probadas, incluyendo variaciocnes
en la' »fuerza iénica (Schreier y Bernlohr, 1984). cCarlberg y
Norldun§ {1991) encontraron dos formas oligoméricas de la enzima
GOGAT de Rhodospirillum rubrum que dependen de la presencia de
iones Cl~ en el amortiguador. En 0.1M de KCl la proteina se
asocia como un octé&mero de 810 kDa, y en ausencia de KC1l como un
tetrédmero de 375 kDa. Estos resultados sugirieron que la forma
oligomérica de 800 kDa se debia principalmente a la presencia de

iones C17, y que la forma nativa de la GOGAT de Rsp. rubrum es el



protémero .o pos:.blemente :Lin

presencia -de iones- CL™

ob as que fljan nitrégeno,

Y en
purpux:as no-sulfurosas. La enzima GOGAT
sulfurosas p(xrpuras y verdes, asi como la enzima

.ydzum"pasteurianum, una bacteria anaerobia que

fija nitrégeno, \.itilizan al NADH como cofactor (Wang y Nicholas,
© 1885; Singhal y cols., 1989). La tabia 1 presenta una comparacién
de. los distin;os pardmetros cinéticos obtenidos para las enzimas

GOGAT de estos organismos.
¢



TABLA 1. Comparacibn delas propiedades de lag enzimas GOGAT
dependientes de’ NADPH Y de NADH de distintas bact rias

:TvMasa " subuni- forma .
- 'molecular dades olig6o=~:
(kDa) ' {kDa)  mérica -

Escherlchia B
cali 800 135 y 53

Rhodbspériilum
rubrum

Klebsiella
aerogenes ©

Azospirilldg
brasilense

Bacillus
licheniformis ©
Thiobacillys.
thioparus

Kms (uM)

2 . 3 . NADH 2-oxo gln
Derxia

gumosa 9 nd ° nd nd 7.2-8.2 3.6 24 270
Clostridium ‘ .

pasteurianum h 590 91, 86, 68 decémero 7.2 110 170 160
31 y 17.5

Miller y Stadtman, 1972
Carlberg y Norlund, 1991
Trotta y cols., 1974
Ratti y cols., 1985
Schreier y cols., 1984
Adachi y Suzuki, 1977
Wang y Nicholas, 1985
Singhal y cols., 1989

STQHOOOD

nd no determinado



La enzima' GOGAT catallza la siguiente reaccién que depende

de glutamina (reaccién A)

2 ~L‘—<‘31utgmat76+yNApP+,

sintes:.s de glutamato dependienteidevtamonio:

. NH4+ + g—pxogluta:at

'5in embargo;

En 1a enzima GOGAT “de- E. coli,

flavinas se requieren para la sintes:.s de glut:ém:.c v&epeﬁaiente

de glutamina (reaccién A) (M&ntséla y Zalkin,v 1976b) . Los
estudios bioquimicos que emplean a la clorocetona, un andlogo de
glutamina, demostraron que esta sustancia se une a un residuo de
cisteina de 1la subunidad grande, inhibiendo 1la actividad
dependiente de glutamina de esta enzima (reaccién A), mientras
que la actividad dependiente de amonio (reaccitn B) permanece

inalterada (Trotta y cols., 1974; Mantsi#ld y Zalkin, 1976b).

Por estudios de EPR y CD, se demostré la presencia de tres

centros fierro-azufre diferentes en Azospirillum brasilense



(Vanon:. ¥ cols., 1992)‘ 3

glutamina. Aunque ‘todavia- no: '8¢ sabe’ cu 1 flavina (FADY o FMNY)

se encuentra en cada s:.tioy éstas mostraron que no son

equivalentes desde el: punto de’ vlsta funcional, basédndose en su
diferente reactividad con sulfito (vanoni y cols., 1992), el cual
interacttia solamente con la flavina que estd en el sitio del

imino-glutarato fbrmando un:aducto N(S)'—sulfito.
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glutém:.co (reaccién E B) 3

presencia de los gx:upos fierro—azufre y flav:.nas, y la unién de

la glutamina a la subunidad grande en GOGAT.

Gosset y cols. (1989) buscaron similitudes entre las
secuencias de la enzima GOGAT de &, coli y enzimas
amidotransferasas dependientes de glutamina, Yy con enzimas que
unen dinucleétidos. Estos autores encontraroh regiones
conservadas con gran similitud entre la secuencia amino terminal
de la subunidad grande de E. c¢oli y la enzima glutamina
fosforribosilamina : pirofosfato fosforribosiltransferasa de E£.
coli y de Bacillus subtilis. En esta Gltima enzima, la regién N-—
terminal ha mostrado ser parte del sitioc de unién a glutamina a
través de un residuc esencial de cisteina (dominio glutamina
amidotransferasa de enzimas amidotransferasas del tipo purF), lo
que suglere un papel similar para la regién correspondiente en la
subunidad grande de la GOGAT de E. coli. BEste residuo de
cisteina, en la enzima GOGAT de E. coli estd involucrado en la
liberacié6n del grupc amido de la glutamina {(Gosset y cols., 1989;
Mei y 2Zalkin, 1989; Mei y 2zalkin, 1990). Esta conclusién puede

ser extendida a la enzima GOGAT de Azospirillum y Fd-GOGAT de
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similit:ud que presentan con la reglén

maiz, baséh_dose ven"la'; alta
e/la subunid 'grande de E.}col;, 'y 'en ‘la presencia

qisteina en -la posicién uno (Mel y

zalkin, ; el y" zalkin, 1590; Vanoni y cols., 1990; Pelanda y

» colg. 1993). Despﬁés de la sintesis de la subunidad grande de la
-ehzima- GOGAT de E. coli, ocurre una protebélisis del amino
témipél, y el residuo de cisteina queda en la posicién uno de la
cadena polipeptidica (Gosset y cols., 1989). Este evento ocurre
también en las enzimas GOGAT de plantas (Sakakibara y cols.,

1991; Gregerson y cols. 1993)

Existe en la subunidad grande de la GOGAT de E. coli otro
sitic de unién a glutamina gue presenta también un residuo
conservado de cisteina y es similar al dominio de glutamina
amidotransferasa de enzimas aminotransferasas tipo trpG (Gosset y
cols., 1989; Mel y Zalkin, 1989; Mei y Zalkin, 1990). Este
segundo sitio no se eﬁcuentra en la GOGAT de A. brasilense ni en
la Fd-GOGAT de maiz (Pelanda y cols., 1993). Gosset y cols.
(1989) han sugerido que este siio podria estar involucrado en la

modulacién alostérica por glutamina.

Gosset y cols. (1989) iden{:ificaron dos posibles sitios de
unién a dinucleétidos: en la subunidad chica de la enzima GOGAT de
E. coli, por la presencia de una secuencla altamente similar al
- sitio de wunién a dinucle6tides de varias enzimas, y por
'predicciones de estructura secundaria (presencia del componente

a-f~a del dominio de unién a dinuclebtidos). Uno de estos
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segmentos muescra mayor similit:ud ‘con: los ldominios de unicn a

dinuclebt dos, : : S al
NADPH. Reynd:l.na ¥y Orme*Johnson- ~in
vifro . de - 2-

: : Km

bé‘fa"ei ‘.-oxoglu arato’'y podria involucrar la unién del NADPY a

'un sitio diferente al sitio da unién al NADPH. Entonces, el sitio

de unibn: dinucleétidos que se encuentra menos conservado en la
subunidad: pequeﬁa de’ GOGAT podria jugar un papel importante en la

modulacién de la aétﬁ.vidad de la enzima (Pelanda y cols., 1993).

Basados ‘en la 1ocalizacién de las regiones de unién a los

cofactores y a- 1os sustratos (Fig. 1), y al requerimiento de la

distribucibn de electrones entre los grupos en ambas subunidades
durante la. catélisi i .y 'cols., 1892), se puede proponer

que el s:I.t.t ‘la: enzima se encuentra en la interfase

entre las subunidades oy B (Pelanda y cols., 1993) .
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Subunidad o

3Fe-45 Fap*

* * \
W77 B B & /B

Subunidad 3

ésitio regulador?

elanda b4 cols., 1993} .

urf de ‘enzimas glutamina

{regi6n de unién a FMN*

grupo [S?e’—‘A‘S]'l-F“O"( e )2 1114)" FADY, regiones de unién

é Fapt. (residuos~128 > 396) Los asteriscos sefialan
regiones conservadas cuya funcibn ‘no se ha identificado (residuos
47!_2) 530, 695-750, y . 880- ]‘.0‘00_).- Subunidad B: 4Fe-4S, regiones
ricas en cisteinas pai:a lélllm‘i:bn‘de los dos grupes [4Fe-4S5]12+,1+
{residuos 47-59 y 94—.]:708); ,‘NADPH, regién ‘de unién a NADPH
(residuos 289-339); sitio régulador, posible sitic de unién para

un modulador alostéricd (se'propone al NADP"') (residuos 149-177).
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Singhal y cols. (1989), zeportaron la pur:.fxcac:.én de la
ISt m, una bacter:.a anaerébica
_rdiferencia de las
: %‘n ) ‘sﬁbunidades distintas de
91, 86 58, 31 Y 17 5 kDa Yo una masa molecular en su estado
nat:.vo de 550 kDa. La suma de "las masas moleculares propone la

' e_xistencia de un decédmero formado por dimeros de cada subunidad.

3. Enzima Glutamato Sintasa de cianobacterias

La enzima GOGAT dependiente de ferredoxina (Fd-GOGAT) se
describié iniclalmente en Nostoc y Anabaena, y posteriormente en
Anabaena cylindrica y en heterocistos de Anabaena sp. BCC7122, A.

variabilis y N. muscorum (Marqués y cols., 1992).

La enzima Fd-GOGAT de Synechococcus sp. PCC 6301 ha sido
recientemente caracterizada (Marqués y cols., 1992). Esta enzima
es un monémero de 156 kDa, y presenta una molécula de FMN* pero
no de FAD'. Los valores de Xm se presentan en la Tabla 2
comparados con los valores para las enzimas Fd-GOGAT de plantas.
Esta proteina es la primera Fd-GOGAT que se ha purificado de un
organismo procarionte, por lo que se ha sugerido que la enzima
Fd-GOGAT de cianobacterias podria ser el antecesor de la enzima

Fd-~GOGAT de plantas.
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4. Enzima Glutamato Sintasa de plantas

El ciclo GS-GOGAT constituye la principal:via de-asimilacion’

de amonio en las plantas (Robertson y cols., -‘1:9_75; Miflia‘)} Léa»;
1977). Se han purificado dos proteina 0 ad” de’ cosm,

que se distinguen en eJ. cofactor cinética, masa

fas"a molecular entre 130 y
alizadas | predominantemente en
si.mi]_.atrv. el amonio producto de la

¢ e;'ia luz y el que proviene de

.la fotor:espiracicn - (Suzuki y";Gada'i,- 1984; Kendall y cols.,

‘1986). Las’ enzimas Fd-GOGAT se buz."ificaron a homogeneidad de
hojas verdes de'espinaca kSuiuki y cols,., 1982}, tomate (Avila y
cols., 1987), maiz (Sakakikara .y cols., '1951) y del alga verde
Chlamydomonas reinhardtii (Galvén y cols., 1984). Las enzimas Fd-
GOGAT contienen FADY, rFMn* ¥ un centroc Fe-5, que ha .sido
caracterizadec en la Fd-GOGAT de espinaca como un [3Fe-45) (Knaff
¥y cols., 1991). El1 cDNA que codifica para la enzima Fd-GOGAT de
maiz se clonbé y secuencié, con lo que se obtuvo la estructura
‘primaria de 1la proteina‘. Esta enzima presenta un altoc grado de
similitud con 1a subunidad grande de la NADPH-GOGAT de E. coli

(Sakakibara y cols., 1991; Gregerson y cols., 1993) (Ver Fig. 2).
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opledades de las enzimas_ GOGAT E

Synechococcus R
sp 'PCC6301.% . ;155

ch.la.mydomonag
reinhardtii ~ 1460 : 751000 -
Zea mays © 160"{ LA eaet 1.7 U240 1200
Spinacea AR : . 3 R B
oleracea @ 170 1 17.5-8i5 - 1 90 560
Lycopersicon : - o B .. i '
esculentum © 141 - [ Xl U Tl8s 0.2 200 550
Oryza L Lo R e e e
sativa £ 224 2 LT3 5.5 330 270-570
; Marques . y col.,: 1992 N

Hirasawa y cols;, 1991 e
g Stookey, 1970 = S

Hirasawa y Tamura, 1984; Knaff y cols., 1991
‘z Avila y cols., 1987

Suzuki y Gadal, 1982

La enzima GOGAT dependiente de NADH es una flavoproteina que
se localiza en tejidos no-verdes. Esta enzima se ha reportado en
rajices (Suzuki y Gadal, 1984; Kendall y c¢ols., 1986), brotes
(Matho y cols., 1980; Tamura y cols., 1980; Suzuki y cols.,
1982), nédulos (Boland, 1978; Groat y Vance, 1981; Chen y

Cullimore, 1988; Anderson y cols., 1989), y en células en cultivo
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La enzima de raiz y nédulo es altamente

(Hayakawa y cols.: 1992j

cols. =

pada una con una

masa molecular de 200 kDa (Chen Y.

 19§8) . La actividad
‘de’la enzima NADH-GOGAT aum ta uqantawei ‘desarrollo de los

nOdul_os y t:iene como funcién’asimilar el-amonio pyroveniente de la

fijaci‘én'bacteriana, por ‘10 que -se; ~ha identificado como una

nodulina (Gregerson y cols., 1993). )

La énzima NADH-—GOGAT 'd;e" aifalfa se procesa proteoliticamente

a su forma madura.‘ El al_iineamiento de las secuenclas de las
enzimas NADH-GOGAT de alfalfa,‘ Fd~-GOGAT de mafz y NADPH-GOGAT de
E. coli (Fig. 2) revela\que la proteina de alfalfa, a diferencia
de la de maiz, contlene secuencias que corresponden a la
subunidad o y a la subunidad 8 de la enzima NADPH-GOGAT de
procariontes, La enzima NADH-GOGAT de alfalfa presenta una
secuencia hidrofilica de aproximadamente 60 aminocdcidos, y
contiene un gran nimero de aminodcidos cargados. Esta secuencia
parece unir a la regién que corresponde al carboxilo terminal de
la subunidad @ y a la regién que corresponde al amino terminal de

la subunidad 8. Las secuencias de aminodcidos de la subunidad o
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de  E. COJ..‘L y E‘d-GOGA’r de maiz son similares a-la- GOGM: de

La subunidad B es

alfalfa en, un 46 wy n A8% respgctivamgnte.
- {na’t 1 ‘Las enzimas GOGAT

wid.ad»-'cx'”de E. coli,  se

similar a la subunidad o de
_io: de unién a FMN' y tres
uni n_’:' al grupo [3Fe-45). En la
sub x_ii‘déd B de la GOGAT de E. cold

regién ique’

(G 'e'gerson y cols., 1993)

vpropieciades de las enzimas GOGAT
partir de distintas plantas.

Tabla- 3.‘; COmpar 16
dependie e

] Kms (pM)

Fuente pH

A NADH 2-0%0 gln
Medicago A :
sativa 2 . 2000 1 7.5-8.0 4.2 33 466
Phaseolus, - .
vulgaris b 1 200 1

11 200 1

Oryza
sativa © 196 1
; Anderson y cols., 1989
e Chen y Cullimore, 1988

Hayakawa y cols., 1992
nd no determinado
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NADB=-GOGAT de Alfalfa

Y7727/ 7 77 77T 7 7 T 7 7 A 777 L === =]
1 102 o 1838 1695 2194

Fd—~GOGAT de Maiz
W 98 : 1616
NADPH-GOGAT de E. coli

'lllllllllllllllllllllllll

Fig. 2. Comparaclén esquemitica de proteinas GOGAT de
distintos organismos. La numeracién de los aminoAcidos comienza
con la metionina que da inicio a cada polipéptido. Las regiones
que estian sombreadas de la misma manera indican regiones con
similitud de secuencia., Las cajas al inicio .de la protefna
indican las presecuencias de los precursores enzimaticos. La
porcién oscura de la proteina de alfalfa sefiala la secuencia de
aminodcidos que une las regiones que son similares a las
subunjdades o y B de la enzima GOGAT de E. coli. Obtenido de

Gregerson y cols., 1993,
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5. Enzima Glutamato Sintasa de hongos

La importancia relativa de la via GDH o de ia via GS-GOGAT
en la asimilacién de amonioc en hongos no estid bien establecida.
Por un lado, se ha encontradeo que la via GS-GOGAT se utiliza en
los hongos Aspergillus nidulans (Kusnan 'y cols., 1987},
Neurospora crassa (Hummelt y Mora, 1980; Lomnitz y cols., 1987) y
Schizosaccharomyces pombe (Barel y MacDonald, 1993) cuando el
amonio se encuentra en concentraciones limitantes. Los trabajos
de Holmes y cols. (1989) también han demostrado que el ciclo GS-
GOGAT es la principal via de asimilacién de amonio en varias
especies patogénicas de Candida spp (C. tropiecalis, C.
pseudotropicalis y C. parapsilosis). Sin embargo, este cicle se
ha considerado pocec importante para la asimilacién de amonio en
la levadura Saccharomyces cerevisiae (Bogonez y cols., 1985),
Candida utilis (Zwart y Harder, 1983) y Candida boidinii (Green y
Large, 1984), donde la principal via de asimilacién tanto en
exceso como en limitacién de amonio es la enzima GDH-NADP*. La
dificultad para obtener mutantes en la actividad de GOGAT en S.
cerevisiae no ha permitide conocer el papel fisioclégico y la

requlacién de GOGAT en esta levadura.

En Saccharomyces cerevisiae, la actividad de GOGAT se detectd
y semipurificé por primera vez por Roon y cols. (1974). Masters y
Meister (1982) purificaron a homogeneidad la enzima, reportando

que es un dimero de 265 kDa que comprende una subunidad grande de
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169 Kba 'y una: s_ixﬁlir‘\idad;:chnicafde 61 KDa. A diferencia de.la
enz‘ima‘ GOGAT de ,s."‘_-‘éekev}i‘siae,’ 14 enzima GOGAT de Neurospora
crassa es un monémere ‘de '200.kDa (Hummelt y Mora, 1980). La tabla

3 ‘muestra algﬁr':a's" caracteristicas de estas enzimas.

Tabla 3. Comparacién de las propiedades de.las enzimas GOGAT
dependientes de NADH purificadas a partir de distintos hongos.

- Masa subuni- . v Kms (pM)
Fuente molecular dades PH' . .

(kDa) : o NADH 2-0X0 gln
Saccharomyces .
cerevisiae @ nd nd 7.1-7.7 2.6 140 1000
S. cerevisiae ® 265 169 y 61 7.0-7.5 7 40 280
Neurospora
crassa © 200 1 nd nd nd nd

- & Roon y cols., 1974 (datos obtenidos de una semipurificacién)
Masters y Meister, 1982 (datos obtenidos de una preparacién
homogénea)

€ Hummelt y Mora, 1980
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6. Antecedentes

(guél,

le"mutacién -

& ].:a' cepa  (CN33)  se

touiente. resultados: la cepa CN36

: GOGAT'A {pH 6.5) y GOGAT B (pH 7.0)
cepa CN39 presenté las dos
mutacmnes qu bajOS niveles de actlvidad de GOGAT

independientemente del valor de pH empleado (Fig 3B).

Los extractos obtenidos a partir de la cepa silvestre S288C
(GOGATYGDH*) (Fig. 3A) muestran solamente la actividad de GOGAT
B. La cepa silvestre acumula glutamato en mayor cantidad que las
cepas mutantes gdh” por leo que, esta mayor concentracién podria
estar modulando negativamente la expresién de la actividad de
GOGAT A en la cepa silvestre. Un dato que apoya esta hipottesis es

que la adicién de glutdmico a un cultivo de la cepa CN36, crecido
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en medio minimo; ida como res"ulta‘dg':' una . disminucién en la

1989y,

actividad de GO'GAT_ A (Fig 3¢). (Folch'y cols.,

_Spu:nll: Activity

80 X . -] 78 & (1] 70 7% & (X3 0 8

Fig. 3. Actividad de Ja enzima GOGAT de levadura a
diferentes valores de pH. Las células se incubaron en medio M4
con 40 mM (NH4) 2504, lisina al 0.01% e histidina al 0.01% (como
requerimientos auxotréficos) durante 12 horas. A. Cepa S288C (e),
y CN36 (O). B. Cepas CN37 (@), CN38 (0), y CN39 (A). C. La cepa

CN36 se crecié con (O} o sin (@) glutamato. Obtenido de Folch y
cols., 1989).

Tomando en cuenta que se requieren dos mutaciones para
obtener cepas de S. cerevisiae carentes de actividad de GOGAT, y
la presencia :d'e dos p‘icoé de actividad de GOGAT en funcién del

pPH, - se pensé en. la -existencia de dos enzimas diferentes con
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actividad de GOGAT en S. cerevisiae. Es posible que en 1la
levadura para panificacién usada por Masters y Meister (1982), la
sintesis de GOGAT A (pH 6.5) éstuviera reprimida por la alta poza
de glutamato acumulada como resultado de 1la activida_d de GDH
dependiente de NADP+, por esta razén se ha sugerido purificar la

actividad de GOGAT A a partir de una cepa gdh™,
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1I. OBJETIVOS

De acuerdo a lo vanteriormente expuesto, los objetivos

planteados en el presehf.e trébajoson:

1. Determinar si .. cerevisiae presenta dos proteinas con
actividad de GOGAT, mediante la purificacién de la enzima GOGAT a

partir de una cepa gah™T (CN36).

2. Caracterizacién bioquimica de la enzima GOGAT de levadura de

la cepa CN36.

3. Secuenciacién del amino terminal de la enzima purificada y
comparacién de esta secuencia con las reportadas para enzimas

GOGAT de otros organismos.

4. Obtencién de anticuerpos contra la enzima GOGAT de levadura y
estudios de reaccidn cruzada con la enzima GOGAT de.levadura para

panificacién y la enzima GOGAT de otros organismos.
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III. MATERIALES ¥ METODOS

Condiciones de crecimiento
La cepa CN36 de §. cerevisiae (l’:‘oich v cols., 1989)° se

crecié en un fermentador . con capacidad de /18 “litros. - Se

inocularon 10 litros de medio mi'imo i que contiene “sales,
elementos traza vy vitami;.ﬁa*' ! la’ ‘de’ la base
nitrogenada = para levadu : ‘ Dlliffcob,‘ . ‘Detroit,
Michigan), asi »clom‘b'r glucos : : L ‘
adicioné hlstidina y e peso/vcl) como
requerimientos auxotrbflcos. v F,"f‘.bincmwados en

agitacién (300 -rpm) a 30 C, y aereados con : it‘fds de oxigeno

por minuto. Las células se colectaron a una- densidad 6ptica de

2,0 a 600 nm y se almacenaron a -70 c.

La cepa de E. coli MX6l4 se crecié en medio minimo a 37°C y
250 rpm, en matraces de 3 litros de capacidad. Las células se
colectaron en la fase exponencial tardia del crecimiento y se

almacenaron a ~70°C.

Purificacién de la enzima GOGAT de S. cerevisiae.

La GOGAT de S. cerevisiae se purificé por medic del
siguiente procedimiento; todos los pasos se llevaron a cabo a
4°C. En el apéndice se resumen las caracteristicas de las

columnas de cromatografia.
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Pasov‘,l-.-'ext:racrto crudo. Las células se descongelaron y

Precipitacmn con . sulfato de amonio. :La

precipit:acibn con sulfato de amonio se llevé a’ cabo como lo

describen: Sakamoto yb cols. (1975) Las proteinas que precipitan
entre 30—53% :,qe sqlfato de - amonio se resuspendiefon en un
a_nmortyiguad_ofr' ‘.ée':‘fosfato de potasio (pH 7.5), EDTA 1 mM, 2-
oxoglutarat:o' 2 II"IM, DTT 1 mM, y PMSF 1 mM (amortiguador A) a una
concentréciéh de 60 mg/ml. La mezcla se dializ6 contra 8 litros

de amortiguador A sin 2-oxoglutarato ni DTT (amortiguador B).

Paso 3: Cromatografia con DEAE-BioGel A. La fraccién
dializada se cargé a una columna de DEAE-BioGel A (23 x 2.8 cm)
equilibrada con amortiguador A. Después de la aplicacién de 1la
muestra, la columna se lavé con 4 wvolumenes de columna de
amortiguador A. Inmediatamente después la enzima GOGAT se eluyé
con un gradiente de KCl1 (0~0.5 M) (10 volumenes de columna). Las
fracciones con actividad de GOGAT se juntaron y se dializaron

contra amortiguador B.
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Paso 4-

Cromatografia con; :

ﬁn gad.’gente ol nea‘va‘ de etiienglicol (0 a 40%) en el mismo

Cromatografia con DEAE Sefarosa. Las fracciones que

y ‘colocaron en una columna de
: »previamente equilibrada con
amortiguaﬁd"o‘r‘ a ‘muestra se llevé a cabo como se
describe ‘e:n‘ ‘elipase 3 ch.ortxés con actividad de GOGAT se

juntaron vy se:dializarcn;contra amortiguador B.

Pa‘sc‘i ‘S‘F::'.‘Cromgtografi'a de afinidad. Una columna de Sefarosa
azul (13 X 1.2 cm) se equilibré con fosfato de potasio 0.1 M (pH
7.5), ‘EDTA 1 mM, Z2-oxoglutarato 0.2 mM, glicerol 5%, DTT 1 mM,
PMSF 1 mM y TLCK 50 pl/ml (amortiguador C). Después de aplicar la
muestra que se obtuvo del pase 5, la ceolumna se lavé con 20
voltmenes de columna de amortiguador C. La actividad de GOGAT se
eluyé con amortiguador C conteniendo 0.1 mM de NADH. La fraccién

con mayor actividad de GOGAT se dializ6 contra amortiguador B, se
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concentré por ultrafiltracién con un filtro "Amicon xM 30. y se

guardé a =70°C.

Purificacién de la enzima GOGAT de E.

La NADPH-GOGAT de 5. cal'i" ico p;a"a '6btenerv

Para purificar la enzima’ se empleé

todo de Sakamoto y cols.

(1975) con algunas mod:.ficac ones; odos:los pases se llevaren a

’L;s células de E. coli se
en fosfato de potasio 10 mM
i . tostanol 10 mM, PMSF 1mM y TLCK S0
ul/ml, y se.rompier on::un vs‘onica,d‘t‘:.x': Branson a 5 watts por dos
periodos de 3 minjcada ‘un oS ic;ese"chos celulares se removieron

por centrifugacié_‘a 35000 ~»du:a;1té 30 min.-

Paso - 2: Precipitacién con- sulfato de estréptomicina. Este
paso se llevé a cabo .como lo describen Sakamoto y cols. (13975).
El sobrénadante se dializé toda la noche contra 9 litros de

fosfato de potasioc 10 mM (pH 7.2), EDTA 1mM y DTT 1 mM.

Paso 3: Precipitacién con sulfato de amonio 32.5-53%. La
precipitacién con sulfato de amonio se llevé a cabo como lo

describen Sakamoto y cols. (1975). Las proteinas que precipitan
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entre 32. 5 y 53% se d:.solv:.eron en fosfato de potasio 20 mM (pH

7.2),-
(amortiguador D a

‘toda:la’ nogljx

DTT . (’an’xi)rji:iguador E)

Con DEAE-BioGel A. La fraccién

de DEAE-BioGel A (23 x 2.8 cm)-

exi ‘amox:tiguador D. Las fracciones

Cromatografia con DEAE-Sefarosa. El dializado del.

paso anter:.or se pasb por una columna de DEAE- Sefarosa (23 = 1.7

cm) equilibrada con amortiguador D. Las proteinas se eluyeron
como en el-paso 4 y se dializaron toda la noche en amortiguador
o R

Paso 6: Cromatografia de afinidad. Una columna de agarosa
roja (13 x 1.2 cm) se equilibré con amortiguador D. Después de
poner la muestra, la columna se lavé exhaustivamente con 20
volimenes de amortiguador D. La actividad de GOGAT se eluyé con
amortiguador D que contenia NADPH 0.1 mM. Las fracciones con
actividad se juntaron y se dializaron contra fosfato de potasio
20 mM (pH 7.2), EDTA 1mM y 2-oxoglutarato 2 mM. E1l dializado se

concentré con una membrana Amicon YM 30 y se guardé a -70°C.
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Determinacién de proteina :
La cantidad de proteina se midié por el.método.de-Lowry y

cols., (1951), Se us6 albumina d‘ej;sue;o} bovin'o:"para‘ ‘obtener la

curva patrén,

Ensayos de actividad

La actividad de GOGAT de levadu determiné;por el mét odo

, glutamina

iota, 1980).

Todos. los ens‘ayos:_'se"iley
La actividad de’ 1a enzima GOGAT de . E. ‘coll’ se .determiné por
el método de Meers y cols; (1970), jfsé inciuyeron controles en

presencia de azaserina.

Electroforesis en geles de poliacrilamida

La electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) se llevé
a cabo como lo dest#‘iben Schédgger y cols. (1986), usando peines
de 1.2 mm de grosor; los geles se fijaron y se tifieron con azul

de Coomasie.

Determinacién de la masa molecular.
La masa molecular de las proteinas nativas se determiné por
medio de una columna de filtracién en gel Sefacril $-300 (2.6 x

90 cm) equilibrada con fosfato de potasio S50 mM (pH 7.5), NaCl
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‘determiné’ . graf‘icando“rlfei

marcadores 6ontf‘a~Vé‘/Y0’. g
La masa molecular apa"re:.;xt' _a‘« iés "subunidades se determiné
por SDS~PAGE (Schigger y 'c:éi_s‘;';“‘l’ses‘;_‘uSando marcadores de masa
molecular de Sigma chemicaﬁ Cc.'__ (miosina, 205 kba; b-
galactosidasa, 116 kDa; fosforilasa B, 97.4 kDa; albumina bovina,
66 kDa; albumina de huevo, .45 };Da; y anhidrasa carbénica, 29

kDa) .

Cinética enzimatica

Los estudiocs cinéticos de la enzima. GOGAT de S. cerevisiae
se realizaron con la proteina obtenida después de 1la
cromatografia de afinidad (paso 6). Esta enzima se habia
almacenade a -70°C en amortiguador B. Los valores de Km se
obtuvieron midiendo la actividad de GOGAT a diferentes
concentraciones de glutamina, 2-oxoglutarato <] NADH Yy
concentraciones saturantes de los otros substratos. E1  2-
oxoglutarato y la glutamina se usaron en concentraciones de 0 a

0.5 mM vy 0 a 5 mM respectivamente. La Km para el NADH se
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determina usando reacciones de curso temporal

a concentraciones

concentracién de 2-oxoglutarato (0.1 (‘mM) .

Produccién de anticuexpos.

Los anticuerpos contra las subum.dades d :

de S. cerevisiae y de E. coli se cbtuvieron en conejos y se

de acuerdo al método descrlto por Gonzélez—Halphenvy cols‘

(1991} .

Procedimiento para inmunoxréplicas tipo Western
Después de transferir las proteinas de geles de SDS-PAGE a
membranas de nitrocelulosa, se llevé a cabo el andlisis con

anticuerpos como lo describen Gonz&lez-Halphen y cols. (1988).
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Analisis de la secuencia del amino teminal e

la proteina pura se corrié en geles segun Schégger y cols )

(1986) y se transfirib a una membrana ProBlott a 250 mA por 18"

horas {4° C) en presencia de amortiguador CAPS 10 mM (pH 11 0) y.

-metanol al: 10% sigu:.endo el proced:.miem:o de Matsuda:.ra (1987)

Las membx:anas se” cineron, destiﬁeron y se. secaron al, ire como lo

describe 'ei‘.x_nism‘o autor. El anélisis de la secuencia del ‘am:

terminal, sé 11ev6 a‘ cabo en’un Microsecuenc:.ador Modelo 470 con

anélisis en linea }?TH (Appl:.ed B:.osystens,,Inc ) ‘en el Foundatwni, o

Biotechnology Information‘usando”el "servici BLAST network
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IV, RESULTADOS

Purificacién de la enzima GOGM.‘ d .S., ce'

monogénica. i (gdh_ : qu

extractos

amonio (p‘asolrz_) se dializa exhaustivamente antes de aplicarla en

la columna de DEAE-B:._OG,elV

El andlisis por SDS~PAGE de las fracciones obtenidas en cada

paso del protocolo de p\ir::i.ficacién se muestran en la Fig. 4. La
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preparacién final muestra a. la proteina pura con una sola’ banda

de 199 kDa.

‘,T:ABLA Lo B

Purificacién de la enzlma NADH-GOGAT de Saccharomyces o
. ce:eviszaea :

fenil Sefarosa
DEAE-Sefarosa

Sefarosa azul 0507 i
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Fig. ‘4. 6% SDS-PAGE de las principales fracciones obtenidas
durante la purificacién de la GOGAT de §. cerevisiae. Carril 1,
extracto ~crudo (30 ug); carril 2, precipitado obtenido con
sulfato de -amonic (30-53%) (30 ng); carril 3, £fraccién de DEAE-
BioGelA (30 ug); carril 4, fraccién de Fenil Sefarosa (15 ug);
carril 5, fracciétn de DEAE-Sefarose (4 pg); carril 6, fraccién de
Sefarosa Azul (2.5 npg):; carril 7, marcadores de masa molecular
(miosina, 200 kDa; B-galactosidasa, 116 kDa; fosforilasa b, 97
kDa; albumina de suerc bovino, 66 kDa; ovoalbumina, 45 kDa; angd
anhidrasa carbonica, 29 kDa). Las proteinas se tifieron con azul
de Coomasie. -
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Purificacion de la enzima GOGAT de E. coli

Con el procedimiento usado para purificar:la GOGAT de E.

coli cepa MX614 se incrementéd en:'

especifica (60.9 pmolas/min.mg)‘

paso de la purif;cacibn. La proteina purazest

_purificacién de: 1a

t:.vidad Rend:.- Factor de
pecifica miento Puriflcacibn

Paso' de -

purif;cacién P

).un_dl/min'.‘mg" % 'i'ncreme.ntq'

Extracto,crudp : 0""._38“ 100 F1.00

-Sulfato de’ 05540 107 Lt 1l
estreptomic;na : o o g
(NE, 5 2504732 .5-53% 68733
DEAE Bio-Gel A 26 B.g
DEAE-Sefarosa’ Ll1a T a6
Agarosa rojév" 2 160.2

4 Basado en-45 g:de’células  (peso fresco). Los datos son
representativos de tres-purificaciones separadas.

b gy incremento en la actividad especifica.
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- kDa
<+— 205

- v umy W «+—— 150
- -“— |16

. | 974

[ -+ 66

- <+—— 50
| e—45
&, |<—29

Fig. 5. Anédlisis en 6% SDS-PAGE durante la purificacién de la
NADPH-GOGAT de E. coli. Carril 1, extracto crudo (30 ug); carril
2, precipitaci6n con sulfato de estreptomicina (30pg); carril 3,
fraccién 32.5-53% de sulfato de amonio (30 ng); carril 4, DEAE-
BioGelA (30 wug); carril 5, DEAE-Sefarose (30 pg); carril 6,
BAgarose roja (5 ug); carril 7, marcadores de masa molecular
(igual que en Fig. 1). Las proteinas se visualizaron con azul de
Coomasie.
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Masa molecular de la enzima GOGAT de S. cerevisiae-

La masa molecular de la subunidad de la: GO

cerevisiae, calculado por st—PAGE fue de 199"kDa (Ei

valor es similar al.de 'la enzima NADH-GOG T

de nédulos de raiz‘de alfalfa’ (Anderson
{(Benny .y Boland

‘cultivos: ¢
“nativa

GB) " éste

imexfo; por el

cuatro’ dimeros
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Fig. 6. Masa molecular de las subunidades y de la forma nativa
de las enzimas GOGAT de S. cereviseae y E. coli. A, Se determiné
una masa molecular de 199 + 2.3 kDa-para la subunidad de Ja GOGAT
de S. cerevisiae por un anélisis de regresiétn lineal (R=0.995)
usando como estandares: miosina 200 kDa; B-galactosidasa, 116
kba; fosforilasa b, 97 kDa; albumina de suero bovino, 66 kDa;
ovoalpumina, 45 kDa; y anhidrasa carbénica, 29 kDa. B, Se
determiné una masa molecular nativa de 609.5 kDa para la GOGAT de
S. cerevisiae y de 860.2 kDa para la GOGAT de £E. coli por
andlisis de regresién lineal (R“=0.989) de los perfiles de
elucitn de 1los estandares de proteinas de una columna de
filtracién en gel Sefacril S$-300 gel (estandares: tiroglobulina,
669 kDa; apoferritina, 443 xDa; f-amilasa , 200 kDa; alcohol
deshidrogenasa, 150 kDa; albumina bovina, €6 kbDa; anhidrasa
carbbénica, 29 kDa).
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Ragién amino terxminal de la enzima GOGAT de §. cerevisiae

Las preparaciones de GOGAT recuperadas de la columna de

afinidad exhibieron una sola banda de 199 kba. Esta_banda

kDa se transfirié a una membrana ProBlott: y -se

secuencia del ‘extremo amino terminal. E1 prlmer residuo no dié

existencia de una. 'cisteina. La Tabla III muest;ra los_ pr:.me}x_'osrz

sihilitﬁd

e

la enzima Go T dependxente de ferredoxina de maiz.
TABLE III

Alineamiento de las secuencias de la regién amino terminal de
la enzima NADH-GOGAT de S. cerevisiae con la regién amino
terminal de diferentes protefnas GOGAT.2

Identidad® * Referencias
sy o

5. cerevisiae este trabajo
Zea mays S100 ¢
Antithamnion sp. l85‘ d
Medicago sativa 100 e
Azospirillum 83 £
bras;lense
E. coli 50 g
g Se refiere a l1a regién amino terminal de las proteinas maduras.
No incluye al aminc&cido de la posicién uno.
g Sakakibara et al., 1991.
Valentin y cols., 1993,
‘z_ Gregerson et al., 1993.
Vanoni et al., 1990.
9 oOliver et al., 1987.
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Cinética de la enzima GOGAT de $. cerevisiae

Las curvas de actividad contra - la'-concentracién - de’

L Los:valores .

conceéntraciones

ar_ni:,l‘i:ov entre 6.6

concentraciones de ‘dlutamate,’ ‘malato, ucqihafo y oxalacetato
(cabia_IV) . La azaserina, -un inhibidor hof¢6m§etitivo que alquila
enzimas amidotransferasas, produée una 'inl":i'bicién completa de la

actividad de la GOGAT de S. cerevisiae.

10
1
237
£ g 1
£ € 6-
8¢ "]
O
=3 44
g E
b=
wvz_ ‘
0

0O 04 0B 12 16 20
Specific activity / NADH
Fig. 7. Integraci6n de un cursoc temporal para el NADH. Se

muestra el ajuste de los valores obtenidos. Se utilizé el ensayo
estdndar y una concentracién de 25 pM de NADH.
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Fig, 8. Cinética de saturacién para 2-oxoglutarato vy
glutamina. Se utilizaron 1las condiciones de ensayc normales,
cambiando las concentraciones de 2-oxoglutarate y glutamina como
se especifica en las abscisas de las figuras A y B. Los valores
de Km para el 2-oxeglutarato y glutamina se obtuvieron por
an&lisis de regresién no-lineal como puede observarse en los
resultados ajustados a una grafica de Michaelis-Menten. También
se muestran los graficos de Lineweaver-Burke para ambos
substratos.
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Fig. 9. Efecto del valor de pH sobre la actividad de la enzima

NADH-GOGAT de S. cereviside. El ensayo se llevd a cabo como se
describe en la seccién de materiales y métodos.
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TABLA IV . -

. Inhibicién de la enzimd NADH-GOGAT de Saccharomyces cerevisiae
por Glutamato, Malato, S\v.\c‘t_:inato, Oxa;aceggto y-Azaserina®:

a-saturacién

Inhibidor Tnhibidor’ 2-oxoglutarato . Inhibicién
v » ARG ORM g
Glutamato 5-10"

Malato . 5-10 -

Succinato 52107 " e . ; 4
Oxalacetato .~ 5-10 - L0 oA 2
Glutamato 5-100 04 0 a 65
Malato . '5-100 ©o s et 0 a6
Succinato. 01 - » iaas3n
‘Oxalacetate ol " 0a32.
Azaserina - 5 Todos los ‘substratos -~ 100

@ Los ensayos se realizarcn en presencia de concentraciones
saturantes de los sustratos (2-oxoglutarato 1 mM; glutamina 5mM;
NADH 0.16 mM), a menos que se especifique de otra manera.
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Identidad inmunolégica entre las enzimas GOGAT de diferentes
fuentes

Se obtuvieron anticuerpos policlonales convencionales contra
la GOGAT de S. cerevisiae. El anélisis de extractos crudos por

medio de inmunorréplicas tipo wescern en : SDS-PAGE ‘mostré una

banda que reacciona con los anticuerpos y que corresponde en masa'

molecular al de la pror_eina purifica
La act:.vidad de GOF

para ‘la purifi cién

(Fig. 10)

’

“Los” antituerpos ‘obtenidos .de las subunidades

de la GOGAT de E. ¢old no"}npstrérb ccibn‘Cruzada con la GOGAT

purificada de S. cerevisiae, ni’ con. extractos crudos del nédulo
de alfalfa. De manera similar, los anticuerpos contra la enzima
NADH~GOGAT de nédulos de alfalfa no_ tuvierqn reaccién cruzada con

las enzimas purificadas de §. cerevisiae y E. coli (Fig. 11).



48

kDa

Fig. 10. Analisis por inmunorréplicas tipo Western usando
anticuerpos contra la enzima NADH-GOGAT de S. cerevisiae. E1
suero anti-GOGAT de S. cerevisiae se probé contra 1 pg de enzima
GOGAT pura de E. coli GOGAT {carril 1), 0.5 ug de enzima GOGAT
pura de S. cerevisiae (carril 2), y 50 pg de una fraccién
parcialmente purificada, con actividad de GOGAT, de levadura para
panificacién (carril 3). Las proteinas se transfirieron de un gel
de SDS-PAGE al 6% a nitrocelulosa. La masa molecular de cada
GOGAT se indica en kbDa.
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Fig. 11. Inmunorréplicas tipo Western de diferentes proteinas
GOGAT probadas con diferentes sueros anti-GOGAT. La enzima GOGAT
pura de 5. cerevisiae {lug) (carriles 1), proteinas solubles de
nédulos de alfalfa (100ng) (carriles 2), y la enzima NADPH-GOGAT
pura de E. coli (lpg) {carriles 3), se probaron con el suero
contra 1a GOGAT de nédulo de alfalfa (A); con el suerc contra la
subunidad grande de la GOGAT de E. coli (B); y el suero contra la
subunidad chica de la GOGAT de E. coli (C). Las proteinas se
transfirieron de un gel SDS-PAGE al 6% a nitrocelulosa. La masa
molecular de cada enzima GOGAT se indica en kDa.
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V. DISCUSION ST

Asi mismo,. se han obtenido. mut

de actividad~’de GOGAT

1950).." E1" hecho' de

independient
aétﬁQidad,

plgnta5”5u§er

en la especi

Existe4lé'p05ibilid;d de'q@éven 1a>lévadu:a’estén presentes

dos isoenzimas de' GOGAT y_due el método de purificacién empleado

no haya permitido encontrar la otra enzima, sin embargo, los
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resultadds . obtenidos en-- las dis’ﬁint&s . fra}"cci‘bnes‘: de - 1a

la enzima GOGAT
ura pa;‘a panificacion,
: ubunidad grande de 169 y
una’ subum.dad c}uca de o;f'sﬁéieren la presencia
de dos isoenzimas de ,GOGAT enilevadura a: enzima que purificaron
Masters y Meister y l'al ehz:l,m ‘,sé }eporta en el presente
trabajo. Sin embargo, el méfédﬁ '7de" purificacién y medicién de la
actividad que se usdé en n’u'e.s't:rb 'trabajo es muy similar al
reportado por Masters y Meister (1982), por lo que se deberia
obtener el mismo resultado. Una de las mayores diferencias en
cuanto al método es que se utilizan cantidades de agente reductor

mucho menores a las empleadas por ellos: la purificacién de



52

Masters y, Meister .(1982) se; 1l

levé a cabo_en;pres.encj.a‘ de 50 mM de

2—rrierca'p'\'_oéta‘_n‘o_ v ‘émplgh 1. mM'de DTT,

‘este. respecto,

1991) 5"

en‘zimé', ntx_ralrpn‘ ‘dos béﬂdas c‘on
dos ‘ba'vnd"as, ‘que difieren en
‘a"'q‘;xe” existen altos niveles
_‘éxtractos de cianobacterias y
tida yd'e- menor masa molecular varia de
ejllos' proponen que este péptido es un
la énzima nativa, atn a pesar de la

de proteasas PMSEF durante el

procedimienta de ‘ext:"réééién. La banda que migra mis lento en SDS-
PAGE, : tiene’ una’lﬁ‘as‘a’vm‘olecular aparente de 160 kDa, muy similar
al . valoxr deéétx&iﬁacié para la enzima nativa (156 kDa). Estos
autores concluyen que la GOGAT de Synechoccocus esté formada de

un solo polipéptido de 160 kDa.

Masters y Meister (1982) reportan que la enzima es muy
inestable en las Ultimas etapas de la purificacién. Nosotros
encontramos gque la e-nzima de 199 kDa es estable y que se puede

almacenar a =70°C durante varios meses en amortiguador de
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fosfat:os 20 mM .EDTA 1 'mM 'y 2 mM de 2—oxoglutarato, vsi‘n':vagente -

activ:.dad de GOGAT,-

VmOStando una unica banda de 200 kDa Estos resultados apoyan la

4h1p6tesis de que en levadura para pan1f1cac16n existe una enzima
,GOGAT de 200 kDa y que la. GOGAT de-. dos subunidades reportada por
Masters v Meister (1982) se debe a proteblisis parcial de la
enzima dé 200 kpa.

La secuencia de aminodcidos de la regién amino terminal de

la enzima GOGAT purificada a partir de la cepa CN36, tiene un
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GOGM‘ de d:.stintas espec:.es,

: i'ndi’cl:ativor de

eterminar ‘si--este

diletilacién

c:.steina, se puede ut 1i

{;s eé}:able al

£ S-sulfoetilados que
.(Sch}‘.'esinger, 1988)

“dmino terminal se puede
ar ) Aestrui:tural. Los trabajos
realii'édds‘l‘)'aralit;bie_ T mu a‘nt‘;e's en la actividad de GOGAT vy
posteriormentg la trabtenciérnr ‘dé‘i gén por complementacién de la
actividad en dichas cepés, suponian la presencia de dos
subunidades de la enzima, y por lo tanto, la existencia de dos

genes estructurales (Folch y cols., 1989%). Los resultados

obtenidos en el presente trakajo con respecto a la composicién de
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la enzima -y a masa molecular permiten lnfe r. que existe .an

e' ,199 kDa,’ ‘que -

- Los ‘resultados al-u e:ila a_ct‘ix?ig:la‘d de GOGAT

: est';énl'de ’aﬂcuerdo'conk los AﬁHLGOGAT de alfalfa
' ia -NAD:PFH-GOGAT de- E. o Stad! ma'n,” :1972; ‘Anderson Yy
cols., 1989). La azaséri;ia ; "dqr no~-competitive de
enzimas amidotransferasas i : mpl_etafném;e la actividad de
'la GOGAT de . levadura cuando ‘se kl:zt”iliza en concentraciones
equivalentes a las: de glutamma’.uTodas las demds sustancias
empleadas inhibieron la actividad de GOGAT a altas
concentraciones con respecto a la concentracién de 2-

oxoglutarato. Se puede concluir gue estas sustancias no son
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inhibidores ~de - la " actividad ' de . GOGAT - a concentraciones

fisiolégicas. "

muy: consistente.

Se aplicéd, en la misma
nzima GOGAT de E. coli purificada a

" “encontr6 un valor de masa molecular muy

aprox médo vallvalor de masa molecular estimado por la secuencia
"de aﬁ\inoécidos de la proteiné. Este ultimo resultado demuestra
que' la resina es capaz de discernir entre la masa molecular de
850 kDa de la GOGAT de E. coli y la masa molecular de 669 kDa del
marcador. La masa determinada para la GOGAT de levadura

corresponde exactamente a un trimero; no es un valor cercano al
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dimero nial-tetramero.

‘reéien{:ément !

exact:itud,‘l n_ependlentemente de
mact:.vac:.én bor radiac:.ones (YKém'p’ r
_reportados por oon y cols. (1974)

de la enz:.ma GOGAT a part:.r de J.a cep

utll:.zando columnas de flltrac:.é'

del:.gel: donde

Los coeficientes de
correlacién para las regres:.cnes ;;I.:.neales de las curvas de
calibracién de los geles.son de 0.98 por ‘1o gue también podemos

confiar en este resultado. Para conocer la masa molecular del

'siel valor;rdete‘rmihé'do‘ Apor,este} ‘método’
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monémero - en. su forma nativa se puede 'utilizar -una columna de

filtracxén en gel‘ v

1993), sus

regersony 'cols.,”

acciotncruzada., Lo mismo

salfalfa-y:la enzima pura de levadura. Estos

Acu l fueron elaborados. Posiblemente la

muestra dzstintos epitopes am:igénicos. Se obtiene

reaccién cruzada cuando se emplea el antxcuerpo para la GOGAT de

la :cepa cN36 de levadura contra extractos ‘de - levadura para
pam.f:.cac:.fm es. decir, -contra proteinas de un organismo de la

misma especie.
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ys w0 OiBE
BTA F 04 HSLTECA

VI. CONCLUSIONES Siw?

El presente trabajo describe la purificacién y

caracterizacién bioguimica de una enzima GOGAT de levadura que no

ha sido reportada previamente en la literatura. Esta enzima es -~

diferente a. la purif:.cada por Masters y. Meister (;9{!2). tanto. e

la masa molecular del mon'mero,‘ como en: la:

ollgbmero, y se, asemeja'a

) demo stlro qi.z:

extractos obtenidos

realizar:
1200 kDa;
: J.eva@ufa
J.nfern: que en: S. ce:ew.s.z.ae ex:.ste 'estructural de
GOGAT que t:Lene aproxlmadamente 6000 pares de' bases. Asi mismo

serv:.rén de base para estudiar el papel f:.siclégico de GOGAT en

levadura.
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VII. PERSPECTIVAS

Los estudios detallados sobre 1a estructura Ly funcxén de la

De esta manera, la e

que codifica. para l'

 para estudiar. la ino&cidos, como para

sobreexpresar est

urajl completo se le puede
‘cantidad de proteina y
como son la presencia de
azufre, _‘réforzar los datos sobre la
‘el oligébmero, determinar si el
monémeroc »'ers' ”activb : si'* 1la enzima presenta distinto
comportamiéntd en Funcién de ia presencia de iones Cl~, asi como

buscar posibles moduladores de la actividad.

Utilizando un fragmento del gen estructural de GOGAT se
podrd llevar a cabo 1la interrupcién de dicho gen en distintas
cepas de levadura, lo cual permitird estudiar el papel

fisiol6gico de la enzima bajo diferentes condiciones de cultivo.
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APENDICE

GENERALIDADES SOBRE CROMATOGRAFIA EN COLUMNA

La cromatografia en columna es un método para separar
moléculas. Con este fin se utiliza una columna que se prepara con
un material que abserve las moléculas selectivamente, de acuerdo

a las diferencias. que existen en: su estructura quimica La mezcla

de mqléculas se’ _co‘loqaﬁen la: sy 'd la columna y . se

lava: lentamente,..a través

'przmero. ?
Alg‘unas -
: ,amortiguador para remo‘ er 1as molé 1a
um.das. El material de 1a columna y el método ‘de eluc:.bn dependen

del tipo de separacién deseado.

‘Cromatografia de intercambio iénico.

Este método se usa para separar moléculas sobre la base de
su carga eléctrica. Se emplean resinas de intercambio ibpico, que
pueden ser polianiénicas o policatiénicas. ‘Lays de intercambio
aniénico utilizan el grupo dietilaminoetil® (DEAE),‘ que éonfiere

a la resina una carga positiva. Las de intercambio catiénico
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utilizan - carboximetil™ 'y | ‘sulfoetilT. Estos .

‘;bnicos

funcionales se adhieren a diétintas-maﬁfiég como - puede

celulosa, el dextrdn y la agarosa. La. DEAE- efaros:

BioGel A est4n fabricados en matrices-delag

Cromatografia de hidrofobicidad.

Los geles que se utilizan

proteinas. Las columnas, ~se’ tr a
favorecen esta interac¢ionesﬂhid;gfébica

amortiguador con sulfato de amdnipL

fuerza i6énica del amortiguador *se=~vatv'ismihuyéndo y se puede
adicionar etilenglicol ‘para eluir érdteiﬂas gue est4n fuertemente
adheridas a la columna. Una de las resinas que se emplean es la

fenil-Sefarosa.

Cromatografia de afinidad.

Muchas proteinas muestran una fuerte interaccién con otras
moléculas, por ejemplo con andlogos de sus substrates o con
cofactores. Estas moléculas unidas covalentemente a una matriz de
material inerte, permiten atrapar a la proteina deseada. Todas
las,proteinaérque no se unen a este subtrato pasan a través de la
columna. La"proteina capturada puede eluirse usando en el
,amortiguadér las moléculas libres, o bien otro agente que rompa
las intéracciones entre las moléculas de la resina y la proteina

en cuestién.
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Las resinas de Agarosa roja.y de: Sefarosa azul tienen

covalentemente unidos grupos dgue t:.ene afin:.dad por enzimas ‘que

requieren NAD+ y NADP+.

Filtracién en gel.

Este método es conven:.em:e para separar macromoléculas de

diferente tamafio. La porosidad del 1 se escoge de. manera que‘

las moléculas mas pequehas, de.la mezcla ‘puedan penetrar po,r las

particulas del gel 'y ia‘;’:mé grand'e's>'f§asexi en: la fase liquida

fuera de las particul dida que la muestra pasa por

la columna,
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