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NOTA ACLARATORIA, 

La mayor pa1·te de los resultados obteniaos durante el 

desarrollo de est& tesis fueron integrados en dos artículos. Es 

necesario resaltar la participación de -ias personas que 

aparecieron como coautores en los mismos, sus non1bres aparecen en 

las publicaciones respectivas. Dichas publicaciones se ane>:an en 

la sección de RESULTADOS. En la sección RESULTADOS ADICIONALES Y 

DISCUSION se incluyen datos no comprendidos en los dos articulos 

y se discute la información total del trabajo de tesis. 
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ANTECEDENTES Y OBJETIVOS 

Uno de los principales intereses en nuestro laboratorio es el 

estudio y la caracterización de regiones especificas del genoma 

bacteriano, asi como de los productos codificados por dichas 

regiones. Por este motivo, se han aislado los genes que codifican 

para enzimas que intervienen en el metabolismo nitrogenado de 

enterobacterias (Covarrubias et al., 1980), así come• el gene de 

la enzima penicilino acilasa de E· ~Q!i (Oliver et al., 1986). 

Estos genes han sido caracterizados a un nivel muy fino, 

logr~ndose tener una idea clara de su organización. así come• de 

los elementos que pudieran participar en la regulación de su 

expresión (Oliver et al. ,1987; Valle et al. 1 1986; Riba et al., 

1988). 

Las técnicas utilizadas para estos estudios, descansan en 

conceptos teóricos de la Biología Molecular y la Fisicoquimica de 

Macromoléculas. Estas técnicas han evolucionado rapidamente, 

lográndose avances en cuanto a la eficiencia y la precisión con 

la que se puede obtener información de sistemas biológicos. El 

tipo de información que posiblemente se genera 

es el de las secuencias nucleotidicas y de 

con mayor rapidez 

aminoécidos. Esta 

información es acumulada en bancos de datos, facilitándose de 

esta manera que puedan ser comparadas y relacionadas entre si 
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utilizando programas para computadora. Para tener una idea. de la 

relevancia de la información contenida en estos bancos, es 

importante considerar la propuesta de un origen común para la 

mayoria de los genes existentes y por lo tanto de las moléculas 

codificadas por los mismos. En el caso de las secuencias de 

aminoécidos, es posible obtener información de las mismas, 

comparándolas con secuencias de proteinas cuya estructura 

tridimensional y sitios de unión a diversas moléculas ya ha sido 

determinado experimentalmente. Estas comparaciones permiten J.a 

predicción de propiedades o funciones en un segmento proteico. 

Actualmente la mayor parte de las secuencias de aminoacidos que 

se reportan, provienen de la traducción de secuencias 

nucleotidicas ~·de 

frecuente que se 

genes estructurales. Por 

desconozca cuales regiones 

esta razón, en 

de las proteina 

participan en la catálisis o regulación alostérica, cuando estas 

e>:isten, e incluso algunas veces se ignora cual puede ser lb 

función del polipéptido codificado por la respectiva secuencia 

nucleotidica. 

Una de las lineas de investigación en nuestro labora~orio es el 

estudio de los genes que codifican para dos de las enzimas 

involucradas en la asimilación de amonio en g. ~21!: la 

glutamato deshidrogenasa {GDH) y la glutamato sintasa (GOGAT). 

La asimilación de amonio bajo distintas condiciones metabólicas 

resulta de la acción de estas dos enzimas y la enzima glutamino 

sintetasa (GS}, además de otras enzimas que participan en el 

metabolismo de compuestos nitrogenados. La enzima GOGAT 

cataliza la síntesis de glutamato utilizando los substratos 
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alfa-cetoglutarot~ y glutamina, siendo esta reacción un punto de 

cruce para los metabolismos del nitrógeno y del carbono. Debido 

a la importancia de esta enzima dentro del metabolismo celular, 

se ha desarrollado una estrategia de estudio cuyos resultados més 

relevantes hasta antes de esta tesis se mencionan a continuación: 

Aislamiento del plásmido pRSP20 el cual contiene un fragmento 

de DNA cromosomal capaz de complementar la mutación glt831 de g. 

~Q!,!_. 

Identificación de dos polipéptidos codificados por el pl6smido 

pRSP20 que son reconocidos por anticuerpos específicos para las 

dos subunidades de GOGAT. 

Determinación de la dirección de transcripción para los dot: 

genes estructurales de GOGAT. 

- Determinación de la secuencia nucleotidica del gene estructural 

para la subunidad grande y regiones flanqueadoras, secuencia 

nucleotidica parcial del gene estructural para la subunidad 

pequeña. 

Determinación de la secuencia de los primeros veinte 

aminoácidos de la región amino terminal para las dos subunidades. 
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Identificación por criterio de ·consenso de_-:secuencias en los 

genes estructurales para 
:_:,·. 

GOGAT y regj_-¡;--ri~-$·" ,··r1·8ºflqué.éJof.as, con un 

posible papel regulatorio. 

Los tres primeros puntos ya han sido reportados en la 

literatura por nuestro laboratorio (Covarrubias et al., 1980; 

Lozoya et al. , 1980; Garciarrubio et al., 1983). De las tres 

enzimas que participan en la asimilación de amonio, GOGAT es la 

que se encuentra menos estudiada en lo que respecta a su 

organización genética a nivel molecular. Este trabajo pretende 

aportar información sobre la organización transcripcional de los 

genes que codifican para GOGA'f, y además establecer relaciones 

entre lo que se conoce sobre la estructura y mecanismos de acción 

de la enzima y su secuencia de aminoácidos. Esta tesis es una 

continuación de la caracterización de los genes estructurales 

para GOGAT y sus productos. sus objetivos fueron los siguientes: 

OBJETIVOS DE LA TESIS 

Completar la secuencia nucleotídica del gene estructural para 

la subunidad pequeña de GOGAT (gltD). 

Identificar la<s> región(es) de inicio de la transcripcion 

para los dos genes estructurales de GOGAT (gltB y gl__tD). 

Identificar el Clos) transcrito(s) para !Ll_SB y g!SD. 
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Localizar secuencias posiblemente involucradas en la 

regulación de los genes que codifican para GOGAT. 

Realizar un análisis comparativo de la secuencia de 

amino~cidos deducida para las dos subunidades de GOGAT, basado en 

la identificación de similitudes con secuencias de proteinas 

compiladas en un banco de datos. 
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INTRODUCCION 

La asimilación de amonio en E· ~Qll depende de la acción 

coordinada de las enzimas glutarnino sintetasa (GS), glutamato 

deshidrogenasa CGDHJ y glutamato sintasa CGOGAT). Estas enzimas 

catalizan la síntesis de los aminoácidos glutamina (GS) y 

glutamato (GDH y GOGAT). los cuales aparte de ser incorporados 

directamente a las proteinas, han sido seleccionados como las 

moléculas donadoras de grupos amido y amino para la síntesis de 

compuestos nitrogenados en la célula ( Tyler, 1978). 

El crecimiento de g. f:Q!! en un medio mínimo con una baja 

concentración de amonio C<O.S mM), requiere de la asimilacion de 

este compuesto por la acción de las enzimas GS y GOGAT. en estas 

condiciones, GS incorpora el amonio al glutamato, para formar 

glutamina. Este aminoácido es a su vez utilizado por GOGAl' come 

uno de sus substratos, transfiriendo el grupo amido de la 

glutamina al 2-oxoglutarato. produciendo así dos moléculas de 

glutamato. Una parte del glutamato sint~tizado por GOGAT puede 

reciclarse y volver a ser utilizado como substrato por la GS. De 

esta forma, el amonio es repartido entre la glutc,mina y el 

glutamato en un ciclo que permite un rápido recambio entre estos 

dos compuestos. 

Desde su descubrimiento en ~- ~§~Qg~n~§ 

ia enzima GOGAT ha sido identificada 

biológicos incluyendo bacterias CTempest 
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(Lea y Miflin, 1975), hongos (Roon et al. ,1974) y plantas 

superiores CMiflin y Lea·, 1976). Estos organismos tienen en 

común, la capacidad de crecer utilizando algún tipo de nitrógeno 

inorgénico, lo cual puede ser una indicación de que GOGA1" 

contribuye a la asimilación de ese nutriente cuando se encuentra 

en concentraciones bajas en el medio. Mutantes deficientes en 

GOGAT, en g. ~2!! y otras enterobacterias estudiadas, pueden 

crecer normalmente en un medio mínimo que contenga glucosa y 

un exceso de amonio. Sin embargo, son incapaces de crecer si 

existe una limitación de nitrógeno, a menos que se sumunistre 

glutamato al medio (Tyler). 

Debido a su importante papel, dado que cataliza una reacción 

que es punto de cruce entre el metabolismo nitrogenado y el del 

carbono, la enzima GOGAT y las regiones de DNA que la codifican, 

deben poseer mecanismos de control finos y complejos, que 

pudieran responder a los niveles intracelulares de nitrógeno y 

carbono (Rosenfeld et al., 1973). Estudios en enterobacterias 

han revelado que le actividad de GOGAT puede variar bajo ciertas 

condiciones de crecimiento. Se ha detectado una disminiciOn de la 

actividad de GOGAT, al crecer al organismo en un medio que 

contenga glutamato o algún aminoácido que pueda dar origen a ese 

compuesto. En 'ª. ~Y!?!!l..!.§ Y en ~. S:Q!! se ha d.emostrado que la 

menor actividad de GOGAT en condiciones de crecimiento con 

glutamato en le medio de cultivo, corresponde a una disminución 

en el nivel del transcrito especifico para las dos subunidades 

(Bohannon, 1985; Castafio et al., 1988). En g. ~Q!i. Prusiner et 

al., (1972) ha reportado una disminución en el nivel de la 
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enzima, al aumentar los niveles intreceluleres de AMPc. For otro 

lado. Mora et al. (1987) han demostrado una inhibición alostérica 

por intermediarios del ciclo de los ácidos tricarboxilicos en la 

enzima GOGAT de ~- Er2§§§. Miller y Stadtman (1972) reportaron la 

inhibición !n y!~!:Q de la actividad de la GOGAT de E. ~2!! por 

los aminoácidos D y L-aspartato, D-glutamato y L-metionina. 

También demuestran 

intermediario en el 

se debe mencionar 

una inhibición por oxaloacetato, un 

ciclo de los 

que tal 

ácidos tricarboxilicos, aunque 

inhibición aparentemente es 

irreversible. Los datos anteriores indican que GOGAT puede ser 

regulada tanto en su actividad enzimática como en el nivel de 

síntesis de su RNA mensajero. Siendo los niveles de nitrógeno y 

carbono los que pudieran modular su actividad y su expresion. 

La enzima GOGAT presenta una serie de características que la 

hacen interesante por su papel dentro del metabolismo 

nitrogenado, 

estructural. 

su actividad enzimática y su complejidad 

Por esta razón, se ha estudiado en detalle el 

mecanismo de acción de esta enzima. La reacción dependiente de 

glutamina catalizada por GOGAT es la siguiente: 

L-glutamina + alfa-cetoglutarato + NADPH + H•----> 2 L-glutamato 

+ NADP+ 

(Reacción A) 
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Además, se ha demostrado que GOGAT también cataliza la síntesis 

de glutamato dependiente de amonio de acuerdo a la siguiente 

reacción: 

+ - ~ .--:. ~ 
NH., + alfa-cetoglutaratO + NADPH .+ H _---.-? L-glutamato + NAJJ~ 

(Reacción __ 8) 

.. 
Esta actividad solo representa el 5-7~ de la actividad 

dependiente de glutamina. La reacción B es muy parecida a la 

reacción catalizada por la glutamato. deshidrogenasa de 

dependiente de NADPH, siendo sin embargo, las Km para los 

substratos, distintas en las dos enzimas. Es importante mencionar 

que existen datos que indican que la reacciOn B puede ser 

catalizada exclusivamente por la subunidad pequeña de GOGAT 

(Mantsala and Zalkin, 1976b). 

En g. fQ!i K-12 esta enzima está compuesta de dos subunidades 

con un peso molecular de aproximadamente 116 kVa (1~14 aa} y 52 

kDa (417 aa) para las subunidades grande y pequen.a 

respectivamente (Oliver et al., 1987). GOGAl. es una flavoproteina 

que posee dos grupos fierro-azufre, estudios de velocidad de 

sedimentación sugieren que las flavinas (FAD y FMN) y los dos 

10 



grupos f ierrc-azuf re se encuentran en la subunidad grande de la 

enzima <Trotta et al., 1974). Adembs, anblisis realizados con la 

apoenzima, indican que la síntesis de glutamato dependiente de 

glutamina, requiere la presencia de los grupos prostéticos antes 

mencionados (Mantsala y Zalkin, 1976b). 

Utilizando análogos de glutamina se ha demostrado que estos 

compuestos se unen a un residuo de cisteina en la subunidad 

grande de GOGAT, ocasionando la inhibición de la actividad 

dependiente de glutamina (reacción A), pero no asila actividad 

dependiente de amc•nio (reacción B) (Trotta et al., 19~4; Mantsala 

y Zalkin, 1976b). 

Por el tipo de reacción que cataliza, GOGA'I' se clasifica dentro 

de las enzimas glutamino amidotransferasas. Estas enzimas 

generalmente están constituidas por dos subunidades, una de las 

cuales (la subunidad pequeña) posee un sitio de unión para 

glutamina y presenta actividad de glutaminasa. La subunidad 

grande posee la actividad de sintetasa, utilizando como uno de 

sus sustratos al grupo amido removido de la glutamina por la 

subunidad pequefia. Reportes previos han establecido semejanzas y 

diferencias entre GOGAT y otras glutamino amidotransferasas 

CMantsala y Zalkin, 1976a; Trotta et al .• 1974; Mantsala y 

Zalkin, 1976b: Geary y Meister, 1977). Al igual que estas 

enzimas, GOGAT posee una actividad de glutaminasa, además, puede 

utilizar amonio en lugar de glutamina para la síntesis de 

glutamato. Las diferencias más importantes entre GOGAT y el resto 

de las glutamino amidotransferasa~ son: la presencia de grupos 
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flavina y fierro-azufre, así como la unión de glutamina y la 

actividad de glutarninasa en la subunidad grande de GOGA1' . 

.. 
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MATERIALES Y METODOS 

Los materiales utilizados en este trabajo se describen en las 

publicaciones anexadas en la seccion de RESULTADOS. Los métodos 

que se enlistan a continuación, 

publicaciones. 

también se describen en dichas 

- Determinación de la secuencia nucleotidica de DNA 

- Hibridación RNA-DNA (Northern> 

- Extensión de primero 

- AnAlisis de la secuencia nucleotidica 

-· Análisis de la secuencia de aminoacidos 
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RESULTADOS 
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SUMMARY 

Wc have determined the complete nucleotide sequence of a 6.3·kb chromosomal Hpal·EcoRI fragmenl, that 
contains the structural genes for bolh the Jarge and small subunits of the Escherichfa coli K-12 glutamalc 
syothase (GOGAT) enzyme, as well as ·the 5' • and -3' -flanking and intercistronic DNA regions. The Mrs of 
the two subunits, as deduced from the nucleotide (nt) sequence, were estimated as 166208 and 52246. Partial 
amino acid scquencc ofthe GOGAT· enzyme reveaJed that the Jarge subunit starts with a cysteine residuc that 
is probably generated by a protcolytic cleavage. Northern blotting experimcnts revealed a transcript of 
approximately 7300 nt, that at lcast contains the cistrons for both subunits. A transcriptional stan point and 
a runctional promoter were identified in lhe S' DNA Oankiog region ofthe Jarge subunit gene. The messenger 
RNA nontranslated leader region has 120 nt and shares identity with lhc leader regions of E. co/i ribosomal 
operons, in panicular around the so.called boxA sequence implicated in antitermination. Olher possible 
regulatory sequences are described. 

lNTRODUCflON 

The synlhcsis of glutamate and glutamine involves 
thrce primary· eozymcs: glutamate dehydrogenase, 

Cotrapondtnce to: F. Bollvar, Centro de Investigación sobre 
lnaenieria Gen-!Uca y Biotccnolo&la, UrüversidAd Nacional 
Aut6noma de !.1~xico, Apartado Postn.I 510.3, CP. 62270 
CUcrnavac:a, Marcios (M~xico) Tel. (5273)17-23-99. 
• Prcscnt addresscs: (G.0.) Dcpartmcnl of Biologica] Chcmis­
try1 UCLA Sc:hool ofMcdicine, Los Angeles, CA 90024 (U.S.A.), 
Tcl.(213)206-1401; (R.S.-P. and LM.K.) Chiron Rcsearch 
Laboratories, Chiron Corporation, 4560 Horton Slreet, 
Emeryville, CA 94608 (U.S.A.) Tel. (415)655-8729. 

glutamine synthetase, and glutamate synthase 
(GOGAT, glutamine amide 2-oxoglutarate amido­
transfcrase, EC 2.6.1.53). Glutamate and glutaminc 
not only feed directly into protein synthcsis, but also 

AbbrcviaUons: aa, amino acid(s): bp, base pair(s): cAMP, cyclic 
AMP; CRP, cAMP-reccptor proteln: GOGAT, ¡lutamatc 
synthasc: kb, kilobascs or 1000 bp; NN, no ailro¡cn minirnal 
mcdium; nt, nuclcotidc(s): ORF, open rcadin¡ trame: PA, poly­
acrylamidc; R. purinc: RBS, ribosomc·blndin¡ 1ilc(1); SO, 
Shinc-Oalgamo scqucncc of RBS; SOS, sodium dodccyl sul· 
fatc; Y 1 pyrimidinc: [ ), de1ignate1 plumld-c:arricr 1t1tc. 
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serve ns nmino·group donors for a widc rangc of 
othcr nilrogcn·containing ccllular componcnts. 
Bccausc of thcir central position in mctabolism, 
glutamatc dchydrogcnasc and GOGAT enzymes 
and their structural genes may havc uniquc control 
fcatures in addition to those found for othcr bio· 
synthctic pathways, as is thc case for glutaminc 
synthetase (Rosenfeld el al., 1983). 

In enteric bacteria glutamate can be synthesized 
by a variety ofreactions. Nevcrtheless, a key reaction 
among them is the one catalyzed by GOGAT (Tyler, 
1978). Through this reaction, where an amida group 
from glutamine is transferred to 2-oxoglutarate, a 
Krebs cycle intermediate, nitrogen and carbon 
mctabotism are brought together. 

The Mr -of bacteria), fungal and plant GOGAT 
enzymes has been reported to be approx. 800000 
(Tyler, 1978; Hummelt and Mora, 1980). In E. co/i 
it may exist as an aggregate of four catalytically 
active dim.ers. In E. coli W each dimer consists of 
two nonidentical subunits whose estimated M,s are 
135000 and 53000 (Miller and Stadman, 1972). In 
Neurospora crassa and in pJants this enzyme is com­
poscd of four identiceJ monomers with an estimatcd 
Mrof220000. thc sum ofthe two subunits in bacteria 
(Hummelt and Mora, 1980). 

GOGAT is an iron-sulfur flavoprotein, in wbich 
the large subunil binds iron and sulfur (Mantsala and 
Zalkin, 1976a,b; Rendina and Orme-Johnson, 
1978). Glutamine binds to · thc large subunit and 
transfers the amido group to 2-oxoglutarate that 
apparently binds to thc small subunit (Mantsala and 
Zalkin, 1976c; Trolla el al., 1974). These two 
features distinguish GOGAT from other well­
characterized bacterial glutamine amidotransferases, 
wlúch do not possess iron-suJfur or flavin groups and 
which in sorne cases bind glutamine to the small 
subunit. This unique structure of GOGAT may 
rcflect some hitherto unknown function in addition 
to its role in glutamate synthesis, since iron-sulfur 
strüctures are usually characteristic of eozymes 
involvcd in electron transport and oxidation-reduc­
tion reactions (Rosenfeld et al., 1983). 

We have previously reported the cloning of the 
E. co/i K-12 genes eoding for the GOGAT enzyme 
using a ColEl hybrid plasmid, pRSP20. We have 
also reported evidence wbich indicated that both 
genes are tightly linked (Covarrubias et al., 1980; 
Lozoya el al., 1980; Gareiarrubio et al., 1983). 

In this pnpcr, wc prcscnt thc nucleotide sequencc 
of thc E. coli K-12 chromosomaI DNA segmcnt 
curricd in pRSP20 thnt includcs thc two GOGAT 
structural genes and their flanking &cquences. 
Scqucncing the N-termini of the purified cnzymc 
idcnlificd the first 20 aa rcsidues for both subunits: 
A transcriptional start poinl was localized in the 
s· -flanking region ofthe gene that cedes for the large 
subunit. A functional promoter was also identified. 
Othcr possible regulatory signals are proposed. 

MATERIALS ANO METHODS 

(a) Bacterlal stralns and plasmlds 

E. coli K-12 strain PA340 is a glutamate auxo­
lroph (Berberich, 1972). This strain carries a delelion 
ofthc two genes that code for the GOGAT subunits 
(A. Covarrubias, personal communication). Strain 
CS520 was obtained from J. Carbon (Clarkc and 
Carbon, 1975). Plasmid pRSP20 earries thc genes 
that code far the two GOGAT subunits (Covarrubias 
el al., 1980). 

(b) Enzymes, radlochemlcals and ollgodeoxyñucle­
otldes 

Enzymes were purchascd from New England 
Biolabs or Boehringer Mannheim and uscd as speci­
fied by the manufaclurers. The labcled [ y-32P]ATP, 
[ae-32P]ATP and (a-32P]CTP werc obtalned from 
Amersham. All synthetic oligodeoxynucleotides 
were synthesized and purified using the protocol 
described by Sanchcz-Pescador and Urdea (1984). 

(e) Nuclclc acid sequenclng 

Scvcral restriction fragments of plasmid pRSP20 
wcre cloned into the vectors M13mp18 and 
Ml3mp19. Dideoxy chain-termination sequencing 
rcactions \Vcrc carried out according to the methods 
reported by Messing et al. (1981) and Sanchez­
Peseador and Urdea (1984). The last method in­
volves 'walking across• a small number of Jorge 
frngments, using spccific synthetic oligodeoxynucle­
otidc primcrs. Ovcr 95% ofthc scqucnce was dcter­
mined twice or more. 



(d) Protcin purincetion and endno acid scqucnclng 

GOGA T was purificd to homogcncity ns prcvi­
ously deseribed by Sakamoto et al. (1975). Partía! 
amino acid scqucnce detcrmination was obtaincd 
using 120 pmol of the purificd cnzyme. This sample 
wos loadcd in an Applied Biosystem gus-phase 
sequencer (model 470a) and subjccted lo 20 cycles 
of Edman degradation. Two sequences were idcnti­
fied and could be distinguishcd for severa) cycles due 
to diffcrences in thc observcd amounl (J JO and 90 
pmol). These sequences wcre Jater idcntified as the 
N termini of the small and Jarge subunits, respcc­
tively. 

(e) Nucleoride and protein sequence analysis 

Standard Pascal programs for an Apple JI com­
puter, described by De Banzie et al. (1984) and 
Fristensky et al. {I 982) were used. 

(0 Northern blolting procedures 

E. co/i K-12 strains PA340, PA340[pRSP20) ·íind 
CSS20, wcrc grown in NN minimal mcdium supplc­
mented with IS mM or O.S mM NH4CI as the 
nitrogen source and 1 J mM glucose ns the carbon 
source, and respective strain requirements (Covar­
rubias et al., 1980). Cells werc harvcstcd al late 
exponential phnse. RNA wns isolated by a hot­
phenol methad (Young and Furano, 1981), frac­
tianated by 1 % agarose-2.2 M fonnaJdehyde gel 
electraphoresis, and transferred to a nitrocellulose 
membrane. DNA fragments ofthe pRSP20 plasmid 
werc nick-translated and used as radionctive 32P 
prabes. 

(g) Primer extenslon procedure 

A modilieation reported by Leon et al. (1985) was 
followed in using a specific synthetic oligodeoxy. 
nuclcotide far the large subunit gene as primer far the 
synthesis af cDNA. 

3 

RESULTS 

(a) Nuclcolidc scqucnce of the GOGAT structural 
genes 

The recombinant plesmid pRSP20, which carrieS 
the structural genes far both E. co/i K·12 GOGAT 
subunits, has been previously described (Covar· 
rubias et al., J 980; Lozoya et al., 1980). This 
moleculc was used as the source of DNA far the 
scquencing experiments reponed herc. 

A restriction map of thc 6.3-kb chramosomal 
DNA insert in pRSP20 is shown in Fig. J along with 
thc strategy used to scquence it. DifTcrent M13mp 
derived clones carrying the complete GOGAT genes 
and flanking regians \vere obtained. Universal and 
spccific syntbctic primers were used in the nucleotide 
scquence reactions. These procedures enablcd us to 
efficiently 'walk acrass' the entire DNA fragment 
coding far both GOGAT subunits. 

Examination of aJI possible translation reading 
frames af the sequenced 6.3-kb Hpal-EcoRJ DNA 
fragment (Figs. 1 and 2), identified anly two mejor 
ORFs, each long enough to encade far the relevant 
GOGAT subunit. Thc first ORF (nt positions 
236-4845 in Fig. 2), sbawed two mcthioninc resi­
dues as good candidates for translatian initiation of 
the large subunit (ni positions 301 and 394). Both 
residues are in the same ORF and have good pulativc 
RBS (Stonno et al., 1982). 

The sccond ORF (nt positions 4846-6270 in 
Fig. 2), has a passible translation initiation sitc al thc 
mcthionine residue Jocated al nt positian 4858. This 
nssumptian is also supported by thc presence of a 
possible RBS sequence {nt pasition 4843). 

(b) The N·terminal sequence and M, determinations 
oí thc GOGA T suhunits 

To identify the mature N-tenninal sequcnccs of 
both GOGAT peptidc subunits, a partial protcin 
sequence of the purified enzyme was detennined. 
Based on the amino acid sequencc abtaincd for the 
first N-terminal 20 aa residues far the two subunits, 
we were able to determine that thc mature Jarge 
GOGAT peptide subunit begins with a cysteine 
residue Jocalized al nt position 427 and thc mature 
small subunit at the serine residuc Jocated al nt 
position 4861 (Fig. 2). 
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Fig. t. Rcstriction map oí E. co//OOGAT genes in ptnsmid pRSP20. Pl:ismid pRSP20 is a ColEI dcrivalivc wilh an 8-kb E. c:oll CS520 
chromosomnl DNA lnscrtion al die EcoRJ site (Crivarrubias el al., 1980; Lozoya et al., 1980; Garciarrubio et al., 1983). Only rclcvant 
n:slriction siles are lndicaled. Hcavy arrows indicatc the coding regions íor lhe large and small subunits orthe GOGAT eruyme. Bclow 
these heavy arrows, the sequcncing strategy is shown. Thc M 13 clones uscd are rcprcscntcd by lincs abo ve thc thin arrows. Thcsc arrows 
indlcate lhc dlrcctlon and utcnt ofnuclcotidc scqucncc dctcrminations. Thc arrowtails indicatc thc location ofthc universal or spcclfic 
synthclic primcrs uscd to scqucncc thc corrcsponding strctch of DNA. Thc scalc is in kb. 

Based on these da~ the firsl ORF encades a 
protein of 1514 aa residues, with a predicted Mr of 
(66208, while the second ORF encades a protein of 
471 aa residues with a predicted Mr of 52246. Since 
it has bcen previously reported that the Mr of the 
large E. co/I W GOGAT subunit is 135 000 (Millcr 
and Stadman, 1972), we decided to confirm the M r 
obtained from the nucleotide sequence data. Fig. 3 
shows an SDS-PA gel of purificd E. coll K-12 
GOGAT enzyn1e using E. coli P-galaclosidase and 
RNA polymerase holoenzyme as Mr markers. The 
Mr far the large GOGAT subunit detennined from 
this cxperiment (higher than 155000) is in close 
agreement with that deduced from the nucleotide 
scquence. 

(e) Codon usage for both subunlts 

The analysis oflhe codon usage reveals the follow­
ing features: The codons, CUA (for leucine}, AUA 
(for isolcucine), and CGA/AGA/AGG (for 
arginine), corresponding to weakly intcracting or 
minor tRNAs (Grosjean and Fiers, 1982), occurred 

infrequently or not at ali in both subunits. Jn 
accordance with the general trend far efficiently 
expressed genes in E. coll, the following codons were 
found to predominate: CUG far leucine, GGY far 
glycine, AUY far isoleucine, CCG for proJine, GCG 
for alanine, GAA far glutamate, COY far arginine, 
AAA far lysine, and AAC for asparagine. 

(d) Northern blotting experiments and transcrlp­
Uo1ual shtrl poinl dt:lt:rn1i111ttion 

Two dilTerent nick·translation-labeled 32P probes 
carrying structural regions of the corresponding 
genes for bolh GOGA T subunits were used to detect 
the corresponding mRNA. RNA was purified from 
E. coli strains CS520, PA340 and PA340 carrying 
plasmid pRSP20, grown in NN medium supple­
mented with glucose and NH4 CI (see MATERIALS 

AND METHODS, section f), and transferred to a nitro­
ce11ulose filter. Hybridization using mRNA from 
strains CS520 and PA340[pRSP20] with either of 
thc two probes, rcvealed only a single mRNA tran­
script of approx. 7 .3-kb. When the same experiment 



was done using RNA isolatcd from struin PA340, no 
band \\'as obtaincd (Fig. 4). Thcsc rcsults indicutc 
that, at lcast undcr thesc growth conditions, a largc 
poJycistronic mRNA moJccule is produccd. 

Thc transcription start point for this 7 .3·kb 
mRNA molcculc was dctcrmined by reverse tran· 
scriptasc primer cxtcnsion. Fig. S shows the result of 
such an expcrimcnt, whcrc RNA isolatcd from 
PA340[pRSP20) cells grown on NN mcdium 
supplcmentcd with glucose and 15 mM NH4 Cl, and 
a synthetic oligodcoxynuclcotidc (30 nt) thal hybrid· 
izes al nt positions 473 to 503 (Fig. 2), werc uscd. 
The size of the reverse transcription product was 
325 ± 2 nt. This result located thc transcription start 
point approximately at nt position 178 (Fig. 2). 
When thc same experimcnt was done using RNA 
isolated from the control strain PA340, no band was 
obscrved (Fig. 5). 

(e) Promoter locaHzation and ldentificatlon of 
potentlal transcrlpttonal regulatory sequences 

The nucleotide sequencc_prcceding the DNA that 
codcs for thc N tenninus of thc large subunit was 
scarchcd for similarities to sequences that are well 
conservcd in E. co/i promoters (Hawley and · 
McClurc, 1983). Two possible pramoters wcre 
identificd from consensus consider'ations. One of 
these putaüvc promoters (nt posilion 146-174, 
Fig. 2) is Jocalized immediately befare the transcrip· 
tion start point, as determined by primer extension. 

Other revealing features wcrc obscrved in this 
nucleotide sequence preceding the DNA that codes 
for the N terminus ofthe·Jarge subunil. Two possible 
CRP-cAMP binding siles were detected following 
consensus criteria (deCrombrugghe et al.. 1984) 
(centered at nt positions 152-153 and 239-240, 
respectivety. Fig. 2). A twofold symmetry region was 
also found bcginning at nt position 197 (Fig. 2). 

In addition, the nucleotide sequence starting al nt 
position 178 (Fig. 2) exhibits similarity to thc rmB 
nucleotide sequence that codes for the ribosomal 
RNA leader sequcncc (Gourse et al., 1986). This 
region includes an antitennination sequence (boxA ), 
similar to the consensus rcparted by Olson et al. 
(1984) (Fig. 6). 

Finally, examination of the 3' DNA regían that 
codes for the Jarge subunit revealed a sequencc with 
dyad symmctry (nt positions 4826-4841, Fig. 2). 

s 

DISCUSSION 

Thc complete nucleotide sequcnce of the E. coli 
K·12 GOGAT·coding genes, inc1uding the inter· 
cistranic li.nd the S'· and 3'·flanking rcglons. ha¡ 
becn dctcrmined. Thc first ORF (nt positions 
236-4845, Fig. 2) rcvcaled two methionine residues 
ns gaod candidates for translation initiation. Both 
rcsiducs are preceded by putative RBS. Prescntly, 
we do not know which of these two sites is used. 
However, publishcd evidence suggests that trans· 
Jatian iniliation could occur prcferentially al the 
sccond methianine rcsidue, duc to thc following 
fucts: Gourse et al. (1986) hnvc shown that A or U 
rcsiducs follo\\'Íng thc RBS are favorable for trans· 
lation efficiency in E. coli, whcreas G and to a lesser 
extent C rcsidues are inhibitory to translation. Fur· 
thcrmore, an A rcsiduc at the -2 position enhances 
translation cfficiency (De Bacr et al., 1983). lt has 
nlso been reported that the sequence ACA, as the 
secand codon in the P-galactosidase mRNA, reduces 
translation cfficiency. whereas the sequence UUG 
has an eight-fold increase in translation cfficiency as 
camparcd with ACA (Hui et al .• 1984). In accord­
ance with these data, we propase that the second 
mcthionine residue (nt position 394, Fig. 2), is the 
mast probable translation initiatian site. Never· 
thclcss, we do not rule out the possibility that the first 
mcthionine residuc (nt position 301, Fig. 2), may 
work in certain conditions. Furthermore, several 
cases havc bccn reparted in which the translation of 
onc mRNA could bcgin from two in-frame methia· 
nine residues (Nonnark et al., 1983). 

Bascd on the N·terminal sequence of the two 
subunits of this enzyme, .it was possible to determine 
that the mature large GOGAT subuniL begins with a 
cysteincresidue as indicated in Fig. 2. In accordance 
with thcse data, we propase that thc mature N 
terminus ofthe largc subunit is created by proteolytic 
cleavage of a precursor. whose translation start 
codon corresponds to one of the two suggested 
methionine residues. Usually, the proteins in E. coli 
which are posttranslationally processed have either 
a typical cleavable exporting leader peptide at the N 
terminus, ar are created from a common paJypeptide 
precursor (Oliver et al., 1985; Makaroff et al., 1983). 
However, it has bccn reparted that the mature 
glutaminc phosphoribosylpyrophosphate amido· 
tranS:ferase (EC 2.4.2.14) from B. subtilis. is created 
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GnAN!ACACCTJATCACACTCAGG.u.TT'GACJGtJJCiCl.U.CGAC'nCCC'l'nTAGCCTJ'WCAT.U..U.1'CCATTT1AA~1TTAATWCU.TTn'CCCC'TWúCAC.A 1JCI 

~ -10 !NI-- Boa A 
TITCT'CTACCAAT.U.CCTTGCCA~CTCTA'l'CAIOCTM'CCCGAtMG~TC~GC'1'TTCTGCATCACCAGC~TCATA1TTATGCACT.U.Tl'GAla.Tt':CC 1CO 

• S.D. • - • 
~ATT~'rOCCAAAAGCACAACMOCOGGCGAATC~aT~GCAWCCCGTCGCC.lCC..:iCltte::c:~ccf'GC:GCAQCGCTT'CGC.UGTG JIO 

$.0. 
0 0 

l!!) T a a • a a a A L
0 

1 Y P V a 1 G 1 1E y 
GGCTl'CCCCCAcaA~Tmt'f'CTACGA!'AAA~GGGr..~~TC:CCCCACATAC.U.CGCCU.CCTACCCl.C.U.CC1ACTC CID • 

G • P O 1 L O 8 Y 1 D ~ L Y D a 1 L 1 a D 1 ~ C P G L 1 A a l a· G 1 P 1 1 1 V V 

ccr~T~~TTCTCOCCGATGCi.u..uccGGCGACGG~T'J'ÁCAAM.\CCGCATCGC"M'T1"n'CGCATCCTT 100 
a T A 1 a A L A ~ a 0 a a G A 1 L A D O S T G D G C G L L L O a P D a P P 1 J Y 

~~~IGCICilCClC.U.TA.ÚCA:!"C~~GCTGCCGCACC:oCC~TC~CGll..M:ACC 7JO 
A Q 1 a L A P 1 S a T A Y G a L P L a S D P 1 L A A A A 1 1 1 V & S a L 0 a a T 

'l'TGf'CGA~~WCAA~TCGCCcsc1CCJCICIQCCAC'GCA1TGAGCAAA~GCCCCGGCA~ ''º 
L 1 l Y G a 1 D V P T a 1 G Y L G a l A L 1 a L P 1 l 1 O l P V a A P A G a a P 

CCCGATATGGAGCGCCGiCIQiilATC~GCATTGAAAAGC~GACTT'CtACC'l'CTO'T~~TC'TATAAAGCCTCTCTA 910 
• D • • • • L • l A • • • ¡ • • • L • A D • D • r V e • L • • L V • ¡ T • G e y 

TGCC<lACGGATCTGCCaCG'tT'ftATCTGCi~GTC'!'OCAAt'GGCCA~CCl.GCGCTTCTCCACTAAC...cccTACCCCCCTGGCCGf'(;CCCCA.ACCCT 1010 
e • • ¡ e • y L • G • e G • A • e • A ¡ e L r • o • • • T • T y • • • • • • • • 
"l'CCGCTATC'tCGCGCATAAC~TCÁM:AccA'IQC'CGGTAACCOC'CAA~ACM'ATAMn'CCllJlA~A~CCTGCACGACGCCGCACCC'M'C 12DD 

• A J W a J T Y a • T P • P V T A • C a A a T Y a P O T P L J • D L a D A A P P 

~T'CGATAACA~'l'GCATA'l'CA~~ATrAGTACCACCCCCj:'f'QGC'G""C'~C JJ20 
Y M a T G 8 D 8 • • a D • K L E L L L A G G a D J J a A a a L L V P P A W 0 • • 

OOGGA!'A~AACTCCATGCATA'J'GGA~~~~GACGGTC~GCCn<TAACC'TC'GAC 141410 
• D • D • • L • A • • D • • • • • • • • • D G • A e J V • • D e • • A A e • L D 

C'GT~AC0TC.~TAAOCTCA~A~TTACCA~CCAAGTGC'f'CCAAAAAGGCCGCGTCCGG ISIO 
•• e L •• A • ' V J T • D • L J T e A •• -y G J • D ' o • D • V V •• G • V G 

~'l'GC'nA~A~T'GACGA~CA'f'CCATAiAAACA.GTGGA.~ 1110 
p O a L • Y J D T a • G a J L a 8 A a T D D D L 8 • a a P T a 8 W a S 8 8 V a a 

C!'GGTACCGJ i ¡ P 'G"T'CTGC'CCGA~GMGTGGGT~GC'TrnCAMCAGTTT~ACAGCGCGCAAGAGCTGCACT'CCGTAA!T 1100 
L y p P a D L P D 8 8 V G 8 a 8 L D D D T L A 8 T O 8 O P a Y 8 A 8 8 L D • V J . . 

c:acoTACTGGOCQJIP'P ::IAt 'N;;"t ICGILOI ICQTOCOCGATCATACCCCl.i'fCGCCCJCCiCJCCAO~OCGCATTAnTACC.\CTAC't'T'Ct'OCC"OC• t ¡ i ZCCl.G lf20 
a V L G a a G O 8 A Y O • a G D D T P P A Y L • 8 O P 8 1 J T D f P a 0 0 P A 0 

GTGAi::T~~T'GTTATGTCGCTCGCCACCAc.fA~~CGCACIGOCCAOOCOCACCCft'TMOCftT 10410 
y T • • • J D • L • • • • V • • L • T • 1 G • • • • y , e • T • e o A • • L • • 

AAATCOCCGaTl'CTOCTCTACTCCGA~GCICACCACGA'l'QAAGAGCACCJ.C:.,.ACCGCGCACATACGCTGCA'z;A~AAAACCACGCT'CCAGCGACA JllO 
a 8 p J L L T • D P a Q L T T a a • 8 a Y a A D T L D J T P D Y T a T T L 8 A T 

~CAAA~TGCTACCTAOCGO<:A~TATCGCTAMca.~GG1-n::CAaccCCGATGGCOGrTGCC JJIO 
vaaLCDkA••••••aTVLLVL•D••1A•DaLPVPAP•AVG 

GCGA~~GTTGCGA'i'GCC»CA'i'CA~GCGCCCCCGATCCGCACCACTTCGccc~GCCGCGACGOC'l 14100 
A ¡ o T • L V D o • L • e D A • ¡ J V • T A • • • o , • • , A V L L a • G A T A 

ATl'fATCCATACCTl'GC'CTA~GCCl'CG1AGACACCCATGCGATT0CCwGATTATCCTACCc¡fGATGC'f'C».CT.CcCTA.ACGGCA'%'C'PC""'GGC!'fGTACAAA JSJO 
¡ ' • T L A ' • T L a • L V D T • A J A • D ' • T V • L • ' • • G ¡ • • e L ' • 

ATCATGKW\AAATGGGQTCfCCACCA!'CCCC'fa'r~~GC'GGttGG1'CfACACQf'aATGTA~GGTCAGCCCCATT 21410 
, •••• GJSTJA•r•c••L•••VcL•DDVVGLCPQGAV••• 

~tlCT'TTGM~GC.f.éaA~'l'CTCTCQAACGTCC~GTA.AGCCCA'l'CA~TACGTCCACGGCOGCGMTAC 2710 
e e A • • • o • o o D L L • L • • • A • L A • • • J • o G G L L • T V B e G z ' 
CACOCCTACAACCCGGA~~2'tCt'•GCGc;C~aé..,GCCACTATCAGGAATACOCGAAGCTGGTTAATCWK'GTCCGGCMCCACGC2'GCGGC42' JllO 
a A Y a P D V V a T L O O A V O 8 G S T 8 D T O a Y A a L V a a a P A T T L a a 

~QC'rGGCl•TnCGCCCGGTGAAAA~TTGCt'GAYG1'T'GAAceGGCAAGéCOAACTGTTrAAACGCTT'1GATAC~'!'C'i'C'fA'i'CCGCGCG!TA.AGCCCGGAAGCC JODO 
L L A 1 T P. G S • A V a J A D V a P A 8 S L P a a P D T A A a 8 J G A L • P Z A 

c:AC~GCGATC:A.AQ.c;Q'f'CGOCGGT.U.1-n::ca..a.cTCCGoGTCl.r.~GAAC>.CCCGGCGCGCTACGGCAC~GTGTCGCGCATCAAGCAGGTC;GCTTCC lllO 
• • A L A • A " • • J G e • • • • G a G G ~ o p A • ' G T • • V • • ¡ • o V A • 

~r.cTCCGGCGTA~TGCCGACGTCATl'CkGATTA.U.cTéccccaGGGCccc.u.GCCAccca.u.cccccicacttGCt:GGGTGATAUGTCACGCCTTAC l2410 
caPGVTPAl'LV•ADVIOJ&YAOGA&PGSGGOLPGDaVTPY 

ATCOCCAAACTGCGCTAT'fC~GTGlloCGCl'CATCTCCCCGCCGCeGCACCAéGATATCTACTCTATCGACGACTTAGCGCA~TTM"CGACCTCAAGCAGCTTAACCCG JJIO 
J A. L.'. V. G y T L J • p p p a H D ¡ T. ¡ • o LA o L J • D L a·g V N p 

AA.AGCGATGA't'C'l'CC~'JTfeéGUCCGCCAGTAGGCACCATCGCGACTGGCG'f'CGCAAMGCTTA TGCGG.\CT'tGATCACC..TCGCACGCtA2'GACGCCGGCACCGGCCCA l 411 O 
a A M t 1 V 11 L V S S P G V G T J A T G V A a A l' A D L l T l A G f D G G T G A 

ACTCCCC'ZTTCA'f'CCGT'GAM.2'ACGCA~TCC~cCc.t.cc.GCCGCTQ.GTTGCTMC~CAAGATCCCTTTGCAGCTCGATGGCOOC l,00 
8PL88YllTAGCPWSLGLV8TOQALVANGLasa1aLQYOGG 

CTGAAAACGGG~GATATCA'l'CAA~GA~OOCGCAGAAAGCTT'C~GGCACTGGCcc:GATGC1'GGCGCTCGGCTGiAMTATCTACGTATTTGCCAT<:TGAACMC J720 
L • T G V D l J • A A J L G A • • , G , a T G p " V A L e e • l' L • ¡ e H L M • 

TGCOCAACCGCTGTAGCAACTCACGATGAC..U.CTGCCTA.AGAACCACTATCACCGC~T'fCAACGTGACGMTTA~cmATCCCCCGf'GMACCCGCGAGCTGATGGCA l1410 
e A T a V A T o D D • L • 11 • • y • G L • r • V T H y r • , ¡ A • • T • • L " A 

CAGC'TTGCCGTMCACGTC'J'GGTGGJ\~T't'G(¡TCGCACCGA~GAGCTCc.o.CCGTTTCACCGCCMACAGCAGM~GCT1;TCGMGCTGCTGQ.\GACTGCCGAA ll'O 
o L e V T • L V D L ¡ G • T D L L • • L D G r T A • o o • L A L 8 • L L • T A • 

CCGCAT'CUC(;TMGGCACTCTACTGCAC(:GM.MCAACCCGCCGTt"TGA2'MC~CGCGCACiTTGCTGCMCAGGCGAJ.i.ccCT1'TOTCGAT'GAGCGCCAGAGCAAA.ACC 41010 
P M P G a A L Y C T a H a P P P O H G L L N A O L L 0 O A 11 P P V D S a Q S X T 

~GATAftCGCAACACCGACCG~CGCGCCTCGCTl'T(:AGGC'TATArécccc..u.GAcGCAcGGCGATCA~GCCGA'i'CCTATCAAAGCGTACTTCAACGGC 41200 
• w r D J • H T o • s V e A • L s G y J A o D A • • • G L A A D p J • A ' , N e 

ACCGCAGGC<:Aca.CCTTC&GCGTCTi:;GMC:ccoocccccln"CGMCTGTACCTGACCGCi-GATGCCAAcGACTATGTCGGTMAGGCtt-Gcca.ccc:GGC'M'MTCGCCATTCGTCC'i'CCG 41320 
TA G Q •• a V". A G G V 1: L y L 2' o DAN o y·y G. G" A Ge L 1 A¡. p p 
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Gn'GGTTCCCCCTTCCGCAGCCATGAAGCi.AGCAnATCGOCAACACCTGCC'TCTATCOGé:GCGACCGGTGGTCGTCTGTATGCCGCAGCécGCGCGCGTCMCCTTTCGGCGTGCCTU..C 4440 
V G • A • • • • • " • l 1 a • '1' e L y G " T G G • L y " " " • " • • • • G y • • 

'l'CCGCTGC'TATCACCQTGC'rAGAACGCATiGGCCACAACGGTl'GT'GAATATATCACGGGiccTATCGTCTGCATTCTGCCTMAACCCGécnu.cncc.oTGCGCGCATGACCCGCCGT 45•0 
• o A l T V y • o l Q D • G e • y • T o G l y e 1, L G • T o y • , G " G " ,. G o 

Tl'CGCTTACaTTCTCCATGAAAGCCGCCAiTTccGCU.AeocGT1'.U.CCCGau.CTGGTéCAGGteTTAAGCCTTGACGCTCTCGCCATécATC.U.GAGCATCTGCGTGGTCTTATCACC '''º 
P A Y Y L D a 1 O D P a S a Y • P a L V & \1 L 8 \1 D A L A 1 M S a K L a O L l T 

GACCATGTCCAGCATACCGCCTCTCAGCc:CGGTCMCACAttcTGGCCAACTGGTCAAcCn-cGCCACTAAATr'TGCGCTGCTTWcci.ucTCcAGTCATGTAAMGCAC'l~T 410'0 
a• Y Q • T G 1 0 ll O a & l_.h.D! • • 1 T P A Ta PAL V ll P 11 a 1 D \1 11 AL LO 

CACCCTAGTCGTAGCGCAGCTGAG"1ocGCG:fuCAGGCGCAGTAAGGGCTACC.UCAA.I{¡AcTCAG.UTGTTTATCAATTTATCCACcroc.GCc:ccTf'CATCCGCCWCMACCGCTG ,,20 
• a S • 1 A AS La \1 0 A Q DID l!!JCI) O 11 V Y 0 P l D L 0 a Y D P P ll l. P L 

AACATCCCCAAAATTGAC'l'TTG1'TGAAATiorAcCAGCCCTl'TfCCC.UGCCAGCCCAAAácGCAGCCTCACCGC'f'GCCTCTCGTGCGGCi.AAccCATACT«CAGTGGAMTGCCCGGTA 'º'º 
a 1 a a 1 a r v a 1 Y a r r a a A a r a a a L T • A e a·A • • r y e 1 • a e r v 

CACAAC'TACATCCCCAACTGCCTCAAGCT"é:GCCAACCAGCGGCGTATTM'TGAA~TCGCACCACACCIUICACC:CTGCCGGM.CTTTGCGCll.CCACTCTGCCCCCA.AGAC 5160 
• .. 'I 1 • • .. L l L A • • G • 1 , • A A 1 L • IS Q T 11 T L • & y e G • y e • o D 

CGTCTC'TGCGAAGGTJ'CCTl)CACTCTGAAéGATCAC1TTGGCGCGGTCACCA7'CGGCAAéATTAAGCGC1'ATATCAACCATA.AAGCCT'!"éCACATGGGC:TGGCCTCCGCll.TATCTCTGGT 5210 
llLCSGSCTl.llDSFQAYTlGMJ&JIYl•DaAr&MGtta•DMSG 

CTCAll.ACACACCGGTM.AAAACTGCCGATi-ATCGGCGCAGGCCCGGCAGGTCTGGCGTGiGCGGA.TCTCCTCACGCCTAACGGCCTAAAiGCCCTTTGCTTCCACCCTCATCCAGM.ATT 5tOO 
YlQTGXllYAl1GAG•AGLACADYLTltllGYXAYCPDltHP&l 

GGCGGCC'TGCTGACCTl'CCGTATTCC~CC'1'GGA.U.AACACCTAATCACGCCTcccccTGAAATCTTCACCGCCATGGGTA~TTC,.,.,.,CTCAA'JACCCMG'JCGCCCGC 5520 
GGl.LTrc1•ara&.aaav111T••••1rTGMGJlFXLMT&VGlt 

CACGTACAGCTGGACCA TCTCCTCACTCAiTACCATCCCGTC'l"TCCTTGGC~ATCACTCAATCCGCGGCGCGCTGCAAAAéCAAClACGCCGATGGCTGTACGCAGCCCTGC 5 6 t O 
DYQLDDLLID'lDAYFLGYGTYQSMltGGl.S•&DADGCTQlllC 

CG'l"TCCTCATCGCCAACACCAAACAGCTTÁll.TCGGCTTTCGTCAAACCCGCGACC.U.CCéTTCCTCAGCATGGll.ACGCll.AACGCGTGGTiaTCCT1'GCCGC1'(;(lCCACACTGCCATGGAC 5760 
• s s s p T p " s L .. G r G • T 111 D • • r V s " E G • • y y y L G G G D T A " D 

TGCGT'GCGTACGTCCGTGCGCCAGGGAGCéA.ACGACCTTACCTCT'CCCTATCGTCCTCA.fcuCAGAACATCCCCGGTTCCCGCCGCcMGTGAAMAcGCCCCGGAAGAAGCCCTAGAG 5110 
e y • T a y 111 Q G A • D y T e A 'I • 111 D a • .. .. • G • • • a y • • A • & • o y & 

Tf'CAAATTCAACGTCCAGCCGCT'GGGTATÍ'GAAGTC.U.CGCTAACCGCAAAGTCAccccCGTAAA.U.TOGTGCGTACCGAAll.TCGGCGAÁ.cccGACGCAUGGCGTCGCCGCGCCGAGAT 'ºªº 
r • r " y Q • L G 1 • y • a • G • V • G V • .. V • T • " G & • D A • A • • • G D 

cattGCACGTTCCGAACATATCC.U.CCGCéACATGCCGTGATCATGGC'GTTTGCTrtCGica.CACAACATGGAATG.GCTGGCAAA.ACAé:AccGTCGAGCTGGA~CA.AGGCCGCATC '' 20 
aca.raTYJITGllCGDKGYttr•PHNM&WLAIHSV&LDSQCJtJ 

ATCGCC<.CCGAAGGCACCCACAACGCcT'T'ée.t.GACCAGCMCCCCAAAATCTn'liC1'GGC:cccCATATCCTCCCTGGTTCCCATCTGCÑGTCAccGCTAT1'GCCCAACGTCGTAAGGCG •2•0 
1 A •• G. D •.• r Q T •• r. 1 r A G G D 1 V. G a D L y y TA 1 "' & G •• A 

GCaGACGGTATTATGAACTGGCTGGA.AGTM'A.AGCCACGTAACAATGA.11.TTC 
ADGlMllWl.EYEND 

Fig. 2. Nucleotlde aequence oí a 6.3-kb Jlpal-EcoRI E. coll K-12 DNA íragment cloned in pRSP20. The scqucncc comprises thc codina 
rcgions for thc largc and small GOGAT subunlts and their S'- and 3'-0anking rcgions (sec Fig. 1). Thc DNA rcgion anatyzcd also 
contalns thc idcntified transcriptional stnrt point (wavy arrow, nt position 178) and its correspondin8 prometer with the -10 lllld -35 
rcgions ovcrlincd. A palindromic scquencc ccntercd 30 bp af\er tbc transcrlptlonnl start point Is lndlcatcd by racins arrows. Partlalty 
ovcrlappins thc palindromic scquencc, thcrc is 11 scqucncc similar to thc boxA antitcrminator conscnsus sequence (scc Fi¡. 6). Hypothctic 
ROS are overscorcd and lndicatcd by S.D. Thc large subunit gene has two posslble translation lnltlatlon mcthlonlnc rcslducs (boxcd, 
nt positlons 301 and 394) wilh corrcsponding RBS, separatcd by 30 aa rcsldues. Thc maturc N tennlni (nt posltions 427 and 4861) 
rcsidues for the two aubunits nrc circled. Stop codons for both subunits are indicatcd by 'END'. 

aftcr posttranslational processing. In lhis cnzymc. 
an 11-aa peptide leader is removed and a cystCine 
residue is exposed as the N terminus. Furthermore, 
this residue has beco in volved in this enzymc, as part 
ofthe glutaminc binding site (Makarolfet al., 1983; 
Vollmer et al., 1983). 

Based on the same protein sequence results, the 
mature small GOGAT subunit was shown to start 
with a serine residue (Fig. 2). This rcsult suggcsts 
that the preceding methionine residue (nt position 
4846, Fig. 2) is the translational start site for this 
subunit and that this residue is posttranslationalty 
removed. 

The reported estimated Mrs for the E. coli W 
GOGAT subunits are 135000 and 53000 (Miller 

and Stadman, 1972). The M, for thc E. col/ K-12 
small subunit deduced from the nucleotide scquence 
is in good agrcement with the reported one. How .. 
ever, in E. coli K-12 the first ORF codes for a protein 
of largcr Mr than the one reported for the E. coll W 
large subunit. We confirmed the Mr obtained from 
the nucleotide sequence by comparing the mobility of 
the large GOGAT subunit with other proteins or 
known Mr in an SDS-PA gel. Therefore, we believe 
that the M, for the E. coll K-12 largc GOGAT sub­
unit, as prcdicted by the nucleotide scquence, is 
166 208, similar to that for the large GOGAT subunit 
of Klebsie/la aerogenes (Trolla et al., 1974). 

The analysis of the nucleotide sequence located at 
the 5' position of tbe gene that codes far the Jarge 
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Fig.3. Mrvaluc dctcrmination or thc GOGAT subunits by 
SDS-PA ¡el clcctrophorc1is. Two or threc p& or cacb samplc 
wcrc toadcd into a 0.1 ~ SDS-11 % polyac:rylwnldc gel. Lancs: 
A,E. coltP.¡alacto1ida1c;B,purificdOOGATcnzymc¡ C. E. coli 
RNA polymcruc. Sizcs are indicatcd on thc right margln in kDa. 

subunit revealed lwo putative promoters based on 
consensos parameters (Hawley and McClure, 1983). 
lbe extension experiments localized the transcrip. 
tional start point at nt position 178. Inspection ofthc 
nucleotide sequence upstream from this start point 
revcaled that the functional prometer, for the condi­
tions uscd, is one of the two putative promoters 
identilied by consensos comparison. This prometer 
has a -35 scquence whic..h is identical in five out of 
six positions to the conscnsus sequence. The -10 
sequence has threc identitics to the consensus 
sequcncc. Thc distance between the proposed -35 
and -10 regions is 17 bp which is the optimum for 
promoter acUvity (Hawley and McClure, 1983). A 
DNAregionwithahighA + Tcontent(65%)isalso 
present preceding this prometer. A + T-rich regions 
have been observed preceding various prokaryotic 

1 2 3 

-ns 

~ 
' ' -ns 

-11s 

Fig. 4. Northcm blot anal y sis ofGOGAT transcripts. RNA was 
isolatcd as dcscribcd in MATERIALS AND ~IETHODS, 
scction f. Samplcs of total RNA (lO IJB) from strains CS520, 
PA340 and PA340[pRSP20) wcrc subjcctcd to clcctrophorcSiS In 
a 1.5% agarosc 22 M formaldch)'dc ¡el, RNA was transfcrrcd 
to nitroccllulosc and hybridizcd with an EcoRJ-EcoRI probc 
corrcspondlng to thc small subunit gene (ni positions 5495-6289, 
Fig. 1), Hybridizatlon using a Bglll·Prull probc Jocatcd in thc 
hugc subunit gene (nt posltions 1697-4823, Fig. 1) gavc thc samc 
rcsults (not shown). Thc probcs wcrc labclcd with lcr-12PJdCTP 
by nick translation. Lancs: 1, RNA from straln CS520 grown In 
NN mcdium wlth 15 mM NH,.O; 2, RNA from strain CS520 
grown in NN mcdium with 0.5 mM NH,.Cl; 3, RNA from strain 
•iA340 i;rown in NN mcdium with 0.5 mM NH4CI. Thc same 
rcsults as in CSS20 wcrc obtaincd using RNA from straln 
PA340[pRSP20J (not shown). RNA sitc markcrs used werc rat 
28S (S.5 kb) and IBS (21 kb)rRNA and E. coli 23S (3.1 kb) and 
l6S (1.5 kb) rRNA. The bands abovc 28S rRNA In lancs 1 and 
2, are 5pccific GOGAT transcripts ofapprox. 7.3 kb. 

promotcrs (Vollenweider et al., 1979). We also iden­
tificd a putative CRP-cAMP binding sitc overlapping 
the -35 rcgion of this functional prometer (de· 
Crombrugghe et al., 1984). This finding agrees well 
with earlier reports which showed that thc produc­
Uoo oí GOGAT is negatively controlled by CRP· 
cAMP (Prusiner et al., 1972). It is importanl to no­
tice thnt in sorne genes, negatively controlled by 
CRP-cAMP, this binding domain similarly overlaps 
the -35 promotor regioo (deCrombrugghe et al., 



1 2 

Flg. S. Transcriptional start point mapping. Thc transcriptional 
1tart point was mappcd using a modification oíthc protocol ror 
primer cxtcnsion rcportcd by Lebn et al. (1985). SO pg oí total 
RNA from atraln PA340 or PA340[pRSP20J was mbcd with 1 
pmol or 15' -'2P)oligodcoxynuclcotidc primer (JO.mcr) which is 
comptcmcntary to thc rcgion at nt positions 473-502 (Fig. 2). 
Thc mbturc was dcnaturcd at too•c for S mln in 8.7 mM 
Tria· Ha {pH 8.3)-0.35 mM EDTA and chillcd on dry ice. 
Primcr·RNA hybridizations wcrc incubated at 43°C for 3 h. 
Synthcsls of cDNA wns carricd out in 52 mM Tris• HO (pH 8.3), 
10.4 mM MaO:;u 4.2 mM dlthiothrcitol, 1 mM cach dATP, 
dCTP, dGTP, and dlTP, and 30 units of revene transcriptasc 
in a final volumc of30 pi and incubatcd far 1hat43ºC. RNA 
was dcgradcd with 1 pi of an RNasc A 1olulion (1 mgfml}, for 
1 h at 37ºC. Af\cr phcnol cxtraction and ethanol prccipitation, 
the (:DNA was resuspendcd in 3 pi ofwatcr and 6µ1 ofstop mix 
(95% fonnamidc,0.02% xylcnc cyanol and 0.02% bromophcnol 
bluc). The reverse transcribcd material was clectrophorcscd 
throu¡h a 5% PA-8 M urca gel. Thc extended product is 
lndicatcd by an anow. The extcoslon expcrimcnts wcrc pcr­
rormcd u1lng RNA from thc E. coll K-12 strains PA340 (Jane 1), 
and PA340(pRSP20} (lane 2). Thc nuclcotlde sequcnce products 
ofM13mplB phagc DNA(G, A, T,C), wcre uscd asMr markcrs. 

+1 
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1984). In addition, wc also idcntificd a rcgion ofdyad 
symmctry, suggcsting an 'opcrator-Jike' structure (nt 
positions 197-215, Fig. 2). \Ve \\'ould likc to spccu­
latc that this structurc could iníluencc the tran­
scription of thc GOGAT genes undcr ccrtain meta, 
bolic conditions. 

An additional feature found by nucleotide se- · 
qucnce analysis was the presence of a putativc anti­
tcrminator boxA-likc sequcnce. This sequencc is part 
of thc GOGAT lcadcr mRNA lranscripl. In E. co/I 
this sequence has been found al thc samc position in 
several polycistronic transcripts, c.g. thc rmB 
operon, and it has bcen conclusively demonstratcd, 
for phage N-nut system, that it is part of an anti­
tennination mechanism (Olson et al., 1984; Hasan 
and Szybalski, 1986a,b). As shown in Fig. 61 thc 
similarity between the rrnB and GOGAT mRNA 
leaders around the boxA. flanking regions, is high. 
However, at the present time, we do not have any 
physiologicaJ support for an antitermination event in 
GOGAT. Nevertheless, such a mechanism could be 
involved as part of a cellular strategy to avoid 
fortuitous and premature transcription termination 
cvcnts {Olson et al., 1984; Szybalski el al., 1987). 

The anaJysis ofthe intercistronic DNA region, and 
also of !he end of thc largc GOGAT gene, revealed 
other interesting fcatures. The observation that thc 
TAA termination codon for the largc subunit ovcr· 
laps the potential RBS ofthe small GOGAT subunil, 
and lhat there is a clase proximity betwecn the 
translational termination codon of thc Iargc subunit 
and thc iniliation codon of the small subunit, sug­
gests that both genes could be translationalJy 
coupled. TranslationaJ coupling in E. coli has bcen 
previously rcported for varlous opcrons such as the 
tryplophan (OppenheiÍn and Yanofsky, 1980), 
galactose (Schumperli el al., 1982), and ribosomal 
prolein operons ('Xates and Nomura, 1981). 

Box A 
rrnB 5°-CCCCGCGCCGCTGAGAAAAAGC GAAGCGGCA CTGCTCTTTAACAATTTAT CAGACAATCT ... 3° 

GOGAT 
****** *** * * *** ****** * * ****** *** *** 

5°-ATCCGCTG GAAGCTTTCTGGATGAGCAGCCTGCTCATCAT. ATTTATGCAG TAATTG ..• 3° 
+l 

Fig. 6. Comparison bctwccn thc transcript leadcr rcgion oíthe E. t:oll rrnB operan (uppcr scqucncc) and thc untranslatcd lcadcr rcgion 
ofthe E. col/ GOGAT mRNA (lowcr scquencc). Jdcntitics are indicatcd by asterisks. To ma.ximi.te alignmcnt, gaps wcre introduccd. 
The transeriptiooal start points are indicatcd by + I; thc bo.xA antitcrminator-rclated scqucncc is indicatcd abovc thc rmB lcadcr. Thc 
boxA íor phagc A i1 CGCTCITA (Olson et al., 1984). 
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Although thc lranslational coup1ing mcchanism of 
two adjaccnl genes is poorly undcrstood al prcscnt, 
il is thought thal thc clase proximity of ovcrlapping 
translationaJ tcrmination and initiation codons en­
surcs thc coordinatcd cxprcssion of genes with 
rclatcd functions (Oppenhcim and Yanofsky, 1980). 

lt is also important to notice that the distance 
bctwcen the termination codon T AA for thc large 
subunit and the translationa1 start point ofthc small 
subunit is 12 nt. One could spcculate that if a point 
mutation abo1ished this stop codon, it might be 
possible to obtain a fusion protein of approx. 218 
kDa. This obscrvation is intcrcsting from an cvolu· 
tionacy poinl ofvicw, sincc in N. crassa and in sorne 
plants it has bccn shown that the GOGAT enzyme 
consisls of a single polypeptide of approx. 220 kDa 
(Hummelt and Mora, 1980), 
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Abatract. The amino acid sequence for the two subunits of the 

clutamate synthase oC Escherichia coli K-12 waa compared to the 

protein sequences compiled in the National Siomedical Research 

Foundation databank. Similarities were detected between the small 

clutamate eynthase eubunit and three members 

containinc pyridine nucleotide-disulphide 

auperCamily, and also with three members 

of the flavin­

oxidoreductase 

of a lacta te 

dehydrocenase family. Two segmenta in this clutamate synthase 

subunit showed similaritY to recions previously proposed as part 

of dinucleotide bindinc sites in some members of these two 

families. Similarity can be extended if the predicted eecondary 

atructure is considered. Baaed on these data, reaidues 148-260 

and 289-409 in the small GOGAT aubunit · are proposed as 

dinucleotide bindinc regions. 

Comparison of the amino acid sequence of the larce clutamate 

aynthase aubunit with the clutamine 

phosphoribosylamine:pyrophoaphate phosphoriboayltranaferaaes of 

~. aubtili• and g. col! revealed a significant similarity between 

the amino termini of theae three enzymes. rn these last _two 

amidotranaferases, the clutamine-bindin& aite has been located in 

their amino-terminal recion. The comparison with a aecond croup 

of clutamine amidotransferases did not show any significant 

clobal similarity with the larce glutamate synthase aubunit. 

However, thia polypeptide contains a small aecment that &harea 

similerity with a 13 amino acid aegment proposed as part of the 

clutamine-bindinc aite in this second croup of amidotranaferaaea. 



Jntroduct1on !!"O 

Olutamate synthase (OOOAT) (L-glutam1ne: alpha-ket8i1utarate 

aminotransrerase <reduced NADP+ ox1d1z1ng), 

catalyzes the reaction: 

L-slutamine + alpha-ketoglutarate + NADPH + H+ ---- > 2 L'~i:lutamate 

+ NADP+ (Reaction A) 

It has been demonstrated that OOGAT also catalyzes an r · ammonia-

dependent synthes1s of glutamate: '· 

NH: + alpha-ketoglutarate + NADPH + tt+---- > L-glutamate'~+ -NADP+ 

(Reaction B) 

However, th1s activ1ty representa only 5-7'1. Of the chitamine­

dependent act1vity (Reaction ·A). Apparently, th1s relict·1on is 

very similar. to the one catalyzed by the 

slutamate dehydrogenaae (ODH) [1). 

NADPH:dependent 
:..: : -.; 

OOOAT is present in several.biolosical taxa, 1ncludini<tiacter1a 

[2), alcae [3), fung1 [4), and higher planta ·'c·sJ. In 

enterobacteria,'growth under conditions of nitrogan limit1ltion is 

accompl1shed by the coupl1nc of Reaction A to the ATP~dependent 

ayntheais of glutamine from ammonia and slutamate catii!-yzed by 

slutamine synthetase [2). 

The OOOAT enzyme is a complex system. In ~- coli K~~'2 thia 



enzy11e is composed of two subunits with 

kDa (1514 aa) and 52 kDa (417 aa) for 

Hr of approximately 166 

the larce and small 

subunits respectively [6]. These subunits are isolated !!! ~as 

an alpha'f 

OOGAT 

beta~ subunit structure of approximately 800 kDa [7]. 

is an iron-sulfur flavoprotein [8]. Sedimentation 

velocity studies suggested that the iron-sulfide and flavin 

prosthetic groups are located on the large subunit [7]. These 

croups are required f or the glutamine-dependent 

synthesis [9]. 

&luta11ate 

Biochemical studies using a chloroketone analog of glutamine, 

have demonstrated that this reagent binds only to a cysteine 

residue in the large subunit, causing the inhibition of the 

clutamine-dependent activity of the enzyme (Reaction A), while 

ita ammonia-dependent activity (Reaction B), remains unaltered 

[7' 9]. 

Previous reporta have established similarities and differences 

between OOGAT and other glutamine amidotransferases [1, 7, 9, 

10]. Like these enzymes, OOGAT has a clutaminase activity, andas 

mentioned above, it can utilize ammonia instead of clutamine for 

the synthesis of glutamic acid [9]. Hain differences are the 

presence of iro.n-sulfur and flavin croups and the bindinc of' 

clutamine to the larce subunit in GOGAT. 

-We have recently determined the complete nucleotide sequence of' 

the OOGAT structural &enes from Escherichia !<21! K-12 [6]. The 

deduce<! amino acid sequences for both subunits allowed a 

syatematic comparison study with protein sequences compiled in 

the National Biomedical Research Foundation databank. This is, as 



far as we know, the first reported comparison of the amino acid 

sequence of e clutamate.synthase enzyme with a protein sequence 

databank. Thia atudy has allowed us to assicn putative functiona 

to certain specific segmenta 1n both GOGAT subunits, and alao to 

ident1fy possible relationships with some proteins whoae 

aequences are coapiled in the databank. 



Hater1al• and •ethod• 

Prote1n sequence compar1sons were carr1e<f out us1nc a VAX 11/780 

co•puter, w1th the VAX/VHS system. The amino acid sequence oC 

each GOGAT subunit was comparad to the Nat1onal Biomedical 

Research Foundat1on databank ralease 10.0, in1tially usinc the 

FASTP program (11). In order to Cind Curther relationships, the 

sequences with the hichest seores were also analyzed with the 

RELATE or ALIGN programs (12) using the mutational data matrix 

(13). To determine the statistical signiCicance oc these'studies, 

so random sequences, with the same amino acid composition as one 

oc the sequences studied, were cenerated and compared. Secondary 

structure analysis was perCormed usinc the method proposed by 

Chou and Fasman (14, 15). 



Rssult• and discu••ion 

Databank comparisons 

The amino acid sequence of each GOGAT subunit was compared with 

the National Biomedical Research Foundation databank, using the 

FASTP program [11]. We further analyzed the proteins exhibiting 

the best 30 seores With respect to each of the two subunits. Sorne 

of the protein segments chosen by the FASTP program were 

cluatered at apecific GOGAT regions, suggeating the existence of 

apecif ic segmenta that may have a common function amone these 

proteins. 

Specific protein domains from several dinucleotide-binding 

enzymes showed aimilaritY to two specific regions located in the 

small GOGAT subunit. Fig. 1 shows the location of these recions, 

designated as e and E (Fig. 1). 

General analYsis g! aimilarities 

Further analysis was carried out with the RELATE program since 

the FASTP procram finds only the recion with the higheat 

aimilarity between two protein sequences, and the statistical 

sicnificance of.· sueh aimil~rities is not obtained. we also 

ineluded in this analysis the sequences of several proteins that 

share some functions with GOGAT, althouch they were not selected 

by the previous FASTP search. 

AnalYBis gf similarities between the small GOGAT subunit !!nsa 

proteins obtained l!:2l!! ~ FASTP analYsis 



A sequence eomparison was performed usinc the ALIGN and RELATE 

programa. The ALIGN analysis did not reveal any global 

stat1st1eally s1gn1f1cant s1m1lar1ty between the small GOGAT 

subunit and the various enzymes obtained with the FASTP analysis. 

However, Crom the RELATE analysis, three members or the 

flav1n-conta1n1ng pyridine nucleot1de-d1aulphide oxidoreductaaes 

superfamily (16] and three proteins from a lactate dehydrogenase 

family (17, 18, 19], showed stat1st1callY s1gn1f1cant seores 

(acore > 3 SD) 

Table J:l • f;. 

when comparad with the small GOGAT subunit 

.!<!!!! GDH, which was not found with the 

(see 

FASTP 

pro~ram, was aleo analyzed eince it catalyzes a reaction similar 

to the one 1dent1fied for the small GOGAT subunit (Reaction Bl 

[1). This last comparison produced a score of 2.23 SD. The 

parameters used with the RELATE program allowed the comparison of 

specific segmenta from these proteins. Thus, the seores obtained 

ind.1cate local not global similarities. 

This RELATE analysia also revealed that several segmenta in the 

enzymes that obtained seores higher than 3 SD, were similar to 

two separated reaions in the small GOGAT subunit. one oí these 

recions, position 148-178 (secment "e"), is located in cluster e 

and was orig1nally detected with the FASTP program. The other 

recion, not previoUsly .d~tec~ed, was localized at position 289-

319 (aes:ment .. d"), cluster D, F~g. 1. From this analysia we alao 

found that the two proteins represented in cluster E have other 

segmenta· that share a1milar1ty to regions present in clusters e 

and D, as indicated in Fic; 1. 

Table II shows an alignment of segmenta (identified as part of 

the dinucleotide-binding domainsl of the enzymes from clusters e 



and D , w1th see:ments "c" and "d" from the smell OOGAT subunit. 

The primary sequence similarity led us to search for secondary 

structure s1milarit1es between these regions, s1nce several 

d1nucleot1de-b1ndinc domains possess common structural features. 

(20, 21]. We used the secondary structure prediction method 

proposed by chou and Fasman (14, 15] to generate the prediction 

profile shown on F1g. 2. Both GOGAT segments "e" end "d" 

display a potential beta-alpha-beta structure, which is preaent 

as part of the dinucleotide binding domain in several 

Following this . region, the prediction profile 

proteins. 

•howa an 

alternation" of alpha and beta segments and no recions of random 

coil. These predicted atructural features are similar to those 

described by Rossmann et al. (20] and Wootton [21], as part of a 

dinucleotide bindinc fold. These data indicated that in the 

small OOGAT subunit, segments "e" and "d" share s1milar1ty 

between them. This. is the reason why all protein segments present 

in cluster e are also members of cluster D. 

Furthermore, certain features in the beta-alpha-beta 

structural motif of some dinucleotide binding enzymes [22], are 

present in the~e two GOGAT secments (see Table 11): 

1.-The conserved sequence GlY-X-Gly-X-X-GlY is found in secment 

"e", posi ti.on 153-158 and piirtially conserved in ses:ment "d", 

position 294-299. 

2. -In segment "e", four of the six hydrophobic residuea expected 

are present in the positions equivalent to the hydrophobic core 

of the beta-alpha-beta unit. In aegment "d", f'our hydrophobic 

residues are found in the equivalent positions. The expected 



P.os1t1ons for these hydrophob1c residues are 1ndicated 1n Table 

II below the aligned aequences with a letter "Hº. 

3.-At the C-terminus or the second beta sheet recion, a 

necatively char&ed residue 1s expected 1n the case of the NAD or 

FAD-b1nd1n& beta-alpha-beta units. An aspartic acid res1due is 

f'ound in segment "e" (position 176). 

4.-An hydroph111c res1due, at the beg1nn1n& of the pred1cted 

f1rst beta sheet region,, is present in segment ''e" (lysine, 

pos1t1on 148) and 1n "d" Car&inine, position 289). 

J rn the case of' several d~hydrogenases, an arginine residue 

j 

j 
1 
J 

located 1mmed1ately after an acidic one at the carboxyl terminua 

of the second beta sheet, has been implicated in the interaction 

with the phosphate group of the NADP cofactor, (16, 23]. An 

ar&inine res1due located immediately a e ter an aspartic a cid 

res1due (position 178) 1s present 1n the second beta sheet in 

segment .. e" 1.n the small GOGAT subunit (Table 11). 

These cons1derat1ons lead us to propose that segments "e" and 

J "d" have ei.milar aequence and atructural f'eatures to the beta­

alpha-beta un1t that has been def1ned by three-d1mens1onal 

J structure analys1a as a component of the d1nucleot1de-b1nd1nc 

l 
J 

domein c20, 

conaervati.on 

22]. se¡:ment "e" 

for theae features 

shows a higher decree o! 

so 1t 1s the most probable 

·¡ d1nucleot1de-bind1ng recion in ·the small GOGAT subun1 t. 

A co11111on or1&1n has been proposed Cor the mononucleot1de 

b1nd1ng fold present 1n var1ous proteins. A dupl1cat1on o! th1a 

structural domain could have generated the dinucleotide b1nd1n& 

aot1f (24). It has also been proposed that certsin proteins have 

been aasembled by the fusion o! structural modules with apec1f1c 



f"unctions [25]. The dinucleotide binding regions in the 

slutathione reductase enzyme, a member of" the f"lavin-containinc 

pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase family, were 

apparently originated by gene duplication. Divergence between 

these two sites could allow the recognition of FAD by one site 

and of" NADP by the other [26]. Although the small GOGAT subunit 

did not yield a statistically significant score when it was 

compared to the clutathione reductase (2.42 SO), it did with 

three other members of the f"lavin-containing pyridine nucleotide­

disulphide oxidoreductase auperf"amilY (Table I). Two of them, 

lipoamide dehydrogenase and mercuric reductase, contain two 

dinucleotide binding f"olds. The present data could suggest gene 

duplication or fusion as the cause f or the two dinucleotide 

bindinc recions in the small GOGAT subunit. Another posaible 

origin could be divergence f"rom a protein that already possesses 

two dinucleotide bindinc sitea, perhaps an ancestral protein 

related to the enzymes presented·in Table I. This last hypotheais 

is supported by the fact that all those enzymes, includinc the 

amall GOGAT subunit, 

similarity between 

have a Hr around 51 kDa. Also, the sequence 

secments .. e" and "d", is not sign1f1cantly 

hicher than the siailarity between either of" these two reciona 

and any of" the t>eta-alpha-beta f"olds presented in Table II (data 

not ahown>. 

The existence of" two possible dinucleotide-binding sitas has 

alao been proposed f"or the tt. crassa and bovine GDHs _[21]. Both 

domains of" tt. crassa GDH seem to be important f"or dinucleotide 

bindinc, although only one exhibits the general characteristics 



oc auch a a1te [22]. We have previously [27] reported aimilaritY 

between GDH amino acid segments Crom diCCerent sources includinc 

the two proposed nucleotide binding domains Cor ~- crassa and 

bovine GDHs. IC the small GOGAT subunit employs a similar 

mechanism Cor dinucleotide binding, then both regiona could be 

required, even thouch the second domain (segment "d") is lesa 

conaerved than the f'irst one (segment "e"). 

Furthermore, Rendina and Orme-Johnson [28] have reported an !!l 

l!!.E:2 activation oc GOGAT by NADP+ at low levels oc alpha­

ketoclutarate. This activation results Crom lowering the Km Cor 

alpha-ketoclutarate and, as proposed by the authora, micht 

involve the binding oc NADP+ to a diCCerent site Crom the one Cor 

NADPH. ThereCore, the less conserved dinucleotide bindinc site in 

the small GOGAT subunit eould play a role in the modulation oC 

the enzyme activity. 

·eased on similarities in catalytic properties and Hr between 

GDH and the small GOGAT aubunit from ~. co1i, there has been 

apeculation about a relationship between them. However, Mlntsl1K 

and Zalkin [1], usinc microcomplement Cixation techniques and 

double antibody precipitation, were not able to detect 

relatedness between these enzymes. A comparison of the primary 

aequenee of these proteins with the RELATE procram, usins the 

mutational data matrix, produced a acore (2.23 SD) which does not 

clearly suppcrt a possible relationship. However, it is important 

to remark, that the NADpH-binding interaction in the E· coli GDH 

probablY involves two recions (unpublished observations), and the 

•••11 GOGAT aubunit has two possible dinucleotide -bindinc 

recions. Th1s sim11arity might be the reason why the RELATE acore 



is higher than most of the seores obteined from e rendom 

compar1son. Neverthelees, the similarity is apparently not 

surricient to be detected by 1mmunolog1cal methods. 

AnalYsis fil. similarities between the large GOGAT subunit and 

the glutamine binding subunit oC several glutamine 

amidotransCerases 

A comparison of the protein sequences obtained from the FASTP 

search with the large GOGAT subunit wes made using the RELA'fE and 

AL ION programs. This analysis did not yield any global 

statistically significant score for any case (data not shown). 

Nevertheless, the large GOGAT subunit and the glutamine bindinc 

subunit of several glutamine amidotransferases Cthat did not 

appear in the FASTP analysis) ha ve certain common 

.characteristics: the existence of a glutaminese activity and the 

presence or a cysteine residue reactive to glutamine analogs 

[29]. In order to find out if these common features could be 

reflected by the presence of similar amino acid aequences, a 

comparison amone them was.performed using the RELATE program. 

The resulting seores (data not shown) indicate that the glutamine 

smidotransrerases studied can be divided in two groups, according 

to sequence simil~rity, as it has been previously reported [29]. 

In this work we use the terms Group "Z" and Group "II" to 

distinguish between them. Group "I", includes 11 glutamine 

amidotransreráses, whic~ are similar in sequence amone each other 

(29] (see Table III). The comparison of the amino acid sequences 

of this group with the amino acid sequence of the larce GOGAT 

11ubunit, ahowed no clobal stati~tical sicnificance. Group "ll" 



includes the am1dophosphor1bosyltransferases of g. coli and §. 

subt111s. The comparison of the sequence from the §. subt111• 

enzyme with the larce GOGAT subunit obtained a score of 2.9 SD. 

This result could suggest the existence of a statistically 

s1gn1f1cant similarity between specific protein segments from 

the large GOOAT subunit and the amidophosphoribosyltransferase 

rrom §. subtilis. 

seguence alignment between ~ glutamine-binding site S!f 

aevera1 glutamine aminotranferases and ~ 1arge ººº6! subunit 

An overall similar1ty or the large GOOAT subunit with the 

glutamine- binding subunits of glutamine aminotranferases from 

oroup 11 1 11 was not found. For this reason a 13-amino acid · 

sequence, 

reactive 

which contains a cysteine residue 1dent1f ied to be 

to 

component IJ: 

glutamine analogs in 

of f!. putida and §. 

the anthranilate synthase 

marcescens [30, 31), was 

searched for in the large GOGAT subunit sequence, usinc the ALIGN 

program. Table III shows an alignment between these conserved 

amino acid sequences an~ a protein segment, located at position 

235-247, in the large GOOAT subunit, (cluster e, Fig. 1). In this 

sequence, 5 out of 13 amino acids 8re identical to the consenau•, 

and another 4 are conservative substitutions [13]. It is 

important to remark that although the similarity is not high, the 

GOOAT sequence contains a cysteine residue that 1s present in an 

equivalent position (position 242) to that or the identified 

react:lve cysteine residue in this croup or clutamine 

amidotransferases. However, two other blocks or conservad amino 

acida, deaicnated reg1ona I and III, which are essential for the 



slutamine-dependent activity in these enzymes, [32], were not 

found at the approximate equivalent position in the GOGAT 

sequence. 

Another type of slutamine amide transfer domain has been 

reported in the amidophosphoribosyltransferase from ~. coli and 

ft. subtilis; this domain is localized at the amino termini of 

these enzymes [33, 34]. Fig. 3 shows an alignment obtained with 

the ALIGN program, of the first amino acid residues from the 

amino termini region of these enzymes and the corresponding amino 

terminal region in the large GOGAT subunit. The GOGAT sequence 

shows 2611. and 3611. simil.ari ty to the f;. !<21! and to the J¡!. 

pubtilis amidophosphoribosyltransferase sequences, respectively •. 

It is important to observe that a cysteine residue, required for 

catalytic activity in both amidophosphoribosyltransferases, is 

present 'at the equivalent position in the GOGAT sequence (see 

Fis. 3). 

We have determined the amino acid sequence from the amino 

terminal resion of purified GOGAT from f;. !02!!· The larce mature 

aubunit of this enzyme possesses a cysteine residue as the mature 

amino terminua. There are two possible translation initiation 

•ites precedinc this cysteine residue [6]. Experiments from our 

sroup, have identified the aost probable translation initiation 

aite as the one localizad 11 amino acid residues before the 

aforementioned cystéine residue <unpublished observations> (Fis. 

3). The alignment in Fis. 3 also shows that there is sequence 

similarity between the leader peptide from the 

amidophosphoribosyltransferase of ft. subtilis and the putative 

leader peptide in the larce GOGAT subunit; also, both sequences 



have the saae size (see Fic 3 and Fic. 1, cluster A). 

A specific proteolytic cleavage removes the first 11 amino acid 

residues froa the amidophosphoribosyltransferase of ~. subtilia. 

From such Processinc, a cysteine residue is exposed as the amino 

terminus. In the same enzyme from ¡. coli, after the first 

methionine is removed, an equivalent cysteine residue is exposed 

as the amino terminus of the mature enzyme. In both cases, this 

cysteine res1due is the one reactive with the clutamine analoc 6-

diazo-5-oxo-L-norleucine [33, 34]. In light of these data, it is 

possible to propose that a proteolytic procesa similar to the one 

for the am1dophosphoribosyltransferase of ~· subtilis, is 

responsible for generating the mature amino-terminus of the g. 

coli larce GOGAT subunit. It is important to point out that, when 

the cene that codea for the Bacillus enzyme is introduced in ¡ . 

.!22!!• the protein product is correctly processed (35), 

Therefore, 1t is tempting to speculste that the protease that 

processes the amidophosphoribosyltransferase from @. subtilis 

in !· coli, could be the same one that normally removes the 11 

amino acid leader peptide in the GOGAT larce subunit. It would be 

interestinc to find out the physiolocical role of such processinc 

in GOOAT and also if this event occurs 1n the GOGAT from other 

oraanisms. 

considerinc the sequence similarity, the possible common 

processinc aechanism, and the existence of an amino-terminal 

cysteine residue, we propose that the amino terminal recion of 

the larca GOGAT subunit could be part of the clutamine-bindinc 

active site 1n this enzyme. 



The other poss1ble clutam1ne-b1nd1nc site prev1ously ment1oned 

(pos1tion 236-249, cluster B, F1c. 1) could be involved in the 

allosteric modulation of this enzyme by glutamine. In this 

recard, Bower and Zalkin (36] have reported the bindinc of 0.5 

equivalent of 2-oxoclutarate per protomer in the GOGAT from 1. 
coli, in the absence of glutamine. In the presence of this amino 

acid, one equivalent of 2-oxoglutarate binds per protomer, 

probably, as succested by the authors, by the induction oí a 

conformational chance oí the enzyme (36]. At the present time we 

are interested in demonstratinc if these two putat1ve glutamine­

bindinc sites are Cunctional. 

The results presented in this work are part of an initial 

effort that intends to define, using a systematic comparison 

analysis oí the information already present in protein sequence 

databanks, possible 

polypeptides. These 

direction. Further 

runctional and relevant sites in the 

results represent the first step in 

experiments and comparisons should 

GOGAT 

this 

be 

developed in order to prove iC any of these propositions are 

true. Nevertheless, with these data we know now which polypeptide 

seements have a sreater chance to be involved in some of the 

substrate and cofactor-bindinc sites in the.GOGAT enzyme from ~· 

!a2!1· 
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Ficure 1. Detected s1m1lar1t1es between GOGAT and protein 

sequences compiled in the National Biomedical Research Foundation 

Data base. 

The linear polypeptide maps of the two GOGAT subunits are 

represented by the two large continuous lines. The large and 

smal1 subunits are composed by 1514 and 471 amino acid residues 

respectively [6]. Related protein segments are represented by a 

line over the GOGAT region with which it shares similarity. There 

are five cluster& of protein segments that share similarity with 

specific regions within GOGAT. Cluster& A and B were found usinc 

the ALIGN program. Cluster E and part of cluster C were found 

using the FASTP program. Clusters D and part of c were ·round 

usinc the RELATE program. Cluster A includes the amino-terminal 

segments from the glutamine phosphoribosylpyrophosphate 

amidotransferase from ~. col1 and @. subtilis. Cluster B includes 

11 homologous segments f"rom dif f erent clutamine 

amidotransCerases. Clusters c. D and E include segments from 

proteins that bind a dinucleotide cofactor. Names of proteins 
• 

whose segments are present in clusters A to E: 

CLUSTER A 

1- Glutamine phosphoribosylpyrophosphate amidotransferase ~· col1 

2- Glutamine phosphoribosylpyrophosphate amidotransferase g, subtllis 

CLUSTER B 

1- Anthranilate synthase, component lI Escher1ch1a coli 

2- ~nthranilate synthase, eomponent :u salmonella typhimurium 

3- Anthranilate synthase, component II Serratia marcescens 

4- Anthranilate synthase, component II Pseudomonas putida 



5- Anthranilate synthase, component II 

6- Anthranilate sYnthase, component II 

7- Anthranilate synthase, component II 

e- Anthranilate synthase, component II 

Acinetobacter calcoaceticus 

saccharomvces cerev1s1ae 

Sh1gella dysenteriae 

Neurospora crassa 

9- carbamoyl-phosphate synthase. small chain Seccharomyces cerevisiae 

10- Carbamoyl-phosphate synthase, small chain Escher1ch1a coli 

11- p-Aminobenzoate synthase, component II 

CLUSTER C 

1- P-Hydroxybenzoate hydroxylaae 

2- Lipoamide dehydrocenase 

3- Mercuric reductase Ctransposon Tn 501) 

4- Lacta te dehydrogenase H cha in 

s- Lacta te dehydrogenase H cha in 

6- Lacta te dehydrogenase X cha in 

CLUSTER D 

1- P-Hydroxybenzoate hydroxylase 

2- Lipoamide dehydrogenase 

2- Hercuric reductase (transposon Tn 501) 

4- Lacta te dehydrocenase H cha in 

5- Lacte te dehydrocenase H cha in 

6- Lacta te dehydrocenase X cha in 

CLUSTER E 

Escher1ch1a col1 

Pseudomonas fluorescena 

Escherichia coli 

Pseudomonas aeruginoaa 

Gallus gallus 

~ scroCa domestica 

Mus musculus 

Pseudomonas fluorescens 

Escherichia col1 

Pseudomonas aeruginosa 

Gallus callus 

§Y§ scrofa domestica 

Hus musculus 

1- Lipoamide dehydrocenase Escherichia coli 

2- Hercuric reductase (transposon Tn 501) Pseudomonas aeruginosa 



Ficure 2. Secondary etructure prediction profile of a protein 

segment (140-430) f'rom the small GOGAT subunit. 

This figure shows the secondary structure profile of the 

protein reg1on (140-430) from the small GOGAT subunit, that 

includes the two segments ("e" and "d") shown in Table 11. The 

Chow and Fasman method [14, 15) for the prediction or secondary 

atructure waa used with a window size of 6 residues. The averase 

seores are plotted at the position corresponding to the middle of 

each segment. The Y axis representa the range of conformational 

parameters for prediction of secondary structure. Continuous and 

broken linea represent probability for beta-sheet and alpha-helix 

structure formation respectively. The X axis shows the amino acid 

sequence position in the GOGAT small subunit. Line 1 indicates 

the predicted eecondary structure elements. Hatched areaa 

represent beta-turn regions. The two boxee shown in line 11, 

·represent the two GOGAT protein segments ("e" and "d") that share 

similarity to the dinucleotide binding domains present in several 

proteins (see Table I). 

Fi&ure 3. Amino acid sequence aligment of the amino-terminal 

reaions from glutamine phosphoribosylpyrophosphate 

amidotransferase of ~- ~ and §. subtilis and the larae GOGAT 

subunit. 

Identical and equivalent amino acids are boxed; conaervative 

replacements: E-D, I-L-V-F-M, H-Q [13). The standard sin&l• 

letter code is used. Asterisks indicate the translation 

initistion sita in the &lutamine phosphoribosylpyrophosphate 

amidotransferase enzymes, and the most probable initiation site 



in OOGAT. The vertical arrow 1nd1cates the site where 

proteolytical process1ng occurs in these three enzymes. The 

identiCied active cyste1ne res1due in the glutamine 

phosphoribosylpyrophosphate amidotransCerase Crom g. !;Q!1 and §. 

aubt1lis is indicated by a small dot. 



Larc;1e GOGAT 

Subunit 

A 

60 

Small GOGAT 

Subunll 

100 200 

e 

120 IBO 

B 

1514 

.. 

D 

E 

"'º 360 420 471 



-1.50 -

150 200 250 300 350 400 

" • " . 4 ~ "~ • < • • , • • ,. " .. e • • • ~ " • .. " 1 -te Q IQ 1 1 1 1 1 1 ffl Q 1 1 Q u 1 m 1 1 m 1 tr1 ta u o 
n e d 

f;"1. 2.. 



10 ' 20 30 

• 
1 ti e G 1 V G 1 A G V ti p V N -

• z r:JA~l K G L N~E e G V F G 1 w G H E E A p -
- - -~S lCJD~ 
- - - Q 1 T Y Y G L 

1 V D K s L E R D ti F 

40 50 
1 T V L Q H R G Q D A A G 1 1 T 

ZHSLOHPGQEGAGlVA 

S A R ti Q H R G A I L A D G K T 

G L 1 A 

I~AN 
T D G E 

G D G C 

H 1 E G E p s H 

SílK A 
AH K G 

L Q K P 

K V V R T A 1 H A L 

: :Lll:': 
DRFFRI 

V F E ••• 

V F Q 

1. Glutamine phospt1or iboig·¡lpyrophosph•t• amidotransf•rase, '-• 5'.Q.U. 
2. Glutamine pho&phor ibo•ylpyrophusphate amidot.ransf•r•••• l.• aubtili•. 
~. Glutamat• synt~asE, ~. J;..R..l_l. 



TABLE I 

Statistieal eomparison analysis between the small GOGAT subunit 

and six enzymes that bind a dinueleotide eoCaetor. 

Top seores 
score• considered 

5 20 

4.3 50 

3.2 35 

3.9 40 

3.2 35 

3.2 40 

P-Hydroxybenzoate hydroxylase 

Lipoamide dehydrogenase 

Hercuric reductase 

Laetate dehydrogenase H ehain 

Laetate dehydrogenase H ehain 

La e tate dehydrogenase X e ha in 

Pseudom.onas fluorescens 

Escheriehia ~ 

Pseudomonas aeruginosa 

Gallus gallus 

~ scrof a domestica 

HY!! musculus 

• Seores were obtained using the RELATE procram and are 

expressed in standard deviation units. seores higher than 3 so 

have been deCined as statistieally signiCieant (13]. 



TABLE 11 

sequence similarity between segments from the dinucleotide­

bindinc-folds of the six enzymes presented in Table l and two 

protein segments from the small GOGAT subunit. 

c. K V A I I G A G p A G L A e A D V L T R N G V K A - V e F D R H 

d. R V V V L G G G D T A M D e V R T s V R Q G A N D - V T e A y R 

1. Q V V V L GAG P A G Y S A A F R CAD L G LE T - V l V E R Y 

2. Q V A I I G A G P S G L L L G Q L L H K A G I D N - V I L E R Q 

3. Q V A V I G S G G A A M A A A L K A V E Q G A Q V - T L I E R G 

4. R L L V H G G G I I G L E H G T V Y H A L G S Q I - D V V E H F 

5. R L A V I G S S V V A L E L A Q A F A R L G S K V T V L A R N 

6. K I T V V G V G S V G H A C A I S I L L K G L A D E L A L V D 

7. K I T V V G V G Q V G HACA l S I L G K S L T D E LA L V D 

8. K I s V V G V G A V G H A e A I s I L M K D L A D E L T L V D 

H H G G G 

Small GOGAT subunit: 

c. secment "c .. 
d. secment "d" 

H H H 

secment 
position 

(148-178) 
(2811-3111) 

5egment 

H 

Dinucleotide-bindin& enzymes: position Cofactcr 

1 Lipoamide dehydrogenase (!;. coli) (6-36) 
2 P-hydroxybenzoate hydroxylase (f. fluorescens) (4-34) 
3 Hercuric reductase (f. aeruginosa) (100-130) 
4 Lipoamide dehydrogenase (!;. colil (176-206) 
5 Hercuric reductase (f. aerucinosa) 1272-302) 
6 Lactate dehydroaenase (Mus musculus) 120-50) 
7 Lactate dehydrocenase (Sus •crofa domestica) 122-52) 
8 Lactate dehydrocenase (GBllus galltis) (21-51) 

FAD 
FAD 
FAD 
NAD 
NADP 
NAD 
NAD 
NAD 



Table II. The local beta-alpha-beta units of several FAD-NADP­

b1nd1nc-folds from the enzymes present in Table I are alicned 

to show the aimilarities between these segments and two aequences 

located in the small GOGAT subunit: segmenta "e" (148-178) and 

"d" (289-319). conserved amino acid residues are indicated below 

the expected position on the beta-alpha-beta units. "H"• 

conserved hydrophobic amino acid residues defined by Wierenca et 

al. C23J as important component residues in the beta-alpha-beta 

uni t of a dinucleotide-bindinc domain. "G"• conserved zlycine 

residues in the beta-alpha-beta unit of the d1nucleot1de-bindin& 

domain. 



Alignment of a 13 e mino 

glutemine binding 

em!dotransferases.e 

sequence 

L p I I G I e L G H Q A I 

L p I l: G I e L G H Q A I 

L p I I G I e L G H Q A I 
• 

L P I I G I e L G H QA I 
• 

L p I L G V e L G H Q s I 

I p V F G I C H G Q Q e H 

I p I F G V e H G Q Q C I 

I p L L G V e L G H Q A I 

I p V F G I e L G H Q L L 

I p I F G I e L G H Q L L 

L p I L G V e L G H Q A H 

L 
L P I I G I C L G H Q A I 
I F V 

ASGHAICLFHQRF 

TABLE Ill 

ac!d prote1n segment present in the 

subunit of certain glutam1ne 

Position 

78-90 

77-89 

77-89 

77-89 

73-85 

86-98 

98-110 

73-85 

263-275 

258-270 

73-85 

236-249 

,, 
Pro te in 

!!.· coli ASII 

§. t2:12himurium ASII 

§ . d~senteriae ASII 

§ . marcescens ASll 

f!. put!da ASII 

Yeast ASlI 

ti. crassa ASII 

Acinetobacter 
calcoacet1cus ASII 

!!.· coli CPS 

Yeast CPS 

!!. • ~ PAflSII 

conserved amino acids 

g. coli GOGAT lerge 
aubunit 

e Equivalent emino acids were defined from Dayhoff's mutational 

data matrix , conservative replecements: E-D, I-L-V-F-H, H-Q 

[13). 



1 
" 

j 

J 
1 

1 

1 

# ASII, anthranilate synthase component II1 CPS, carbamyl 

phosphate synthetase small subunit; 

synthase Component II. 

PABSII, p-aminobenzoate 

• Cysteine residue identified as part of the glutamine-active 

si te . 

• 



RESULTADOS ADICIONALES Y DISCUSION 

Los resultados de los experimentos de extensión de primero, 

utilizando un oligonucleótido que hibridaba próximo a la region 

flanquedora 5' de g!~~. indican que en las condiciones de 

crecimiento usadas para la extracción del RNA <medio NN 

suplementado con amonio 15 mM como fuente de nitrógeno), la 

transcripción proviene del promotor localizado en la posición 

146-174 (ver Fig. 5 y Fig. 1, Oliver et al., 1987). Utilizando un 

primero que hibridaba en la región 5' de s!!Q y bajo las mismas 

condiciones experimentales que en caso anterior, no 

detectar inicio de la transcripción proveniente de 

se logró 

la región 

flanqueadora s• para el gene estructural de la subunidad pequefia 

(dato no publicado). 

Por otro lado, los experimentos de hibridación RNA-DNA, revelan 

la existencia de un transcrito de apxoximadamente 7.3 kb, el cual 

contiene información proveniente de S!!~ y de g!!Q (Fig. 

4, Oliver et al., 1987). Este transcrito ha sido detectado en 

condiciones de crecimiento en medio minimo con amonio 15 mH o o.s 

mM como fuente de nitrógeno. Estos datos indican que los genes 

estructura1es para 

oper6n o unidad 

GOGAT se encuentran organizados formando un 

transcripciona1. Es importante sefta1ar que 

el tamafio de1 transcrito resulta ser mayor de1 esperado (aprox. 



6 kb), si solo codificara paras!!ª y s!!Q. Recientemente se ha 

reportado que este oper6n contiene un tercer gene <c!!f), 

localizado en la región 3' de la unidad transcripcional (Castafio 

et al., 1988). Este dato indica que el RNA mensajero para GOGAT 

es tricistrónico. 

Las técnicas experimentales usadas no permitirían identificar 

claramente a un transcrito único para s!~Q. ya que 

frecuentemente se detectaba hibridación con los RNAs ribosomales. 

El RNAr 165 tiene un tamaño similar al del posible transcrito 

para g!~º' por lo tanto los experimentos de hibridación RNA-DNA 

difícilmente podrian usarse como evidencia para establecer la 

existencia de un transcrito único para el gene estructural de la 

subunidad pequefta. 

Los datos presentados indican que la región flanqueadora 5' de 

Gl1ª es la región de promoción de este operOn en condiciones de 

crecimiento en un 

amonio. Sin embargo, 

~!~º pudiera contar 

ciertas condiciones. 

medio minimo suplementado con alto o bajo 

esto no descarta la posibilidad de que 

también con 

También es 

transcripción especifica bajo 

posible la existencia de un 

transcrito específico solo para el!ª· el cual se generaría por un 

evento de terminación en el extremo 3' del gene estructural. 

Es importante considerar que la enzima GOGAT está formada por 

cantidades equimolares de las dos subunidades. Este dato se 

relaciona con el hecho de que existe una regulación coordinada de 

la transcripción de los dos genes, al estar estos integrados en 

un operón. La determinación de la secuencia de DNA para g!~~ y 

&!~º indica que se encuentran separados ~nicamente por 12 



pares de bases. Por lo tanto 

s!!§ se encuentra muy cercano 

S!~~ (Fig. 2, Oliver et al., 

el codón de terminación para 

al cod6n de iniciación para 

1987). Esto sugiere que los dos 

genes pudieran estar acoplados traduccionalmente, favoreciéndose 

de esta manera una expresión coordinada 

de cantidades similares para las dos 

'lanofsky, 1960) . 

que permita 

subunidades 

la síntesis 

(Oppenheim y 

Por otro lado, la separación de 12 pares de bases entre las dos 

subunidades permitiría que una mutación supresora del codón de 

terminación de s!~~. ocasione la fusión de las dos subunidades. 

Es importante señalar que la GOGAl' 

polipéptido de aproximadamente 220 

de ~· Brª§§~ es un solo 

kOa. La fusión de las dos 

subunidades de la GOGAT de E· ~Q!! resultaría en una proteína de 

aproximadamente 21e kDa. Este dato es interesante ya que podria 

explicar el mecanismo por el cual se originó la GOGAT de un 

organismo 

cuando se 

S.!:ª§§ª• 

como ~- ~rª§§~· Esta suposición 

conozca la secuencia del gene para 

podré 

la 

ser apoyada 

enzima de !i_. 

La localización del promotor funcional para el operón, bajo 

condiciones de crecimiento en alto amonio, permite relacionarlo 

con las secuencias regulatorias previamente propuestas. En la 

Fig. 2 del articulo de Oliver et al. (1967), se pueden observar 

la posición del promotor y de algunas de las regiones que 

pudieran estar involucradas en regulación, las cuales se 

describen en el mismo artículo. 



Se detectaron por criterio de consenso dos posibles sitios de 

unión para el complejo AHPc-CRP. centrados en las posiciones 

152-153 y 239-240. Uno de estos dos posibles sitios sobrelapa la 

región -35 del promotor funcional, este dato puede ser 

relacionado con un reporte que indica la reducción de la 

actividad de GOGAT, en células con un alto nivel del complejo 

AHPc-CRP !Prusiner et al., 1972). Se identifico también una 

secuencia palindrómica (posición 197-215, Fig, 2, Oliver et al. 

1967). Este tipo de secuencia es común en operadores o en 

regiones reconocidas por proteinas que se unen al DNA. La 

posición del palindrome con respecto al promotor es poco 

frecuente, ya que su eje de simetria se encuentra a 29 pares de 

bases del inicio de la transcripción y por lo tanto formaría 

parte de1 transcrito. Experimentos recientes 

laboratorio indican que el inicio de la traducción 

en nuestro 

más probable 

para la subunidad grande es el que se encuentra en la posición 

394 (Fig. 2, Oliver et al., 1987). Esto indica que el lider del 

transcrito para GOGAT tiene una longitud de 216 bases. 

con el fin de saber si las secuencias identificadas en GOGAT 

presentaban similitud con otras que hayan sido caracterizadas, se 

procedió a comparar la región de regulación de GOGAT con las de 

otros genes. En la Fig. 6 de Oliver et al. (1987) se muestra un 

alineamiento entre una parte del lider del transcrito para GOGAT 

y el lider del oper6n ~~nª de E· EQ!!· Es importante señalar que 

la similitud incluye a la secuencia "Box A", la cual se encuentra 

implicada en eventos de antiterminaci6n en operones ribosomales 

bacteria~os y genes de bacteriófagos (Olson et al., 1984). 



La presencia 

antiterminador en 

de una secuencia con un 

la región líder del operón 

posible papel de 

de GOGAT, pudiera 

explicarse si se considera que puede cumplir con alguna de las 

siguientes funciones: 

1.- En los operones ribosomales. la antiterminación permite la 

transcripción de moléculas de RNA ribosomal las cuales son muy 

estructuradas. Esta estructuración pudiera interferir con el 

progreso de la RNA polimerasa, siendo necesario un mecanismo que 

permita la transcripción a través de terminadores fortuitos. 

Puesto que el RNA mensajero de GOGAT es excepcionalmente grande 

(aproximadamente 7.3 Kb), es probable que la antiterminación sea 

un mecanismo que pudiera asegurar la transcripción completa del 

oper6n. 

2.- En el extremo 3' de s!!~ (posición 482&-4841, Fig. 2, Oliver 

et al., 1987} se identificó una secuencia palindromica que 

presenta una estructura similar a la del terminador dependiente 

de ~D2 tRl del fago lambda. Una terminación diferencial en ese 

sitio, permitiría la síntesis de transcritos completos para el 

oper6n, o transcritos solo para g!i§. Estos eventos estarian 

determinados por antiterminaci6n regulada. de una manera similar 

a la existente en el fago lambda. 

Las dos posibles funciones mencionadas arriba, no son 

excluyentes. Sin embargo, es importante aclarar que hasta el 

momento no se cuenta con datos experimentales que apoyen algUn 

evento de antiterminaci6n en la transcripción del operón. 



uno de los operones que posee en su región lider una secuencia 

de tipo "Box A" es el oper6n .t:nª' el cual contiene los genes que 

codifican para la enzima triptofanasa Y para una permeasa con 

baja afinidad al triptofano. Se comparó la región de regulación 

de ~nª' con la región equivalente en GOGAT. A continuación se 

múestra la figura l en donde se representa la organización de 

estas regiones: 
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En la parte superior de la figura se comparan las regiones S' 

de los transcritos identificados para los operones de GOGAT y 

!nª. En la región lider de !nª se ha identificado una secuencia 

que es traducida C.!:nªf> y que sobrelapa con la secuencia "Box A", 

indicada con una "B". El tamaflo del péptido lider codificado por 

!ºªg es de 24 aminoácidos. Se trató de identificar una 

organización similar en la región equivalente del transcrito para 

GOGAT. En la posición 198-228 (Fig. 2, Oliver et al., 1987), se 

localizó una fase abierta de lectura que podría codificar para 

un péptido de 10 aminoécidos. En la parte inferior de la figura I 

se muestra la secuencia de los primeros 60 nucleOtidos del 

transcrito para GOGAT producido bajo condiciones de crecimiento 

con amonio 15 mH. Se puede observar que el ATG de la fase abierta 

de lectura previamente mencionada, está precedido a una distancia 

adecuada (Stormo et al., 1982) por una secuencia con 

caracteristicas similares a un sitio de unión a ribosoma, 

señalada por puntos sobre los residuos que son complementarios al 

RNA ribosomal 165. Es importante notar que el posible 

péptido tendría residuos repetidos (Ser-Ser-Leu-Leu-Ile-lle), 

en una disposición similar a la encontrada en los péptidos 

regulatorios de algunos atenuadores CBauer et al., 1983). Los 

aminoácidos serina. leucina e isoleucina. tienen en común que 

requieren durante el 

amino proveniente del 

último paso 

glutamato. 

de su síntesis, de un grupo 

La secuencia palindr6mica se 

encuentra señalada por flechas y además se muestra también la 

estructura secundaria que podría adquirir; la posible secuencia 

"Box A" formaría parte del tallo. Se debe mencionar que después 



de la estructura de tallo y asa, existe una alta proporción de 

residuos de uridina, mostrando cierta similitud con un terminador 

(Adhya y Gottesman, 1978). Es importante observar que los tres 

posibles elementos regulatorios: la secuencia palindrómica, "Box 

A"' y la fase abierta de lectura, se encuentran sobrelapados en la 

misma región del transcrito. 

La similitud en organización entre las regiones regulatorias.de 

~nª y GOGAT, sugiere que pudiera existir un mecanismo de 

regulación análogo_ Lo que se sabe respecto de la regulación en 

~~ª es que concentraciones altas de triptofano en el medio 

inducen al gene estructural para la triptofanasa <~nga>. Se ha 

identificado un terminador dependiente de LhQ inmediatamente 

después de la región que codifica para ~02~· En condiciones de 

inducción se propone que el triptofano se uniría a una proteína 

hipotética, la cual va a interaccionar con "Box A" y permitir la 

transcripción a través del terminador dependiente de ~DQ· (Stewart 

y Yanofsky, 1965). 

Por el momento resulta dificil proponer un esquema que integre 

los elementos antes descritos, para explicar la regulación de los 

genes estructurales para GOGAT. Es necesario antes realizar 

experimentos que demuestren la funcionalidad de tales elementos. 

En la secciOn de PERSPECTIVAS de esta tesis, se presentan 

estrategias de estudio, algunas de 1as cua1es ya se encuentran en 

progreso. 

Es interesante resaltar la posibilidad de que la transcripcion 

de los genes para GOGAT pudiera estar regulada no directamente 

por el glutamato, sino por aminoácidos que lo requieren como 



precursor. Esta propuesta concuerda con el hecho de que el 

glutamato puede considerarse como uno de los primeros elementos 

de una via de biosintesis, la cual culmina con la formación de 

varios compuestos nitrogenados en la célula. Por lo tanto es 

posible pensar que l'a regulación de una enzima que sintetiza a 

uno de los primeros compuestos de la via metabolica, esté 

regulada por alguno de los productos finales de la misma. 



En la sección de IN1'RODUCClON, se incluyen los datos y 

conclusiones més importantes, obtenidos de estudios de la 

cinética de las reacciones catalizadas por GOGAT. Algunas de las 

actividades identificadas para cada una de las dos subunidades de 

GOGAT, asi como los substratos y cofactores utilizados por las 

mismas, son compartidos por otras enzimas. Se conoce la secuencia 

polipeptidica de algunas de éstas y se ha logrado, en ciertos 

casos, determinar su estructura tridimensional por análisis de 

difracción de 

de estudios 

rayos X. Esta información, 

cinéticos y de unión de 

junto con la obtenida 

ligandos, ha permitido 

establecer que secuencias o residuos de aminoácidos intervienen 

en la catálisis o la unión de substratos, cofactores, grupos 

prostéticos o moléculas moduladoras de la actividad en esas 

enzimas. 

La mayoría de las secuencias de amino6cidos determinadas para 

varias proteínas conocidas, junto con alguna de la información 

mencionada arriba, se encuentran depositadas en bancos de datos. 

La posibilidad de contar con la secuencia de aminoácidos deducida 

para las dos subunidades de GOGAT, permitió realizar un estudio 

basado en la detección de similitudes con secuencias de 

proteinas compiladas en bancos de datos. La detección de 



similitud entre regiones en GOGAT y regiones de otras proteínas, 

las cuales se ha demostrado realizan una función especifica, 

permitiría asignar a la secuencia en GOGAT una función similar. 

El primer paso en este estudio consistió en terminar de 

secuenciar el gene estructural para la subunidad pequeña de 

GOGAT. Se secuenciaron aproximadamente 700 bases de la región 3' 

de g!!Q. La determinación de la secuencia completa de los genes 

estructurales para las dos subunidades de GOGAT, permitió deducir 

la secuencia de aminoácidos de éstas, para compararias con las 

secuencias de otras proteinas tal y como se describe 

secciones de "Materials and methods" y "Results" 

en J.as 

en la 

publicación "Amino acid sequence analysis of the glutamate 

synthase enzyme from ~~2.t!~~!2.t!!~ ~Q!!, K-12" de Gosset et al., 

(1988). A continuación se presenta una discusión de los 

resultados obtenidos en este estudio, considerando primero a la 

subunidad pequeña y después a la subunidad grande. 

Los resultados de los análisis usando los programas h"ASTP, 

RELATE y ALIGN, indican que la subunidad pequeña de GOGAT posee 

tres region.es de similitud con seis enzimas que participan en 

reacciones de oxidorreducci6n (Fig. 1, grupos C, D y E; Tabla 1, 

Gosset et al., 1988). Dos regiones en la subunidad pequeña de 

GOGAT (segmentos "e" y "d", Tabla II. Gosset et al., 1988) 

muestran similitud hacia dominios con la funcion de unir 

dinucle6tido en las seis enzimas antes mencionadas. Un examen 

detallado de la secuencia de los segmentos "c" y "d", reveló que 

ambos poseen residuos específicos, conservados en los sitios de 

unión a dinucleOtido de las seis enzimas. A tres de estas se 



les ha determinado su estructura tridimensional mediante estudios 

de difracción de rayos X CP-hidroxibenzoato hidroxilasa, 

lactato deshidrogenasa cadena H y lactato deshidrogenasa cadena 

X: Tabla II, Gosset et al., 1988). 

A partir de estudios de la estructura tridimensional de varias 

enzimas que utilizan dinucleOtidos como cofactores. se han 

definido los elementos estructurales minimos que conforman a un 

sitio de unión a dinucleOtido (Wierenga et al .• 1985). Algunos de 

estos elementos pueden ser identificados a nivel de la estructura 

secundaria del dominio y son: a) la presencia de la llamada 

unidad beta-alfa-beta, donde se encuentran los residuos 

especificos 

alf"a y beta 

que abarca 

(Rossmann et 

más conservados y b) una alternancia de estructuras 

con pocas regiones no estructuradas en un segmento 

aproximadamente 100-120 residuos de aminoácidos 

al. 1 1974; Wootton, 1974). La prediccion.de la 

estructura secundaria de la subunidad pequeña de GOGA1'. permi ti6 

la búsqueda de dichos elementos (Fig. 2. Gosset et al., 1988). 

Los resultados de este análisis indican la presencia de los 

elementos 

detectó 

antes mencionados, alln en las regiones donde no se 

similitud 

segmentos ''e'' y "'d" 

a nivel de secuencia primaria entre los 

y los sitios de unión a dinucleótido de las 

seis enzimas (Tabla II, Gosset et al., 1988). 

Todos estos datos sugieren la existencia de dos sitios de 

unión a dinucleótido en la subunidad pequeña de GOGAl'. Por el 

tipo de reacción que cata liza esta subunidad <ver 

INTRODUCCION), se esperaba identificar un solo sitio de unión a 



dinucleótido. Sin embargo, la presencia de dos 

deberse a que ambos son requeridos para cumplir 

si -c.ios puede 

alguna de las 

funciones discutidas a continuación: 

l.- Revisando la literatura, se encontró que la presencia de 

dos sitios de unión en una enzima no es un caso poco común. Dos 

de las proteinas presentadas en la Tabla 11 poseen dos sitios de 

unión a dinucleótido (lipoamido deshidrogenasa y reduc-c.asa 

mercúrica), uno de los cuales es especifico para NAU(P) y el otro 

para FAD. Sin embargo, no existe evidencia que indique la 

presencia de FAD en la subunidad pequeña de GOGAl'. Por lo tanto 

resulta dificil proponer esa función para uno de los dos posioles 

sitios encontrados. 

2.- Las enzimas glutamato deshidrogenasa de bovino y de~. 

~!!~ª' que solo unen NADPH, presentan también dos sitios de 

unión al dinucleótido, uno de los cuales se acerca más al 

consenso general para este tipo de dominios. En este caso, ambos 

dominios son requeridos para la unión del cofactor NADPH. Se 

podria pensar en un mecanismo similar para GOGAT, en que ambos 

sitios sean necesarios~ aún cuando uno de ellos (segmento "d") se 

encuentre menos conservado. 

3.- Estudios realizados por 

demuestran la activación de la 

Rendina y Orme-Johnson (1978), 

actividad de GOGAT por NADP+ 

cuando los niveles de alfa-cetoglutarato son bajos. La activación 

es consecuencia de una disminución de la Km por el 

alfa-cetoglutarato, y posiblemente sea debida a la interacción 

del NADP+ en un sitio distinto al de union para NADPH. Ese 



trabajo sugiere la existencia de dos sitios de unión para 

dinucle6tido en GOGAT, uno de los cuales tendria un papel 

modulador de la actividad enzimática. 

Aunque las primeras dos funciones para dos sitios de uniOn son 

las que se han demostrado, pudieran existir otras aún no 

descritas para un sitio adicional. Otro punto a considerar es que 

posiblemente una proteina ancestral. de la cual se originó la 

subunidad pequeña, requeria de dos sitios de union a 

dinucle6tido. Ahora que esta enzima forma parte de un sistema 

del cual es una subnunidad, posiblemente ya no requiere dos 

sitios y por esta razón la secuencia de uno de ellos ha divergido 

y tal vez ya no es funcional. 

La semejanza tanto en actividad 

la subunidad pequeña de GOGAT y la 

como en peso 

GDH de ¡;;. 

molecular entre 

E2!! ha sido 

la base de suposiciones respecto a una posible relación evolutiva 

entre ellas. Hantsala y Zalkin (1976b) utilizando tecnicas de 

fijación de complemento y de doble precipitación por an~icuerpo, 

no lograron detectar relación entre las dos proteínas. La 

comparación de las estructuras primarias de ambas enzimas con el 

programa RELATE obtuvo un valor de 2.23 SO el cual no permite 

apoyar un origen común. Es importante mencionar que la 

comparación de la secuencia de la GDH de ~· E2!.i con la de 

li· ~~2§~ª' revela que la primera también posee dos sitios de 

unión a dinucle6tido (datos no publicados). Esto puede explicar 

porque aunque el valor obtenido entre GDH y GOGAT no es 

estadisticamente significativo, si es más alto que la mayoria de 

las comparaciones entre GOGAT y cualquier otra proteina del 



banco. Sin embargo. no es suficiente para que la similitud que 

pudiera existir a nivel estructural. debido a la presencia en los 

dos casos de dos sitios de unión a dinucleótido, 

por técnicas inmunológicas. 

sea detectada 

Se ha propuesto un origen común para el dominio de pegado a 

mononucleótico presente en varias proteínas. Una duplicación de 

este dominio, 

dinucle6tido 

pudo dar origen al motivo estructural de pegado a 

(Rossmann y Argos, 

propuesto que ciertas proteínas se 

1975). Igualmente, se ha 

originaron por la fusión de 

módulos estructurales con funciones específicas (Rossmann et al., 

1975). Los datos presentados sugieren a la fusión o duplicación 

de regiones específicas de DNA, como la causa de los dos sitios 

de unión a dinucleótido en la subunidad pequeña de GOGAT. Otro 

origen puede ser la divergencia a partir de una proteina que ya 

tuviera dos sitios de unión, posiblemente una proteína ancestral 

relacionada a las que se presentan en la Taola l de Gosset et 

al., 1988. Esta suposición es apoyada por el hecho de que los 

pesos moleculares de estas seis enzimas y el de la subunidad 

pequefia de GOGAT, se encuentra alrededor de 51 kDa. Además, la 

similitud entre los segmentos ••e" y "'d", no es 

significativamente mayor que la simi1itud entre cualquiera de 

estas dos regiones y alguno de los dominios beta-alfa-beta 

presentados en la Tabla II de Gosset et al., 1988. 

.. 



El anAlisis utilizando los. programas ALlGN y RELATE, entre la 

subunidad grande de GOGAT y las secuencias obtenidas por la 

búsqueda con FASTP, no detectó una similitud estadisticamente 

significativa a nivel global entre ellas. 

Se decidió comparar, utilizando el programa RELATE, la 

secuencia de la subunidad grande de GOGAl' con las secuencias de 

dos grupos de glutamino amidotransferasas (grupo l y grupo 11. 

ver sección "Resul.ts and discussion", Gosset et al .• 1988) las 

cuales no aparecieron en la búsqueda con FASTP. Los resuli:.ados de 

estas comparaciones indican que a nivel global solo existe una 

similitud importante hacia un miembro del grupo II, la 

amidofosforribosiltransferasa de ~· ~Y2~!!!~· Ya que no existe 

una similitud global entre GOGAl' y la mayoría de las glutamino 

amidotransferasas, se decidió hacer la búsqueda de regiones 

especificas entre estas enzimas, que se ha demostrado forman 

parte del. sitio de unión a glutamina. Esta búsqueda se efectuó 

con el programa ALlGN. 

La subunidad que une glutamina en las enzimas del grupo l, 

posee una regiOn de 13 residuos de aminoácidos la cual contiene 

un residuo de cisteina que se ha demostrado .reacciona con 

anélogos de glutamina ( Kawamura et al. , 1978; 'fso et al. , 1980) . 

Esta región se ha identificado como el sitio de unión para 

glutamina y forma parte del sitio activo de la enzima. En la 

subunidad grande de GOGAT se localizó una secuencia similar al 

consenso derivado de 11 sitios de unión a glutamina, de igual 

número de enzimas del. grupo I (posición 235-247, Oliver et al. 

1987 y Tabla III Gosset et al., 1988). La secuencia en GOGAT 



posee S de 1os 13 aminoácidos de1 consenso, y además, otros 4 

residuos son substituciones conservativas (Dayhoff et al., 1Y79}. 

Es importante señalar que uno de los residuos identicos a1 

consenso es una cisteina, la cual se encuentra en una posición 

equivalente con respecto a los otros 12 residuos, a la ocupada 

por la cisteina reactiva identificada experimentalmente en dos de 

las enzimas de la 1'abla 111 de Gosset et al., (1988}. Sin 

embargo, otras dos regiones que se sabe también conforman al 

sitio de unión a glutamina en este grupo de glutamino 

amidotransferasas (Amuro et al., 1985}, no se localizaron en la 

secuencia de GOGAT. 

Las enzimas del grupo 11, que están constituidas por un 

polipéptido único, poseen otro tipo de dominio para la uniOn de 

glutamina, el cual se encuentra en la región amino terminal (1'so 

et al., 1982¡ Vollmer et al., 1983). En la Fig. 3 de Gosset et 

al., (1988) se muestra un alineamiento entre las regiones amino 

terminal de las dos enzimas del grupo Il y la región equivalente 

en la subunidad grande de GOGA1'. Considerando las substituciones 

conservativas, la secuencia de GOGAT muestra un 26?. y un 36% de 

similitud hacia las 

amidofosforribosiltransferasas 

respectivamente. 

de 

secuencias 

g. E!2!! y de 

de las 

§. 2!!E~!!!2 

Se ha determinado la secuencia de aminoácidos correspondiente a 

la región amino terminal de 1a subunidad grande de GOGAT, 

identificándose a un residuo de cisteina como el extremo amino 

terminal de la subunidad (Oliver et al., 

experimentos en nuestro laboratorio indican que el 

1967). Algunos 

inicio de la 



traducción para esta subunidad se encuentra localizado a 11 

residuos de aminoácidos antes de la cisteina amino terminal. En 

la Fig. 

existe 

3 de Gosset et al., 

similitud entre los 

(1988) se puede observar que 

la péptidos lideres de 

amidofosforribosiltransferasa de §. ~Y~!!!!~ y la subunidad 

grande de GOGA"f, además ambos son del mismo tamaóo. 

Tanto la similitud en la secuencia como la presencia de un 

residuo de cisteina en la posición amino terminal entre las ~res 

proteinas de la Fig. 3 de Gosset et al. , ( 1988 ) , sugieren que 

esta región en la subunidad grande de GOGAT pudiera formar parte 

del sitio catalitico de uniOn a glutamina. 

Se ha reportado la unión de medio equivalente de 

alfa-cetoglutarato por dimero de GOGAT en ausencia de glutamina. 

En presencia de este aminoácido, se observa ahora la unión de un 

equivalente de alfa-cetoglutarato por dímero. Este efecto ha sido 

atribuido a un cambio conformacional en la enzima, provocado por 

la unión de la glu.tamina. Una hipótesis atractiva seria que la 

secuencia de 13 aminoécidos similar al sitio de unión a glutamina 

de las enzimas del grupo 1, de ser funcional, pudiera tener un 

papel modulador de la actividad de GOGAT. 



Al determinar la secuencia de aminoácidos correspondiente a la 

región amino terminal de la subunidad grande de GOGAT, se 

encontró que poseia un residuo de cisteina en su extremo amino 

terminal CFig. 2 de Oliver et al., 1967). Puesto que el inicio de 

traducción más probable para esta subunidad se encuentra a 11 

residuos de aminoécido de esa cisteina, es necesario algún tipo 

de procesamiento para generar el extremo amino terminal de la 

subunidad madura. 

Integrando los datos obtenidos experimentalmente, asi como el 

análisis de la secuencia de aminoácidos, es posible proponer un 

mecanismo que explique la presencia del residuo de cisteina 

como extremo amino terminal la subunidad grande de GOGAT. 

La similitud entre las regiones amino terminales de la 

subunidad grande de GOGAT y la amidofosforribosiltransferasa de 

~- ~Y9!!1!§, incluye al péptido líder de esta última y a un 

péptido similar en GOGAT. Un corte proteolitico remueve los 

primeros ll aminoacidos de la enzima de ª· ~~~~!!i~· dejando a un 

residuo de cisteina como el extremo amino terminal de la enzima. 

Tal cisteina reacciona con análogos de glutamina, y por lo tanto 

se le ha propuesto como integrante del sitio activo de la 

enzima. 



cuando el gene que codifica para l.a 

amidofosforribosiltransferasa de ª· §Y2~!!!2 es introducido en ~­

~Q!!. se encuentra que el producto es procesado correctamente. 

Considerando que la amidofosforribosiltransferasa de ~- ~g!! ya 

no posee la secuencia correspondiente al péptido líder <ver Fig. 

3 de Gosset et al., 1989), es inesperado encontrar en~- SE!! la 

actividad que remueve al péptido líder de la enzima de ª· 
§Y~~!!!§· Esto se explicaria si tal actividad es requerida para 

procesar a péptidos similares que se encuentran en alguna(s) 

proteina(s) de ~- ~gli· Es posible pensar que la proteasa que 

procesa al péptido lider de la subunidad grande de GOGAT pudiera 

ser la misma que procese a la amidofosforribosiltransferasa de 

ª· .!YE~!1!§· Se ha especulado sobre la posibilidsad de que el 

procesamiento que expone la cisteina en la enzima de ~· §YB~!!!§. 

sea un paso necesario para que tal residuo pueda participar en la 

unión de glutamina. Es probable que esta propuesta sea cierta, 

si se considera que la enzima de g. ~Q~~ también posee un residuo 

de cisteina en su extremo amino terminal. La necesidad de 

procesamiento en la enzima de ª· §YºS!!!~ pueae reflejar un 

mecanismo que permita la regulación de la actividad de la enzima. 

Por otro lado, el procesamiento en la subunidad grande de GOGA'f 

es un evento que no se había sospechado. Hasta el momento se 

desconoce cual pudiera ser el papel de tal procesamien~o, aunque 

una posible explicación es que tuviera una función similar a la 

mencionada arriba para la enzima de ª' 2YQ~!!!~· Es importante 

sefialar que puesto que la GOGAT de ~- S.9.!:!:. es la única GOGA1' que 

se ha secuenciado, no es posible en este momento saber si este 



tipo de procesamiento se lleva a cabo eo en la GOGA1· de otros 

organismos. 



PERSPECTIVAS 

La inf ormaci6n que hasta la fecha se ha logrado obtener sobre 

el oper6n de GOGAT que codifica para las dos subunidades de esta 

enzima y una posible proteína regulatoria (Castaño et al., 1988), 

abre la posibilidad de plantear una serie de experimentos que 

permitan conocer con más detalle a este operon y su papel dentro 

de la regulación de la asimilación de amonio. 

Es poco lo que se conoce sobre los factores que participan en 

la regulación de la expresión de GOGAT. La determinación de la 

secuencia nucleotidica de la región flanqueadora 5' para BJ~~ y 

la idenficación del promotor funcional para el oper6n bajo 

condiciones de crecimiento con alto amonio, han permitido 

proponer secuencias con un posible papel regulatorio. 

Son tres los principales elementos que se proponen como 

posibles moduladores de la expresión de GOGA'f, y a continuación 

ee describen estrategias de estudio para analizar cada una de 

el1as: 

1. - El papel de la secuencia "Box Aº. posiblemente involucrada 

en antiterminaci6n dentro de la expresión del oper6n 1 puede 

ser estudiado utilizando cepas deficientes en antiterminaci6n. 

Este estudio se veria facilitado por la obtención de fusiones 

de 1os genes para cada una de las dos subunidades con el gene que 

codifica para la beta-galactosidasa. La comparación entre la 



expresión de las proteinas de fusión en la cepa silvestre y la 

cepa deficiente en antiterminaci6n, permitiria identificar el 

papel de ese mecanismo en la expresión de S!!ª Y S!!~· 

2.- La técnica de transcripción !n Y!!re puede ser útil para 

demostrar si el palindrome localizado en 

S' tiene o no un papel como terminador 

Con esta técnica es posible analizar 

la regióñ flanqueadora 

de la transcriciOn. 

los tamaños de los 

transcritos generados a partir del promotor identiticado y de 

esta manera localizar el sitio de termino de la transcripción 

<Mahadevan y Wright, 1987). 

3.- La posibilidad de que pueda existir un fenómeno similar al 

de atenuación relacionado con la regulaci~n de GOGAT, dependeria 

en primer lugar de que se traduzca la secuencia comprendida en la 

posiciOn 198-228 (Fig. 2, Oliver et al., 1987). Una forma de 

establecer que tal región codifica para un péptido, puede ser 

fusionar esa región con un gene que carezca de regiones de inicio 

de la traducción. La producción de tal proteína dependerá de que 

las secuencias de inicio de la traducción sean funcionales en el 

gene que se esta analizando. Tal fusiOn se puede hacer con el 

gene modificado de la beta-galactosidasa. 

Si se demuestra la funcionalidad de una o varias de las 

regiones propuestas, entonces se deberá seguir con su 

caracterización. Esto puede realizarse a ~raves de experimentos 

de mutagénesis dirigida, en los que se modifiquen las secuencias 

que se consideren importantes. También, dependiendo de que 



regiones se demuestre son funcionales, se podra proponer un 

mecanismo de acción en el que se tome en cuenta la acción 

conjunta de esos elementos. 

Los sitios de unión a substratos y a cofactores que se han 

propuesto a partir del análisis de las secuencia de aminoácidos 

de las dos subunidades, deben de ser demostrados 

experimentalmente. Una estrategia seria aplicar la técnica de 

mutagénesis dirigida para cambiar aminoácidos especificos en la 

proteina. Las subunidades mutantes resultantes podrían ser 

analizadas comparando sus afinidades. por la molécula cuyo 

probable sitio de unión fué cambiado, con la correspondiente de 

la subunidad silvestre. En el caso de sitios con un posible papel 

modulador de la actividad catalítica, las mutan~es respectivos 

podrían ser evaluados !n y!!rE. comparándolas con la enzima 

silvestre. Los genes para dichas mutantes, podrian ser 

introducidos a g. ~2!! para de esta manera poder observar el 

fenotipo conferido por los cambios en la secuencia polipeptidica. 

Se podría pensar también en la construcción de proteínas 

híbridas. substituyendo algunos de los posibles dominios 

funcionales de GOGAT, por dominios ya caracterizados en otras 

proteínas. Un ejemplo es substituir la r.egi6n que incluye a los 

dos posib1es sitios unión a dinucle6tido en GOGAT, por la región 

equivalente de una de las enzimas con las que muestra mayor 

similitud. Esto permitiría evaluar si los sitios provenientes de 

GOGAT son funcionales en otra proteina. Aunque es importante 

mencionar que este tipo de experimentos requieren de un 



conocimiento muy detallado de las estructuras de las proteinas en 

cuestión. 
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