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CONDICIONES DE REGULACION DE GLUTAMINA.
- SINTETASA EN PROTEUS MIRABILIS

por

C. VICENTE y C. E. RISUENO

INTRODUCCION

La glutamina sintetasa es un enzima que cataliza las siguientes:
reacciones:

L-glutamato 4 XHy 4 ATP —— L-glutamina 4- ADP -}- Py
L-glutamato -}- NH,OH - ATP —— L-giutamilhidroxamato -}~ ADP -- P;

En Proteus mirabilis, el enzima parece estar regulado en concordan--
cia con una glutamato deshidrogenasa, NADPH dependiente, enzima
que proporciona suficiente cantidad de glutamato- libre, el cual podri.
ser utilizado, en parte, para la sintesis de glutamina. Mientras que la
glutamato deshidrogenasa de este microorganismo muestra ser indu--
cible por glucosa, la glutamina sintetasa parece ser independiente de-
Ia fuente de carbono utilizada (ViceEnxteE y Ramirez, 1072), )

El enzima de Escherichia coli es una proteina homogénea disociable-
por guanidina en 12 o 14 subunidades (WooLroLk et al., 1966}, de peso
molecular 5,3 . 10*, lo que supone un peso molecular de, aproximada--
mente, G,8-10°. La urea, a concentraciones de 1 M y en presencia de
agentes quelantes de cationes, disocia al enzima en subimidades inac--
tivas que pueden asociarse en presencia de Ma?t, 5i la reaceidn se lleva
a cabo a bajas temperaturas, del orden de 4° C, el enzima reasociado-
recobra su actividad ,lo que no se logra si la reasociacion se realiza @
temperaturas superiores, del orden de 25° C.

Un punto interesante en la regulacion de este enzima viene deter--
minado por la modificacion in wive de su estructura, por ATP. Se ha
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-definido un enzima inactivante, la ATP: ghlutamina sintetasa adenil trans-
erasa e ifica slutaming sintetasa segin la siguiente reaccion
f , que modifica la glutamina sintet egin | guient 1
AWoUOLrF et al,, 1967}

glutamina
12 ATP +4- G5 ———— G5-(AMP);y, + 24 P;
Mgt

siendo el complejo GE-(AMP},, inactive. El enzima inactivante es, a
su vez, inhibide por x-cetoglutarato y ATP (Horzer, 168). 1 papel
-del AMP, segin Horzer et al (1968 quedaba reducido a inhibir ¢l enzi-
ma activante, que catalizaria la reaccion

GS-(AMP),, —> GS -+ 12 AMP

aunque, para WEDLER et al. {1978), un isozima de glutamina sintetasa,
praducido por Bacillus caldolvticus, es fuertemente inhibido por AMP.

In ¢l presente trabajo se ha estudiado 1a smtesis de glutamina sinte-
tasa asi como algunos de sus mecanismos de regulacion,

MATERIAL Y METODOS

Protens mirabifis, NCIB 5887, mantenido en medios solidos reco-
mendados por Maca%a y Rurz (1967) e sembrd en medios liguidos
recomendados por los mismos autores v suplementados con glucosa ¥
sulfato amodnico a concentracienes 50 y 40 mM respectivamente. Ias
hacterias eran crecidas sobre estos medios a 37 C en una agitacidn de
120 oscilaciones por minuto, Las células eran recogidas por centrifuga-
«cidn a 16.600 x g, durante 10 minutos, a 4* C. lavindose posterior-
mente con tampon fosfato 75 mM de pH 7,7, La ruptura de las célu-
las se realizaba por sonicacion en un oscilador MSE durante 1 minuto
«con proteccion de hielo, afladiendo al tampon de extraccidon 2-mercap-
‘toctanol 0,14 M. Este extracto crudo era centrifugado a 28000 x g
«durante 20 minutos a 4° C, utilizandose el sobrenadante como extrac-
to libre de células La actividad glutamina sintetasa se estimd por el
método de Linior (1955). Las proteinas se valoran por ct método de
L.owry et al, (1951).

2] enzima se purificé por precipitacién con suliato amonico al R0
‘por 100 de saturacidn. El precipitade se recogio por centrifugacion a
BL900 x g durante una hora, se dializd frente a tampon fosfato 20 mM,
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PpH 7,3 y se adsorbid sobre ge! de fosfato cileico, equilibrado con el
mismo tampédr, en una proporcion de TH myg de gel seco por mg de
proteina., Las diferentes fracciones fueron eluldas del gel en un gra-
dientes de molaridades de tampén que oscild entre 20 y 200 m»M, El paso
-de la fraccion a través de una columna de Sephadex G-200 no aumentd
el grado de purifcacidn. :

REsuvuLTADOS

L.a sintesis de glutamina sintetasa se estimd en cultivos de diez horas
sobre glucosa y sulfate amonico en las condiciones descritas, Como

021

giutamina sintetasa [unidades)

2 4 & B 10
horas
Figura 1—Evolucién de la actividad glutamina

sintetasa en cultives de ProTews mirabilis en fun-
cién del tiempo de cultivo, ’

muestra en la figura 1, 1a actividad glutamina sintetasa aumenta progre-
sivamente conforme avanza el tiempo de incubacion, alcanzindose al
cnbo de diez horas una actividad aproximadamente 170 veces superior
@ la inicial.

Para comprobar la estahilidad del enzima, los extractos libres de
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células fueron almacenados a 42 C durante diez dias, manteniendo duran-
te el mismo tiempo volimenes de 2 ml de los mismos extractos a los
que se adicionaban 0,2 ml, bien de ATP, bien de AMP 5 mM. Diaria-
mente fue estimada la actividad enzimditica para los tres lotes, mosiran-
dose los resultados obtenidos en la figura 2. Mientras que la actividad
del extracto se mantiene practicamente inalterada durante los diez dias
de almacenamiento, la incubacidén con ATP incrementa en cuatro veces
tul actividad, mientras que el AMP practicamente la anula.
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Figura 2.—Lfecto de almacenamienio sobre la actividad gluta-
nmina sintetasa en extractos libreg de células. (&) sm singin tro-
tamiento ; (@) incubado con ATP: {7)) incubado con AMD.

Sospechando que estos efectos no eran directos de los nucledtidos
sobre el enzima, sino indirectos a través de enzimas activantes o inac—
tivantes, tal y como se ha descrito en la Introduccion, se procedid a
purificar el enzima a partir de un cultivo bacteriano de diez horas de
incubacion. Al extracto libre de células se le adiciond sulfato amdnico
hasta un 80 por 100 de saturacidn, concentracidon a la cual toda actividad
enzimatica queda retenida en el precipitado. Este fue redisuelto en tam-
pon fosfato 20 mM de pH 7,3 v dializado durante veinte horas a 4° C
frente al misme tampon. Al dializarlo se le adiciond gel de fosfato
cileico, equilibrado con idéutice tampén, en proporcion de. TS my de
gel secco por mg de proteina, eluyendo las distintas fracciones por la-
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vado del lecho con tampones del mismo pH cuya molaridad oscilaba
entre 20 y 200 mM. La maxima actividad especifica fue eluida en el
primer lavado, Il paso de esta fraccién a través de una columna de
Sephadex G-200 no mejord la purificacion obtentda, por lo que esta
queda resumida en los puntos especificados en la tabla 1,

El enzima purificado 28 veces fue entonces incubade con ATP y AMP
y en las condiciones descritas y almacenado a 4° C durante 10 dias,
midiendo diariamente la-actividad., Los-resultados se especifican en la
figura 3, donde se muestra que el ATP no modifica la actividad especi-
fica del enzima purificado mientras que el AMP 1a rebaja drasticamenie.
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Figura 3.—Efectos del AT y AMP sobre un glutamina sintetasa
parcialmente purificada v almacenada. (@) incubada con ATP;
() incubada con AMP,

Driscusidn

IEn las condiciones de cultive descritas, la sintesis de la glutamina
sintetasa por células de Proteus mirabilis es optima. El enzima ha
sido purificado 28 veces sobre el extracto libre de células y tanto el
enzima crudo como el purificado se muestran bastante estables en al-
macenamiento. Cuando los extractos libres de células son incubados
con ATP durante varlos dzas, el enzima muestra una activacidn que
€s maxima al octavo. dia. Este efecto no $e puede adjudicar a la inhi-
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Furiticacidn de giutamina sintetasa de P, mirabitis

Volumen Proteina Actividad  Actividad e Recuperacién
ml mg/ml espeeifica total Purificacién 0/
Extracto libre de células . ...... e aae e 47 0,40 0 00375 0,080 - 100
Precipitado SO, (NH,}, 80 "/, saturacién... ..., b3 0,55 (,0181 0,050 4,85 83
Eiuvato gel primera fraccion.......oovee . cvvn. ., 5 0,04 0,105 0, 215 28 35,9
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bicion de una ATP:glutamina sintetasa adenil transferasa ya que, en.
ausencia de ATP, la actividad sintetdsica de extracto libre de células
permanece inalterada. Podria ser entonces debido al efecto activador
sabre el enzima activante que disociaria el complejo GS-(AMP),, que
pudiera haberse formado in vive durante el crecimiento celular. Por el
contrario, la presencia de AMP en la preparacidn enzimatica anula la.
actividad glutamina sintetasa al cabo de ocho dias de incubacion.

El efecto de ambos nucledtidos sobre el enzima purificado aboga.
por esta hipotesis, El ATP no modifica la actividad enzimditica dentro-
del periodo de experimentacidon, estando en relacion con la desapari-
cion del enzima activante de la preparacion, perdido presumiblemente
durante el periodo de purificacién, Sin embargao, el efecto del AMP
se mantiene, lo que indicaria que el AMP podria actuar, no solo por
via indirecta como inhibidor del enzima activante, sino directamente:
cono inhibidor de la glutamina sintetasa.

ReEsuMEN

Se ha purificado 28 veces una glutamina sintetasa de Proteus mira-
bilis. Se postula que el ATP actua sobre la glutamina sintetasa indirec-
tamente, como activador del enzima que disocia el complejo inactivo
GS-(AMPY},,. K1 AMP, por el contrario, se comporta como inhibidor
de la glutamina sintetasa al margen de su accidn sobre el enzima acti-
vante.
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