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CONDICIONES DE RECULACION DE GLUTAMINA.
- SINTETASA EN PROTEUSM/RABÍLLS’

por

(1 VIC’ENTE y C. E. RISUEÑO

1 N T R O D u c c 1 0 N

La glutamil]a - sintetasa es un enzima qt>e cataliza las sigt/iel]tesz
reacciones:

L-glutamato + NH
1 + ATP —.- L-glutan,ina -4- AOP 4- P¡

L-glutamato + NH>OH + AlT —* L-glutamilhidroxamato + ADP + P;

En Tu-otei<s miii no bilis, el enzimapareceestarreguladoen concordan--
cia con una glí>tamato deshidrogenasa,NADPI-i dependiente,emizima
que proporcionasuflcienté cantidad de glutamato-libre, ci cual podr&

ser utilizado, en parte, para la síntesisde glutamina. Miéntras que la
gltítaínato deshidrogenasade este microorganismo muestra ser indu-
cible por glucosa, la glutamina siñtetasaparece ser independientede-
la fuente de carbono utilizada (VIcENTE y RAIdiREZ, 1972).

El e>]zima de Ese/uenichio cali es una proteína l]on]ogéneadisociable-
por g-ual]idina en 12 o 114 subt>nidades(Woo/-roLK el al., 1066), dc peso
molecular 5,3 . 11 O~, lo que supone t/l] peso >nolecíílar de, aproximada~
mente, 6,8 - lOt La urea, a concentracionesde 1. M y. en presenciade
agentes quelantesde cationes, disocia al enzima en st>bí;nidades mac—
tivas qi>e pi>edenasociarseen presencia(le Mm>

4. Si la reacción se lleva
a calso a bajas temperaturas,del orden de

4w C, el enzima roasociado’
recobrasu actividad ,lo que no se logra si la reasociacióílse realiza 1
temperaturas superiores, del orden de 25” C.

Un punto interesanteen la regulación de este enzima viene deter,-
minado por la modificación u; vivo de su estructnírapor ATP Se lía-
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- de fin i <lo tui enzimainact;val]te, la Al’ 1> : gí ni an>ma si ntetasa adeni1 traus-

ferasa, que modifica la glt>tamina siutetasasegún lasi gíliente reacción

-(WuLr et al - 1967)

12 MP + GS ginia rojo a—~ OS-íAMI’),, + 24 P¡

-s;eu>do el complejo GS—(AMP) 2 inactivo. II enzima i l]activante es- a

su ‘vez, i nl]il)ido por rcetoglutarato y Al’ 1» (1-leí.zE Fz , II >6~ 1). Ial papel
- (leí A lvi E, seguíí 1-10LZER et al (1 96~1) que<laha redtIc (II) a i í>hí l)ir eí enzí—
>>ia acti val] te, que catalízaría la reaccien

C¡S-(AMPm
1> —. OS -4- 12 AMi’

aí>>]qíle, para WE 1 ILER et al. (13178). t>n i sozi ma <le glí lt;í>íii/]a siutetasa,

producido por Eacillas ca/doi\’ticns, es ftícrteíi>cíte 1l]hil)ido por AME.
Em> el presentetrabajo se ha estt>diadol;í sim>tesis de gí t/ta/]ii/]a sinte-

lasa así como algunos de sus mecanismos(le regíllacio>].

MAEUIAI. Y MET0~0-~

Tuoíemts umziu-ohilis- N Ci B 5887, >n:í>ítenido en me<lios sólidos reco—

inendados por MAGAÑA y Ruíz (1967) se sombro cmi liie(lios líquidos

recomeíidadospor los mismos autores ~ supleíneí>tadoscon elucosa ‘o

sulfato amónico a concentracionesBO y 40 ml respectivamente.Las

bacteriaseran crecidas sobre estos níedios a 37 C cí> umía agitaciómí de
.12<) oscilacionespor ¡>íinuto. Las céíulas eral> recogi<las por ceí>trifuga—

cíen a .16.600 x g, dt>rante 1.0 mimiutos, a -4’ C, laVan(lose posterior—

nicute con tampóú fosfato 75 mM de p1-1 77. La rtmpt>ra <le las célt>—
las se realizaba por sonicación en t>n óscilador MS E durante1 tni>íuto

-col] protecc~ó>i de hielo, añadiendoal íaííípol] de extraccion 2-mercap—
-toetaííol <).114 M. Este extracto crt>do era centrifí>g;ído a 28.000 x g
-<lt>ramito 20 miní>tos a 4~ C, utilizándose el sol,reií;idante como extrac-

to libre de células. La actividad glutan]ina sintetasa se estímó por cl
mnetodo dc Eamjor (1955). Las proteí>ías se valoran por el método de

Lowuv et al. (1951).

LI elízima se purificó por precil)itació/] comí stílfato amonico al 80
-por 100 de saturació>í. El precipitado se recogió por cémítrifugación a

1. 900 x g duranteuí]a hora, se dializó freííte a tampón fosfato 20 níM.
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:pFl 7,3 y se adsorbió sobre gel de fosfato cálcico, equilibrado con el
mismo tampón, en una proporción de 75 mg de gel seco por mg de

proteína.. Las diferentesfracciones fueron eluidas del gel en un gra-
dientesde molaridadesde tampón que oscilóentre20 y 200 mM. El paso

-de la fracción a través de tina columna de SephadexG-200 no aun]ento

-el grado de purifcación.

1< E 5 U L T A D 0 5

La síntesisde g-lutaminasintetasase estimó en cultivos de diez horas

Labre glucosa y síílfato amónico en las condiciones descritas. Como

‘o
o,

-D
it
-o
ir

D

it

a,

ir
Li,

‘o
ir

E
<o

a,

Q 2-

0.1 -

l¾gora1—Evoluciñí> de la actividad gltttarnií/:í
Sil/telasa en cultiVos de ProTens u,íirabilis en fun-

ción del tiempo de cultivo

ruinestraen la figura 11, la actividad glutamina sintetasaaumentaprogre-
zsivamente conforme avanza el tiempo de incubación, alcanzándoseal

cabo de diez hoias una actividad aproximadamente170 veces superior

St la inicial.
Para comprobar la estabilidad del enzima, los extractos libres <le
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céltílas fueron almacc/]adosa 40 C durantediez días, mantel]icndo (llíral]—

te el mismo tiempo volúmenes dc 2 ml de los ín>smos extractos a los-

que se adicionaban02 mí, bien de ATP, hien dc AMP 5 >nM. Diaria-

mente fue estimadala actividad enzimáticapara los tres lotes, mostran-
<lose los resultados obtenidos en la figura 2. Mientras que la actividad
4cí extracto se mantienepráctican]ente inalterada durante los diez días-

de almacenan]icnto,la incubación con ATP incrementaen cuatro veces
tal actividad, mientrasque el AMP prartlcan]entela antíla.
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Pigo r;í 2—Elecío de al»]areí;.unle,> o -‘obre la acti ‘i iI; íd gí tít a—
i1/íi]¿í s;ntct;ísa el> extractos libres (le célul;ís. (A~ sií; si,>g<I;> tr:í—

tainiento (•) iíicttba<la ca>] .ATP (Q) ií>cubado caí> AXIl.

Sospechandoque estos efectos no eran directos de los nucicótidos

sol)re el enzimna, sino indirectos a trax-és de enzimas activanteso mac—
values, tal y con]o se ha descrito en la Introdísccón, se procedió a

purificar el enzima a partir de un cultivo bacteriano de diez horas <le
míctíbación- Al extracto libre (le células se íe adícionó sítífato atl]til> lc(x

hastaun 80 por 100 de saturaciól], conce>]tracióna la cual toda activi<la(l

cí/zimática qtíeda retenidaen el precipitado. Este fue redisuelto en tan]-

núms fosfato 20 mM de nI1 7,3 ‘o dializado duram]te vei>]te l>oras a ,iY
freíste al mismo tampón Al dializarlo se le adiciomió gel (le fosfato-

calcico, Cqt>ilibra(lO con idé>ítico tampón, en proporciól] (le - 75 tng <lo

gel seco por mg <le proteína, cluvendo las (list>l]ta s fracciones por la—
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wado del lecho con tampones del mismo pH cuya molaridad oscilaba

tutre 20 y 200 mM. La máxtma actividad específica fue eluida en el
primer lavado. El paso de esta-fracción a través de una columna dc

Scphadex G-200 no niejoró la purificación obtenida, por lo q>ic esta
-quedaresumidaen los puntos especificadosen la tabla 1.

El enzimapurificado 28 vecesfue entoncesincubadocon ATP y AMP

y en las condiciones-descritas y almacénadoa 4’ C durante 10 dias,
midiendo diariamente la-actividad. Los - resultados se especifican en la

figura 3, donde se muestra qt>e el ATP no modifica la actividad especí-
£ca del enzimapurificado mientras que eí AMP la rebajadrásticamente.
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Figura 3.—Efectos del AlE y AME sobre un glutamiíaa sintetasa
parcialmeíste purificada y almacenada. (•) incubada con ATE

«5) ¡<titada con AM?.
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En las condiciones de cultivó descritas, la síntesis de la glutamina

s»]tetasa por células de Eno/cíes minabilis es óptima. El enzima ha

-sido purificado 28 veces sobre el extracto libre de células y tanto el
-enzima crudo como el purificado se muestrán bastante establesen al-

macenamiento.Cuando los extractos libres de células son incui)ados
con ATP durante Varios <diás; el - enzima muestra una activación que

ts máxima al octavó día. Este ef¿cto no ~e puede adjudicar a la inht-
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bición de una ATE: glutamina sintetasaadenil trausferasaya que, en.
ausencIa de ATP, la actividad sintetásica de extracto libre de células
pern]anece inalterada. Podría ser entonces debido al efecto activador

sobre el enzima activante que disociaría el complejo GS-(AMP),~ que.

pudiera haberse formado imí rito durante el crecimiento celular. Por el-
contrario, la presenciade AMP en la preparaciónenzimática aí,ula In-

actividad glutamina sintetasaal cabo de ocho dias de incubación.

El efecto de aínbos nucícótidos sobre el enzima purificado ahoga-
por esta hipótesis. El ATP no modifica la actividad enzimática dentro-
del periodo de experimentación, estam]do en relación con la desapari-

ción del enzima activante de la preparación, perdido presumiblemente-
durante el periodo (le puríficaciór]. Sir> embargo, el efecto del AME

se mantiene, lo que indicaría que el AM
1a podría actuar, no solo por

vía indirecta como inhibidor del enzima activante, sino directamente:

cono inhibidor de la glutamina sintetasa.

R E 5 U Nl E N

Se ha purificado 28 vecesuna glutamina sintetasade Pro/cas mira-
hj/js. Se postula que el ATP actua sobre la glutamina sintetasaindirec-
tamente, como activador del enzima qa>e disocia el complejo inactivo
GS-(AMP),2. El AMP, por el contrario, se comporta como iI]lul)idor
de la glutamin;í si>,tetasaal margen de sí acción sobre eí enzima acti—
vante.
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