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INTRODUCCLON

E1 nitrégeno es.un elemento que forma parte de muchos com-
puestos simples y de casi todas las macromoléculas de los seres
vivos; especialmente de las proteinas y de los dcidos nucléicos

La mayoria de los seres vivos pueden obtener el nitrégeno
de diferentes compuestos como nitratos, émonio, aminodcidos,
protefnas, etc. Sin embargo, la utilizacidn de cualquiera de
estas moléculas, implica su conversidn a amonio, ya que este
compuesto puede ser utilizado por 1a célula para la sintesis de
compuestos nitrogenados.

El proceso mediante el cual el amonio es incorporado a mo
1éculas orgdnicas se conoce como asimilacidn. En este proceso,
participan fundamentalmente 1a deshidrogenasa glutdmica (GDH~
NADP] y- 1a glutamino sintetasa (GS). La GDH-NADP, cataliza la
aminacidén reductiva del dcido 2-oxogiutérico dando como produc-
to dcido glutémico:

NH4 + 2-oxoglutarato + NADPH

p dcido glutamico + NADP

La GS cataliza 1a produccidn de glutamina a partir de dci-
do glutdmico y amonio, en esta reaccidon se gasta una molécula
de ATP
dcido glutamico + N, + ATP ———» glutamina + ADP + Pi

E1 &cido glutdmico y Ta glutamina obtenidos durante la asi
milacién de amonio, son precursores en la formacidn de todos
1os compuestos nitrogenados celulares {dcidos nucléicos, amino-

icidos, aminoazicares, etc), a traves de donar sus grupos amino



y amido, mediante reacciones de transaminacién y transamida-
cidn respectivamente.

Como se menciond anteriormente, la utilizacidn de aminodci
dos como fuente de nitrdgenoc, implica la degradacidn de estos
compuestos hasta amonto., En este proceso participan diversas en
zimas catabdlicas, que estan sujetas a un sistema de regulacidn
denominado represién catabbiica nitrogenada (1,2,3). Este meca-
nismo previene la expresibn de estas enzimas en presencia de
amonio, o de los productos primarioé de 1a asimilacién de este
coppuesto (&cido glutimico o glutamina) (4).

En algunos microorganismos se ha reportado que la glutami-
na es el correpresor de la represidn catabélica nitrogenada (1,
3,5). La glutamina es por lo tanto, precursor de algunos com=-
puestos nitrogenados y correpresor de la represifn catabdlica
nftrpgenada. Debido a que la glutamina tiene un dobie papel en
el metabolismo nitrogenado, su stntesis y degradacidn debe es-
tar finamente regulada, manteniéndose una concentracibn de este
aminodcido que cumpla las necesidades bifosintéticas sin resul-
tar en un efecto represivo.

En Neuhrospora chassa y Saccharomyces cerevisiae se ha en-
contrado que 1a actividad de GS es aita cuando el microorganis-
mo se cultiva en fcido glutimico como Gnica fuente de nitrdgeno,
intermedia cuando se cultivan en amonio y baja cuando la gluta-
mina se utiliza como finica fuente de nitrdgeno (6,7). Por otro

lado, en Naunuabona crassa, la actividad de GS se regula a ni-



vel de l1a concentracidén y de la sintesis de esta enzima (9,1¢).
En §. cerevisdiae, al igual que en N. caassa, la actividad de GS
también se regula a nivel de sintesis (11}, y a nivel de activi
dad por un sistema de inactiyacibn irreversible, probahlemente
proteolitico (11,12).

En diferentes sistemas celulares, se han encontrado dife-
rentes actividades enzimdticas capaces de degradar glutamina:
Transamidasas de glutamina, glutaminasas, via de la w-amidasa
y L-amino acido oxidasa.

Las actividades mds estudiadas, son las transamidasas de
glutamina, que catalizan 1a donacidn del grupo amido de la glu~
tamina a algin esqueleto de carbono, dando como productos gluta
mato y el esqueleto.de carbono con un grupo amine. La mayoria
de Tas transamidasas descritas, utilizan ATP como substrato. Me
diante reacciones de transamidacifn la glutamina participa en
1a sintesis de asparagina, NAD, purinas, glucosamina, citosina,
carbomilfosfato, acido p-amino benzoico, histidina y triptofano
{13).

Como en otros microorganismos, el papel de las transamida
sas de glutamina en §. cexreviaiae parece ser netamente biosinté
tico, ya que estas enzimas estén sujetas a inhibkicidn por pro-
ducto final (14,15,16,17). Ademds, se han aislado mutantes en
algunas de estas actividades, en cepas de S. cerevisiae, las
cuales presentan fenotipos de auxotrofia para los productos de

transamidacién especificos (18,19,20).



La glutamato sintasa (GOGAT) es una transamidasa de gluta
mina que cataliza 1a aminacién reductiva del cetodcido 2-oxo-
glutirico dando como resultadoe la produccién de dos moléculas
de dcido glutdmico. E) papel de la GOGAT ha sido estudiado en
diferentes microorganismos; en Ktebsielfa pneumoniae se ha re-
portado que la actividad de GOGAT participa de manera importan
te, en la sintesis de glutémico como un sistema alternativo a
la GDH (21); el funcionamiento de la GDH o la GOGAT, depende
de la concentracifn intracelular de amonio (21}, En N. crassa,
se ha demostrado la barticipaciﬁn de la GOGAT, en la sintesis
de fcido glutdmico en condiciones limitantes de amonie (22),
ademés se ha demostrado un papel importante de la GOGAT en la
asimilacién de glutamina ya que dofles mutantes de N. crassa
que carecen de esta actividad y de 1a GDH-NADP tienen un tiem-
po de duplicaci6n mayor que la cepa silvestre, en glutamina
comp fuente de nitrbgeno, en estas condiciones 1a poza intrace
lular de glutamato en 1a cepa mutante es menor (23).

La GOGAT de S. cerevisiae se ha purificado a homogeneidad,
(24;251 alin cuando el papel fisfolégico de esta enzima ha sido
poco estudiade. Reclentemente, se ha aislade una mutante de S.

" cenevisiae alterada en la actividad de GOGAT (Jorge Luis Folch,
comunicacién personal). Esta mutante se ais16 buscando mutan-
tes auxftrofas de glutdmico, a partfr de una cepa que carece
de GDH-NADP. El1 estudio de esta mutante posiblemente permitird

determinar cual es el pabel de 1a GOGAT en la asimilacifn de



amonio y glutamina en S. cerev.isdiae,

La actividad de glutaminasa cataliza la hidr6lisis de gly
tamina dando como productos glutamico y amonifo. La actividad
de glutaminasa ha sido encontrada en diferentes tejidos de ma-
miferos (26,27,28). En mitocondria de cerebro de puerco se ha
demostrado la existencia de dos glutaminasas, una soluble y la
otra unida a membrana, estas dos actividades son activadas por
fosfato (28). La activ tad de glutaminasa se ha encontrado en
diferentes microorganismos (29). En Eschealchia coli y Baci-
Llus Licheniformis se ha demostrado la existencia de dos gluta
minasas (30, 31). La actividad de glutaminas2 ha sido encontra
da en S. cerevisdiae {32).

E1 papel de la actividad de glutaminasa en la asimilacién
de glutamina ha sido poco entendida por la ausencia de mutan-
tes afectadas en esta actividad,

La actividad de transaminasa de glutamina cataliza la
transferencia del grupo amino de la glutamina a algin a-ceto-
dcido dando como‘productos 2-oxoglutaramate (cetofcido de glu-
tamina) y un aminodcido; el 2-oxoglutaramato es hidrolizado a
amonio y 2-oxoglutarato mediante otra enzima 1lamada w~-amidasa
La via de degradacion de glutamina por la transaminasa de glu-
tamina y la w-amidasa se le conoce como la via de la i-amidasa,

La via de la w-amidasa ha sido estudiada en mamiferos don
de se ha reportado la existencia de tres diferentes transamina

sas de glutamina que difieren esenciaimente en su especifici-



dad por diferente a-cetoficide y su localizacibn intracelular
(33).

La actividad de transaminasa de glutamina se ha reportado
en N. crassa (34). En este sistema se ha propuesto una via me-
tabé1ica en la que la degradacidn de glutamina a amonio y
2-oxoglutarato y la resintesis de este aminodcido por la GDH
y la G§ resulta en un ciclo que fncorpora amonio a aminodcidos
(35}, Esta via se propuso para explicar la acumulacibn de argi
nina y otros aminodcidos en N. crassa cuando esta se encuentra
en condiciones restringidas de crecimiento y que cepas que tie-
nen algdn bloqueo en la asiwilacién de amonio no pueden utili-
zar glutamina bara la sintesis y acumulaci6én de arginina (36).
Ademas ha sido demostrada la participacién de Ta transaminasa
de glutamina en la asimilacién de este aminoficide en N. crassa
como 1o sugiere la acumulacibn de 2-oxoglutaramato <in vive
cuando e hongo se crece en glutamina como fuente de nitrdgens
y la inhibici6n por aminoxatico (inhibidor-especifico de
transaminacion)] (23] de la excrecidn de amonio de una cepa mu-
tante GDH™ en glutamina como fuente de nitrfgeno.

Otras enzimas que podrian participar en la degradacidn de
Ya glutamina son las L-aminodcido oxidasas, que catalizan la
desaminacién oxidativa de los L-amino8cidos, La L-aminodcido
oxidasa de Naumoapcna cnagsa es capaz de desaminar a la gluta-
mina con una actividad 50% menor dhé 1a que bresenta con la

histidina, que es el mejor sustrato de esta enzima (52); sin



embargo parece que la L-aminooxidasa tiene poca par;tcipacf&n
en la asimilacidén de glutamina en este hongo ya que se ha re-

portado que esta enzima se reprime en presencia de glutamina
(53).



OBJETIVO.

Saccharomyeces c;mevui.ae es capaz de utilizar diferentes
compuestos como fuente de ni@rﬁgeno {aminodcidos, bases puri-
cas y pirimidicas, etc) (37) y la utilizacién de estos compueg
tos implica su degradacion a fcido glutdmico y amonio, precur-
sores en la sintesis de glutanina para asi distribuir el nitrg
geno de estos dos aminodcidos a todos los compuestos nitrogena
dos.

Entre 1os aminodcidos que Saccharomyces cerevisiae puede
utilizar como fuente de nitrégeno se encuentra la glutamina,
sin embargo 1a utiiizacién de este amincdcido no implica nece
sariamente su degradacidn a amonio ya que, como se menciond an
tes, al donar su grupo amido mediante reacciones de transamida
cibn forma &cido glutamico.

En S. cerevisiae se ha reportado la existencia de la acti
vidad de glutaminasa que hidroliza Ta glutamina dando como pro
ductos &cido glutimico y amonio (32). También en §. cerevisiae
se ha reportado 1a existencia de la actividad de w-amidasa,
que hidroliza a-cetoglutaramato (cetodcido de glutamina) a ce-
toglutarato y amonio (33); sin embargo no se ha reportado la

_existencia de 1a transaminasa de glutamina, primera enzima de
1a via de la w-amidasa, en este microorganismo,

E1 objetivo del presente trabajo es estudiar el papel de
tas vias metabdélicas que degradan 1a glutamina a amonie (gluta

minasa y via de la w-amidasa) durante la asimilacibn de este



aminodcido en Sacharomyces cerevidiae, con el fin de entender
el papel que Jjuegan estas enzimas en la distribucion del nitrd
geno de este compuesto, ya que la glutamina es uno de los prin

cipales donadores de nitrdgeno celular,
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Material y Métodos

Cepas: Todas las cebas ut11izgdas provienen del cepario de ltos
laboratorios de Cold Spring Harbor, Nueva York
Las cepas utilizadas son la cepa silvestre 5288C:a mal;
.gal ‘2, la cepa AH22: lew 2-3; leu 2-112, his 3; y la ce-
pa D286-A: ade 1 his 1.

Medios de cultivo y condiciones de crecimiento:

Para el crecimiento de precultives se utilizd medio YPD
(extracto de levadura 1%; Peﬁtona de Caseina 2% y Dextrosa 2%}.
E1 medio minimo utiltzado se prepard con sales, elementos traza
y vitaminas segln la férmula de Difco Yeast Nitrogen Base. La
dextrosa se utilizd como fuente de carbono al 2%. Como fuente
de’nitrégeno se utilizé (NHy),50,, 40mM 0.1% de glutamina. Los
demas aminodcidos utilizados se ooumparon a la misma concentra-
cién de 1a glutamina. Las c&lulas se incubaron a 30°C y 175rpm
y el crecimiento se sigui6 midiendo 1a densidad Gptica del cul-
tivo a una longitud de onda de 650nM. Para las determinaciones
de pozas de aminodcidos y de actividades enzimdticas, las célu-

tas se incubaron durante 12 horas.

Mutagénesis y seleccifn de mutantes:

La seleccifn de mutantes, que no ocuparan glutamina como
fuente de nitrégeno, fué de 1a siguiente manera: La cepa S288C
se mutagenizf con ethylmetanp sulfonato (EMS} siguiendo el métp
do de Pink (38]. Después de 1a mutagénesis se cultivaron las cé
Tulas en medio minimo con amonio como fuente de nitrégeno, du-

rante tres dias. Desbués de este periodp de tiempo, se enrique-
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ci6 la poblacidn de c&lulas que no podfan utilizar glutemina
como fuenge de nitrégeno; con e] antibidtico N-glicesii-potifun
gfna (39}.

Las células se sembraron en cajas de medio minimo con amonio
como fuente de nitrégeno y se incubaren a 30°C durante & dias.
Las ¢olaonias que crecieron, se replicaron en cajas de medio mi-
nimo, con glutamina como fuente de nitrégeno., Se purificaron
aquellas células que no crecieron en glutamina como fuente de

nitrégeno.

Determinacifn de pozas de amino§cidos.

tas cé&lulas se cosecharon por centrifugacidn, se resuspen-
dieron en 20m1 de etanol al 80% y se hiervieron 10 minutos para
evitar degradacidn de aminofcidos. Después de este tratameinto,
las células se rompieron utiiizando un homogenizador Braun y
pertas de vidrio; la suspensibn de células, se pasd por filtros
millipore de 0.22» ., Los filtrados que contenian los aminodci-
dos, se liofilizaron y lTas pozas de aminodcidos se determinaron

como se ha descrito previamente {40).

Determinacidn de glutaminasa {n vdtro.

Se prepararon extractos solubles, rompiendo las células en
teras en huffer Tris-HC1 50mM a1 pH apropiado, utiiizando un ho
mogenizador Braun y perlas de vidrio. Los extractos se centrify
garon 20 minutos a 10,000rpm y el sobrenadante se pasd per una

columna de Sephadex G25, que se equilibré y etuyd con el buffer
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de extraccion. La actividad se ensayd en un volimen de 0.5ml
con una mezcla de reacciln que contenfa Tris-HC1 50mM a1 pH
apropfado, U-14C glutamina (10cbm por ymole) 60mM y O.lml de ex
tracto crudo. La mezcla de reaccifn se incubd a 37°C por 50 mi-
nutos, la reaccién se parf con 3ml de etanol frio al 80%. Esta
mezcla se liofilizé; el residup se resuspendid en HC104 al 3%
Se aplicé a papel Whatman 3MM y se cromatografid empleando como
eluyente una mezcla de: l-n butanol, dcido acético y agua
{6:1:4),

Estindares no marcados; se corrieron paralelamente y se tifieron
con ninhidrina\zlﬂ en etanol), La radicactividad se estimd en
el g]utamato; Las unidades de actividad estdn expresadas como ,

nanomolas de glutamato producidas por minuto a 37°C.

Determinacifn de -giutaminasa £n vivo.

La actividad de glutaminasa £n vivo, se midif siguiendo la
produccifn de glutdmico & partir de la poza intracelular de giy
tamina previamente marcada, en células crecidas en glutanina
como fuente de nitrégeno, de 12 siguiente manera:

Las células se incubaron en medio minimp con glutamina
como Gnica fuente de nitrégeno, hasta que alcanzaron una densi-
dad Sptica de 0.4 a 650nH. Las células se cosecharon por filtra
cién y se concentraton 10 veces en medio minimo con glutamina
v- 1¢ (10,000 cpn por zimolal 0.5mM y &cido aninoxacético 25mi,
para evitar la degradaci6n de glutamina por transaminacibén (23)

(las cé&lulas de la ceha CN10 se concentraton 1o necesario, para
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@ener la misma densidad dptica que la cepa silyestre). La mez-
cla celulayr se incubd 5 minutos a 30°C para permitir la entrada

de glutamina U- 14

C y la glutamina marcada, se elimind por
filtraci6n y lavados con glutamina fria 0.5mM. Se tom6 parte de
1a mezcla celular para determinar Ja poza intracelular de gluta
mina y la cantidad de radioactividad en las pozas de glutamina
y de glutdmico, como se descrihid anteriormente.

ta producci6n de glutémico, a partir de la poza intracelu-
lar de glutamina, se siguid en el resto de 1as cé&lulas resuspen
didas en medio.minimo conteniendo dcido aminoxacético 25mM, sin
glutamina exdgena. La mezcla celular se incub6 5 minutos a 30°C,
Después de este periodo, tas células se colectaron por filtra-
cién y la reaccidn se paré hirviendo las células durante 10 mi-
hutos en etanol al 80%, esta mezcla se filtré a travéz de Fil-
tros millipore de 0.22y, Los filtrados se liofilizaron y la can
tidad de radioactividad en la poza do glutamato se determind,
como se describid anteriormente.

La actividad de glutaminasa se estimdé a partir de la incop

poracién de glut&mico 1

C a la poza intracelular de glutamico
previamente marcada, tomando en consideracidn la poza intracely

lar de glutamina.

Determinacidn de transaminasa de glutamina.
Se prepararon, extractos solubles, de la misma manera que
los extractos utilizados para determinar la actividad de gluta-

minasa, excepto que el buffer utilizado para la extraccifn fué
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500k pirofosfato de sodic pH 8.5. La pctividad de transaminasa
de glutamina se determind de tres maneras de Ta manera descri-
ta: 1) midiendo la aparicién del cetodcido de glutamina (2-oxo
glutaramato} (23) 2] midiendo la desaparicibn de fenil piruva-
to (41) y 3) widiendo la aparicién de fenilalanina (41},

La actividad acopiada de transaminasa de glutamina w-ami-~
dasa se determiné siguiendo Ja ﬁroduccién de amonio a partir -
de glutamina que dependiera de la presencia de fenil piruvato-
(23}. La concentracidn de amonio se midis con GDH hovina de 1a

manera descrita (42},

Extraccién de Metabolitos.

Para 1z determinacidn de pozas de glucosa, Z-oxoglutarato
¥y piruvato, los extractos se prepararon de 1a manera descrita~
(43).

Determinacién de 2-oxeglitarato, piruvato y glucosa,

La concentracién de 2-oxoglutarato se determiné con GDH -
de boyino, siguiendo la oxidacTtn de NADH 2 34GnM de la manera
descrita (7). La concentracifn de piruvato se determing con 12
enzipa deshidrogenasa lactica (LDH) de bovino midiends la oxi-
daciGn de NADH a 340nM. Diferentes alicuotas de extracto se ip
cubaron a temperatura amhiente con 0.1mM NaDH y 0.01lml de una-
solucibn de LDH 2} 2.5% en un volumen final de Iml de 1000M --
Tris-HCY pH7.8 . La glucosa se determiné con un kit pava deter

minar glucosa (God Perid, LaKeside).
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Determinacién de proteina.
La concentracidén de proteina se determind por e)] método de

Lowry (44), utilizando albumina bovina como standar.
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RESULTADOS

1. Aislamiento y Caracterizacién de una mutante afectadé en la

degradacién de glutamina,

A partir de la cepa silvestre (5288C), se buscaron mutan-
tes incapaces de utilizar glutamina como dnica fuente de nitré-
geno {ver material y métodos}. Se aisld una mutante (CN10), que
no crece en presencia de glutamina como (inica fuente de nitrdge
no. La cepa CN10 tampoco crece cuando el medio de cultivo con-
tiene glutamina y amonio como fuentes de nitrdgeno (Fig.1A y B)
¥ cuando esta mutante se cultiva en amonio como iUnica fuente de
nitrégeno, su tiempo de dupitcacifn es tres veces mayor que el
de 1a cepa silvestre cultivada en esta condicién (Fig.1cC).

E1 fenotipo de esta mutante resulta paradéjico, ya que ademas
‘de ser {incapaz de ut{lizar gintamina, aparentemente presenta
problemas en 1a utilizacibn de amonio,

La o las mutaciones presentes en la mutante CN10 pudieren
haber afectado el transporte de glutamina, o alguna de las en-
zimas involucradas en la degradacién de este amino dcido.

Fn cualquiera de estos ¢asos, 1a o las alteraciones presentes
en 1a mutante CN10, resultan en un fenotipo complejo que apa-
rentemente afecta la utilizacibn tanto de glutamina como de
amonio. Con el fin de analizar si el fenotipo de la mutante
CN10 se debia a 1a presencia de una sola mutacibn, se intentd

hacer un estudio de seqregacidn. La cepa CN10O se cruzé con los
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auxGtrofos AH22 y D28B6-2A, (ver Material y Matodos) con ambas
cepas se obtuvieron diploides capaces de crecer en glutamina
como {inica fuente de nitrégeno, indicando que el fenotipo de
Ta CN10 es recesivo; sin embargo, los diploides fueron incapa-
ces de esporular y no fué posible llevar a cabo un andlisis de
segregacién,

En virtud de estos resultades, se decidié analizar esta mutan-
te midiendo diversos pardmetros bioquimicos,

Si el fenotfpo de la mutante CNI1O se debe a una altera-
cidn en la degradacibn de glutamina, esto deberia resultar en
Ta acumulacién de este amino dcido, cuando esta cepa se culti-
va en presencia de glutamina en el medio de cultivo. Como se
presenta en la talba 1, la mutante CN1O, acumula pozas de gTu-
tamina que son varias veces mayores que las encontradas en la
cepa silvestre cuando esta se incuba en glutamina o glutamina
mas amonio como fuente de nitrdgeno. Es interesante observar,
que 1a cepa silvestre tiene valores no detectables de glutami-
na cuando esta se utiliza como fuente de nitrigeno {Tabla 1},
esto se debe a la rdpida degradacién de este amincdcido, ya
que en periodos menores de incubacién, este aminodcido si se
encuentra presente {datos no mostrados).

Cuando Ta mutante CN10 se cultiva en amonio, acumula po-
zas de glutamina que son cuatro veces mayores a las que presen
ta ta cepa silvestre en esta condicidn.

Esto podria significar que la mutante también presenta altera-
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ciones en el metabolismo de la glutamina sintetizada endogena-
mente, Por otro lado; en 1z mutante parece haber una relacién
inversa entre la capacidad de acumular glutamina y la capaci-~
dad de crecer, ya que en amonio es la condicién donde la cepa
CN10 acumula menor poza de glutamina y mejor crece. {Fig.1A,
B, ¢) {Tabla 1},

Existen antecedentes que sefialan que en ciertas condiciones fi
siolbgicas, algunos hongos eucariotes son capaces de acumular
amino dcidos, a pesar de existir mecanismos regulatorios que
modulan el transporte y acumulacibn de estos compuestos, En el
casp de S. cerevdisdue Messeguey et all ( 54 ) han reportado,
que cuando la s¥ntesis de proteinas baja, muchos amino dcidos
cambian su localizacién subcelular quedando atrapados dentro
de una vacuola; a este respecto; este fendmeno podria explicar
el hecho de que Ta motante CN1Q sea capaz de acumular pozas
elevadas de glutamina.

Por otra parte, se podria esperar que mutantes incapaces
de degradar glutamina presenten un requerimiento por dcido glu
témico cuando se cultivan en glutamina como Gnica fuente de ni
trégeno, .

En la Tabla 1 se presentan Tas pozas de glutamato encontradas

en 1a cepa silyestre y en 1a mutante CN10 cuando estas se cul-
tivan en glutamina, glutamina mas amonio. En esta tabla se pue
de observar que la cepa CN10 acumula pozas de glutamato 3 y 15

veces mas altas que la cepa silvestre cultivada en estas condi
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ciones, Estos datos sugieren que aGn cuando en estas condicio-
nes, la glutamina no se esta degradando igual que en la cepa
silvestre, ya que la mutante CN10 no crece en estas condicio-
nes y acumula glutamina, la incapacidad para degradar este ami
nodcido no es total, ya que a partir de este compuesto, la mu-
tante puede obtener glutdmico. Por otro ltado, cuando estas ce-
pas se cultivan en amonic como Unica fuente de nitrdgeno, la
cepa CN10 presenta pozas menores que las encontradas en la ce-
pa silvestre (Tabla 1j. Estos datos podrian indicar que la di=-
ferencia de crecimiento de 1a cepa CNQ en amonio como fuente
de nitrégeno se pudfera deber a un requerimiento de glutédmico,
sin embargo este parece no ser el casc ya que estas diferen-
cfas en crecimiento no se modifican si se le agrega glutamato
al medio de cultivo (datos no mostrados).

Los datos arriba mencionados, sugieren que la mutante CN10
esta alterada en la degradacibn de glutamina, aun cuando la ca
pacidad de utilizar este compuesto no estd afectada en su tota
1idad.

Estos datos también muestran que la incapacidad que la mutante
presenta para c¢recer en glutamina o en glutamina mas amonio ne¢

se debe a un requerimiento por dcido glutamico.

2. Actividad de glutaminasa en las cepas S288C y CNlO.

.Como se explicé en la introduccién, existen varias enzi-

mas responsables de la degradacibn de glutamina, con el fin de
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analizar si alguna de estas actividades estaba alterada en la
mutante CN10, decidimos iniciar este estudio determinando la
actividad de glutaminasa en las cepas §288C y CN10. La activi-

" dad de glutaminasa se determind &fn witre e 4n vive comd se des
cribe en 1a seccibn de material y métodos. Cuando 1a actividad
de glutaminasa se midib £{n vitre no se encontraron diferencias
entre 1a actividad de 1a cepa CH10 y Ta de Ja cepa silvestre
(Tabla 2); sin embargo, cuando 1a actividad de glutaminasa se
determind {n vivo se encontré que la cepa mutante CN10 presen-
taba una actividad que correstnde a un 16% de Ya que presenta
la cepa silvestre, ver Tahla 2. Estos datos sugieren que el fe
notipo de 1a mutante CN10 podria deberse a 12 inactivacién in
vivo de la glutaminasa. $in embargo no se puede descartar la
posibilidad de que en el ensayo de glutaminasa “in vivo" se es
tuvieran determinando otras actividades que degradan la gluta-
mina a glutamate (eg—transam{dasaS‘de glutaminal.

Con el fin de seguir analizando al efecto de 1a mutacidn
presente en la cepa CN1G sobre la actividad de glutaminasa, de
ci{dimos medir la actividad de esta enzima en un rango de pH's
diferentes. Como muestra la figura 2, la cepa silvestre mues-
tra 3 picos de actividad con pH Sptimo 7.5, 8.1 y 8.5, hemos
denominado glutaminasa A al pfco que aparece a un pH de 7.5 y
glutaminasa B al pico que aparece a un pH de 8.1, E1 significa
do del tercer pico que presenta 1a cepa silvestre se discutird

mas adelante. La mutante CN1Q bresenta 2 pfcos de actividad de
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glutaminasa con pH's optimes a 7.5 y 8.1. Cuando los estractps
celulares de la cepa silvestre y de la cepa CN10 se calentaron
15 minutos a 60°C, 1a cepa silvestre retuvo los 2 picos de ac-
tividad mientras que Ta cepa CN10 perdié e) pico correspon-

diente a la glutaminasa B.(Figura 2}. Estos datos indican que
en S. cerevisiae hay al menos dos glutaminasa (A y B fig. 2}

¥ que Ta mutante CN10 presenta una actividad de glutaminasa B

mas termosensible.
3. Regulacibn de la actiyidad de glutaminasa.

Hemes encontrado que 1a actividad de glutaminasa se regu-
la negativamente por algunos a-cetodcidos. La figura 3 muestra
la inhibicién de la actividad de glutaminasa por piruvato,
2-ox0glutarato y glioxalato. Ya que este experimento se 1levé
a cabo a un pH de 8.5, que no es el Gptimo para ninguna de las
glutaminasa, A y B estos datos no nos permiten saber cual de
Tas dos enzimas se regula por cetodcidos; sin embargo se puede
observar (Fig. 3), que la actividad de la cepa silvestre se in
hibe por los g-cetodcidos antes mencionados, afin cuando hay cier
ta activacion de la enzima a concentraciones hajas de inhibi-
dor. Este tipo de comportamiento se ha demostradoe para otras
enzimas sujetas a regulacidn alostérica (45), En la figura 3
también se puede observar que la actividad de glutaminasa (me-
dida a pH 8.5) de 1a cepa CN10 es mas sensible a 12 inhibicibn

por piruvato y 2-oxoglutarato, ademds se puede observar que la
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actividad de Ta mutante no es estipulada a bajas concentracio-
nes de piruvato y 2-oxoglutarate; en cuanto a la sensibilidad
por glioxalato se puede ver que no hay diferencias entre la ag
tividad de la cepa silvestre y 1a mutante.

Ya que las determpinaciones arriba descritas se hicieron a
pH 8.5, se decidi6, medir la actividad de glutaminasa de Ta ce
pa CN10 en un rango de pH's utilizando 100mM de piruvato y por
otro lado en extractos no dializados (Fig. 4A, B), esto con el
fin de determinar si la inhihicién por estos a-cetofcidos era
especifica sobre la glutaminasa A 0 B, La Figura 4A, B, mues-
tra que la actividad de glutaminasa B es menor en presencia de
piruvato y en extractos no dializados en Ja cepa CN10. Es de-
cir en extractos no dializados la actividad de glutaminasa B
de 1a cepa CN10, posihlemente sea menor en virtud de que esta
enzima sea mas sensible a Ta inhfbicién por cetodcidos
presentes en el extracto. Estos datos sugieren que la {nactiva
cidn de la glutaminasa 8 {n vive de la cepa CN1G podria deber-
se a una alta sensibilidad de la glutaminasa B a ciertos a-ce-

todcidos.
4, La glutaminasa A es una enzima unida a membrana.

Como se mencion6 anteriormente, la cepa CN10 acumula po-
zag de glutamato que son varias veces mayores que las encontra
das en la cepa silyestre cuando estos se cultivaron en presen-

cfa de glutamina (Tabla 1}. Estos datos sefialan que afdn cuando
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la glutamina no se estd degradando en la mutante, con la misma
eficiencia que en la cepa silvestre, parte de este aminodcido
se cataboliza dando glutdmico. Ya que la mutante CN1O no presen
ta alteraciones en la glutmwinasa A, se pensd la posihlidad de
que esta actividad estuviera unida a membrana y que fuera res-
ponsable de Ya degradacibn de glutamina exdgena. Con el propd-
sito de analizar la posifle localizacién de la glutaminasa A en
membrana, se midié la actiyidad de esa enzima a pH de 7.5 en
los paquetes celulares obtenidos despues de centrifugar culti-
vos crecidos en glutamina como fuente de nitrdgeno y de romper
las células mecdnicamente, estos paquetes se trataron con tri-
ton X-100 1%,

Los resultados de estas determinaciones se presentan en Ja Ta-
bla 3, donde se puede observar que en la cepa silvestre se en-
contrd un 57.8% de la actividad total en sobrenadante del ex-
tracto y el 42,1% en las pastillas tratadas con triton obteni-
das despues de centrifugar los extractos previamente rotos me-
canicamente {ver Material y Métodos). Esta tabla también mues-
tra que }a actividad extraida del paquete celular depende de
la presencia de Triton X-100; sin embargo existe algo de acti-
vidad (22.6%) que se puede extraer de los paquetes sin Triton,
Resultados semejantes a los descritos se obtuvieron con la ce-
pa CN10 (tabla 3). Estos datos Ssugieren que esta enzima esta
levemente unida a membrana.

Para poder distinguir cual de las dos glutaminasa (A 6 B)
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se estaba solubilizando con Triton X-100, se calentaron los pa-
quetes celulares extfaidos con este detergente 15”°minutos a 60°C
ya que como se mencionb antes la actividad de la glutaminasa B
de Ja cepa CN10 es termosensible {figura 2). La tabla 3 muestra
que 1a actividad extraida con Triton X-100 de los paquetes celu
lares corresponde a 1a actividad termoresistente, esto es, co-
rresponde a la actividad de glutaminasa A. Estos datos indican
que l1a actividad de glutaminasa A esta unida a membrana aunque

1a unién no es muy fuerte.

5. Identificacibn de las enzimas de la via de la w-amidasa en

§. cerevigiae,

La actividad de transaminasa de glutamina se determind en
Ta cepa silvestre crecida en amonio como fuente de nitrbgeno.
En 1a talila 4 se reborta la estequiometria de la reaccifn de
Ta transaminasa de glutamina, La estequiometria de la reaccidn
se determing utilizando al u-cetodicido fenil piruvato como
aceptor del grupo amino, y la reaccion se midid de tres mane-
ras: 1. midiendo la desaparicifn de fenilpiruvato, 2. midiendo
aparicion del cetodcido de glutamina (2-oxoglutaramato} y 3.
midiendo aparicién de fenilalanina como se describe en la sec-
cibn de material y métodos, Como se puede observar en la tabla
4, 1a actividad especifica de la transaminasa de glutamina es
1a misma cuando se mide 1a actividad de las tres maneras des-

critas. Ademas se puede ver que en caso de las mediciones de
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la desaparicibn de }enilpiruvato y de la aparicidén de 2-oxogly
taramato 12 actividad es inhibida por aminoxacetico inhibidor
especifico de transaminacidn y que ademds )a reaccidn depende
de la presencia de glutamina en el ensayo (tabla 4). También

en Ja tabla 4 se puede observar que la reaccidn de transamina-
sa de glutamina medida por la formacion de 2-oxogiutaramato es
dependiente de la presencia de fenilpiruvato en el ensayo y

DON el cual se ha reportado que inhibe la actividad de la w-ami
dasa de Neurosaponra crassa (23). Estos datos indican que la ac-
tividad de transaminasa de glutamina esta presente en S, cerevd
aiae.

En S. cenevisiac estd reportada la existencia de la activi
dad de w-amidasa (33)}. Sin embargo determinamos la actividad
acoplada de la transaminasa de glutamina y la w-amidasa; esta
reaccibn se midié determinando la aparicién de amonio a partir
de glutamina que fuera dependiente de la presencia de fenil pi-
ruvato en el ensayo. LoOs resultados de esta determinacidn estan
en la tabla § donde se puede ver que hay una actividad que co-
rresponde a aproximadamente el 70% de la actividad de transami-
nasa de glutamina descrita en la tabla 4. Este dato indica que
la actividad de w-amidasa esta presente en S. cercviddac.

Por otra parte se midié la actividad de la transaminasa de
glutamina utilizando diferentes a-cetodcidos de manera de poder
tener alguna idea sobre la participacién de esta enzima en la

sintesis de algunos aminofcidos. Los resultados de estas deter-
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minaciones estdn en la tabla 6. Como se puede observar la tran
saminasa de glutaminh puede utilizar diferentes a-cetodcidos
como substratos, encontrandose 1a actividad mas aita con glio-
xalato, lo que podria sugerir la participacion de esta enzima
en la sintesis de glicina, Es de hacerse notar que esta enzima
utiliza como substrato piruvato y glioxalato que como se men-
ciond antes son inhibidores de 1a glutaminasa B, este dato su-
giere que estas dos vias de asimilacidon de glutamina pudieran
ser mutuamente excluyentes dependiendo de la disponibilidad de

estos a-cetodcidos,

6. Regulacidn de la actividad de la transaminasa de glutamina

por la fuente de nitrégeno.

Se estudit la reguiaciﬁn de la actividad de la transamina
sa de glutamina por la fuente de nitrdgeno, de manera de poder
tenr una idea sobre la participacibn de esta enzima en el cata
bolismo de glutamina y/o en la sintesis de algunso aminodcidos
Para esto se cultivdé a la cepa silvestre durante 12 horas en
diferentes fuentes dei nitrfgeno y se determing la actiyidad de
la transaminasa de glutamina. Los resultados de estas determi-
naciones estdn en la tabila 7. Como se puede observar la transa
minasa de glutamina se encuentra elevada en glutdmico, glutami
c¢ mas amonip, glutamina y glutamina mas amonio.

Existe 1a posibilidad de que esta enzima esté regulada positi-
yamente por‘glutsmico, este no parece ser el caso ya que l1a cg

A}
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pa CN10 cultivada en amonio como fuente de nitrdgeno, donde a-
cumula pozas de glutamina elevadas y pozas menores de glutami-
co, presenta una actividad tres veces mayor que el de la cepa
silvestre en }a misma condicion (dato no mostrado). Estos da-
tos sugieren que la actividad de la transaminasa de glutamina
podria ser regulada positivamente por glutamina.

Por otra parte los datos mostrados en la tabla 7 indican
que la actividad de transaminasa de glutamina se reprime en
presencia de tisina y glicina; esto podria sugerir que estos
aminodcidos son sintetizados a travez de la transaminasa de
glutamina ya que ademas sus respectivos a-cetodcidos son subs-

tratos de esta enzima (tabla 6},

7. Efectoin vive de la inhibicidn de la glutaminasa B por piru

vato.

Como se menciond antes la glutaminasa B es regulada nega-
tivamente por piruvato (figura 3} y este es ademas substrato
de la transaminasa de glutamina. Estas caracterfsticas de este
a-cetodcido hacen interesante conocer la regulacidn de su con-
centracidén ya que esto puede determinar porque via la glutami-
na es catabolizada.

Sacchanomyces cencvisiae es un organismo aerobio faculta-
tivo, es decir que puede crecer independientemente de la pre-
sencia de oxigeno en el medio. Sin embargo 1a estrategia que
utiliza S, cerevisiae para degradar la glucesa es diferente de

pendiendo de 1a presencia de oxigeno en ¢l medio; es decir en
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presencié de oxigeno la glucosa es catabolizada hasta coz por
la cadena respira*oria y en ausencia de oxigeno crece fermenta
tivamente produciendo etanol. Dado que S. cerevisiae utiliza
de manera diferente el carbono dependiendo de la oxigenacién
decidimos medir las pozas intracelulares de piruvato en condi-
ciones de aeracifn y en microaerofilia en glutamina como fuen-
te de nitrdgeno en la tepa silvestre y en la cepa CN10. Como
la tahla 8 muestra la concentracidn intracelular de piruvatoe
aumenta cuando Yas c&lulas se cultivan en microaerofilia. Es
de hacerse notar que 18 cepa CN10 presenta pozas de piruvato
menores que las encontradas en la cepa silvestre cuando estas
cepas se cultivan en aeracidn, estos datos se discutirdn mas
adelante.

Decidimos medir la actividad de glutaminasa con el ensayo
4n vdvo en c8lulas cultivadas con aeracifn y en microaerofiiia
para determinar si habfa algdn efecto de la acumulacidn de pi-
ruvato sobre la actividad de esta enzima. Como la tabla 9 mues
tra 1a actividad de glutaminasa no se pudo detectar en la cepa
silvestre y en la cepa CN1O cuando estas se cultivan en gluta-
mina como fuente de nitrdgenc en microaerofilia, La actividad
de glutaminasa se midi6 in vitno al pH Gptimo de la glutamina-
sa B en la cepa silvestre en cultivos aerados y en microaerofi
1{a, En la tabla 9 se puede observar que la actividad de gluta
minasa es tres veces menor en microaerofilia que en cultivos

aerados, ademiis se hizo una mezcla de extractos entre los ex-
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tractos provenientes de cultives aerados y los provenientes de
células cultivadas en microaerofilia, encontrandose una activi
dad dos y media veces menor que el valor esperado. £stos datos
muestran que la actividad de glutaminasa B se encuentra inhibi
da cuando las células se cultivan en condiciones microaerofili
cas y que esta inhibicién se puede deber a la acumulacién de
piruvato ya que estractos provenientes de células incubadas en
microaerofila inhiben la actividad de estractos provenientes
de células cultivadas en agitacién,

Por otra parte hemos encantrado que la cepa CN10 es capaz
de utilizar glutamina como fuente de nitrdgeno con el mismo
tiempo de duplicacién que la cepa silvestre cuando se cultiva
en condiciones microaerofilicas (figura 5); ademas hemos encon
trado que el 35% de las revertantes aisladas de la cepa CN10
que ahora pueden utilizar glutamina como fuente de nitrdgenc
gon mutantes incapaces de respirar (fenotipo "petite"). Estos
datos sugieren la participacién de otro sistema de degradacidn
de glutamina en condiciones microaerofilicas ya que aun la ce-
pa silvestre puede crecer Gptimamente en glutamina como fuente
de nitrégeno en estas condiciones a pesar de tener inhibida la
glutaminasa B {tabla 9). Este sistema de asimilacidn de gluta-
mina podria ser la via de Ta w-amidasa ya que la transaminasa

de glutamina utiliza piruvato como substrato (tabla 6).

8. Evidencias a favor de Ta participacion de la via de la

w-amidasa en el catabolismo de glutamina en condiciones micro-
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aerofilicas.

Como se mencionB antes 1a cepa CN1O es capaz de utilizar
giutamina como fuente de nitrSgeno en condiciones microaerofi-
Vicas. Cuando esta cepa se cultiva en condiciones no muy es-
trictas de microaerefilia crece con un tiempo de duplicacidn
mayor que el encontrado en condiciones mas estrictas (fiqura
6). Hemos encontrado que este crecimiento es parcialmente inhi
bhido por 1isina, el cual reprime la actividad de transaminasa
de glutamina (figura 6, tabla 7); sin embargo el crecimiento
no se ve afectado por lisina en condiciones estrictas de micro
aerofilfa (figura 6}, Dado estos resultados decidimoes medir la
actividad de 1a transaminasa de glutamina en la cepa silvestre
y en la cepa CN10 en glutamina como fuente de nitrdgenc en di-
ferentes condiciones de aeracibn en presnecia de lisina. Como
lé tahla 10 muestra la actividdd de transaminasa de glutamina
en 1a cepa silvestre es inhibida en un B4% cuando se cultiva
en aeracidn, sin embargo la inhibici6n por lisina de esta acti
yidad es solo de un 45% en microaerofilia. Este efecto es ma-
yor en la cepa CN10 donde la inhibicibn ,por lisina de la tran-
saminasa de glutamina es de solo 10% en comparacidn del B4% en
contrado en aeracidn.

Por otra parte decidimos tratar de aislar mutantes incapa
ces de utilizar glutamina como fuente de nitrdégeno en microae-
rofilia a partir de la cepa CN10. Con este objetivo aislamos

una revertante que pudiera crecer en glutamina como fuente de
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nitrdgeno y que fuera incapaz de respirar (cepa rM2-3). A par-
tir de esta revertante petite aislamos cinco mutantes que son
incapaces de utilizar glutamina como fuente de nitrégeno y gue
son capaces de crecer en amonio como fuente de nitrégeno. En
Ta tabla 11 se pueden ver las actividades de estas cinco cepas
de la actividad acoplada de 1a transaminasa de glutamina w-ami
dasa. Como se puede observar tres de las cinco mutantes no tie
nen actividad detectable de liberacidn de amonio a partir de
glutamina dependiente de glioxalato mientras que otra mutante
presenta solo el 25% de esta actividad (tabla 10}. Para deter-
minar cual de las dos enzimas de la via de Ta w-amidasa estaba
afectada, medimos la actividad de transaminasa de glutamina
con glioxalato como aceptor del grupo amino en presencia y au-
sencia de DON que como se mencion6 antes es inhibidor de la
w-amidasa de N. crassa (23) y cuya presencia es necesaria en
el ensayo de formacifn de 2-oxogiutaramato (tabla 4). Como la
tabla 10 muestra las cinco mutantes 3isladas presentan activi-
dad de transaminasa de glutamina, sin embargo las cuatro mutap
tes afectadas en la actividad acoplade de transaminasa de glu-
tamina w-amidasa, no se observa ningin efecto en la actividad
por la ausencia del inhibidor DON. Estos datos sugieren que
las cuatro mutantes aisladas estan afectadas en su actividad
de w-amidasa, aunque es necesario medir directamente la activi

dad de esta enzima para corroborar estos datos.
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9, Posible efecto de 1a acumulacibn de glutamina sobre el tre-

cimeinto.

Como se menciond antes la cepa CN10 es incapaz de utilizar
glutamina como fuente de nitrdgeno cuff¥do se cultiva en condi-
ciones de aeracifn, En esta condicién la cepa CN10 acumula una
poza de glutamina mucho mayor que el encontrado en la cepa sil-
vestre {(tabla 1)} y es capaz de acumular glutamato 1o que sugie-
re que la falta de crecimiento no se debe a un requerimiento de
glutamico,

En Baciflug Aubtitis se ha reportade que auxétrofos de gly
tapina cuando se cultivan en glutamina como fuente de nitrdgeno
acumulan este aminofcido y tienen disminuida su capacidad de ca
tabolizar glucosa {46]. En este sistema la disminucifn en la ca
pacidad de asimilar glucosa se puede deber 2 la ausencia de la

_glutamino sintetasa o a la acumulacién de glutamina.

Con este antecedente decidimos estudiar la posibilidad de
que 'a acumulacién de glutamina encontrada en la cepa CN1O tu-
viera un efecto sobre la degradacidn de glucosa. Con este obje-
tivo medimos las pozas intracelulares de glucosa, piruvato y
2-oxoglutarato en las cepas CN10 y la cepa silvestre cultivadas
en glutamina como fuente de nitr6geno. Como 1a tabla 12 muestra
la cepa CN10 acumula una poza de glucosa 17 veces mayor que la
encontrada en la cepa silvestre, en cuanto a las pozas de piru-
vato y 2-oxoglutarato estas son 3 y 4 veces mas bajas en la ce-

pa CN10. E1 efecto encontrado en Ta degradacién de glucosa no
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se debe a la falta de crecimiento ya que la cepa silvestre en
un medio sin fuente de nitrégeno no acumula glucosa y presenta
‘unas pozas de piruvato y 2-oxoglutarato similares a las encon-
tradas cuando esta se cultiva en glutamina como fuente de ni-
trogeno {tabla 12),

Por el momento estamos tratando de jdentificar el posible
blequeo. Datos preliminares sugieren que el flujo de carbono
esta inhibido a nivel de la enzima piruvato kinasa ya que la
cepa CNIO tiene actividades de esta enzima 2 veces menores a
las encontradas en la cepa silvestre cuando estas se cultivan
en glutamina como fuente de nitrégeno (tabla 13). Por otra par
te hemos encontrado que la actividad de piruvato kinasa de la
cepa silvestre es regulada negativamente por glutamina, (figu-
ra 7}, sin embargo es necesario caracterizar mejor esta inhibi
¢cifn para saber si es especifica de glutamina y medir pozas de
fosfoenol piruvato para tener una idea mas precisa si el blo-
queo en el flujo de carbonb se debe especificamente a la inhi-

bicién de piruvato kf?asa.
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DISCUSION

En este trabajo, hemos estudiado la participacion de la ag
tividad de glutaminasa y de la via de la w-amidasa en Ja asimi-
lacion de glutamina en §, cekevisdae,

Nuestros resultados indican que §. cerevisdiae, posee dos
actividades de glutaminasa con diferentes pH's dptimos (glutami
“nasa A y B). Estas dos actividades se encuentran en diferentes
compartimentos celulares, ya que la actividad de glutaminasa A
esta asociada a memhrana y la glutaminasa B es una enzima solu~
ble,

En otros sistemas celulares se ha descrito la existencia de dos
glutaminasas como organtsmos procariotes (30,31 | y células de
mamifero ( 28 ). En células de mamifero se ha encontrade que
una de estas dos glutaminasas se encuentra asociada a membrana
{ 28 ). ET posible papel de tener una glutaminasa asociada a
membrana es el de regular ta poza intracelular de glutamina ya
que esta en vez de ser transportada como glutamina es transpor
tada como glutamato.

Hemos encontrado que la actividad de glutaminasa B se re-
gula negativamente por a-cetoglutarato, piruvato y glioxalato,
E1 papel de esta regulacifn negativa se discutird mas adelante
con respecto a los datos obtenidos con 1a actividad de transa-
minasa de glutamina, ya que el posible papel de esta regula-
cién es el de evitar que Ya poza intracelular de glutamina se

hidrolize a glutamato y amonio para que esta sea utilizada en
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la sintesis de glutamato, alanina y glicina.

Para el estudio del papel de la actividad de glutaminasa
aislamos una mutante que no puede utilizar glutamina como fuen-
te de nitrogeno. Esta cepa (CN10) presenta una actividad de glu
taminasa B mas termosensible y mas sensible a la inhibicién por
a-cetoglutarato y piruvato. Estos datos sugieren que la bhaja ac
tividad (16%) de glutaminasa de l1a cepa CN10 en 1os ensayos in
vive pudiera deberse a 1a mayor sensibilidad de esta enzima al
efecto de tos cetodcidos; ya que extractos no dializados de
esta mutante, ho presentan actividad 4n v.itre de glutaminasa B,

La actividad de glutaminasa B tiene un papel importante en
la regulacibn de las pozas intracelulares de glutamina, ya que
1a cepa CNIO acumula glutamina aun en amonio comp Yuente de ni-
trégeno a pesar de tener una actividad de glutamino sintetasa
cuatro veces menor que Ya encontrada en la cepa silvestre (dato
no mostrado). Por otra parte la cepa CN1Q acumula unas pozas
de glutamato varias veces mayores que las encontradas en la ce-
pa silvestre solo en presencia de glutamina exogena, 10 que Su-
giere que 1a actividad de glutaminasa A esta asociada a la mem-
brana plasmatica.

La falta de crecimiento de la cepa CN10 no se debe a falta
de Acido glutdmico sino a la acumulacién de glutamina,

Et posible efecto de 1a glutamina sobre el crecimeinto puede ‘de
berse a que este aminodcido regula negativamente la utilizacidn

de glucosa como fuente de carbono, sin embargo no hemps exclui-
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do 1a posibilidad de que el crecimiento celular esté reprimido
a otro nivel ademis de la utilizacién de glucosa. La regulacibn
de la asimilacibén de glucosa parece ser a nivel de la enzima pi
ruvato kinasa, ya que esta enzima se inhibe por glutamina; sin
embarge es necesario caracterizar mejor esta inhibicién para de
terminar si es especifica de glutamina. Pensamos que la razén
de Ta regulacidn negativa de la actividad de 1a piruvato kinasa
por glutamina es el de regular la poza intracelular de glutami-
na ya que esta enzima es la responsable de la sintesis de piru-
vato, el cual regula negatjvamente la actividad de glutaminasa
B,

Comp se menciond en la introduccidn, la via de la w-amida-
sa es una ruta importante en 12 asimilacién de glutamina en Neu
rospora crassa (23). En esta via participan la transaminasa de
glutamina y la w-amidasa. Nuestros datos indican que Ta actiyi-
dad de la transaminasa de glutamina en $. cerevieiae se regula
positivamente por glutamina y negativamente por lisina y glici-
na, lo que sugiere que esta enzima participa en el catabolismo
de glutamina y/o en 1a sintesis de lisina y glicina.

Saccharomyced cerevisiae como otros hongos sintetiza lisi-
na a travez de la conversibon del acido homocitrice a a-cetoadi-
pato el cual mediante una reaccién de transaminacion forma
caminoadipato intermediario en la biosintesis de lisina (47).
En levadura se han reportado dos actividades de transaminasas

que catalizan la conversifn de a-cetoadipato a a-aminoadipato
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utilizando dcido glutimico como donader del grupe amino, sin em
bargo estas dos enzimas no presentan ningln camhic de actividad
en presencia de lisina en el medio (48). Una de estas dos tran-
saminasas aumenta su actividad en presencia de a-aminoadipato
en el medio de cultivo lo que sugiere su participacidn en la de

- saminacién de este aminodcido mas que en la sintesis de lisina
(48].

La biosintesis de glicina en §, cerevisiae procede a tra-
vez de la conversidon de serina a glicina por una hidroximetil
transferasa de serina (49)., Sin embargo existe una via alterna
para Ta sintesis de glicina en la cual el cetodcido de este
aminoécido (glioxalato} se sintetiza a partir de isocitrato; el
glioxalato es posteriormente transaminado para formar glicina.
Esta via funciona cuando Ta lavadura se cultiva en fuentes de
carbono no fermentehles (50). Por otra parte se reportd que el
aminodcido responsable de la donacifn del grupo amino para la
sintesis de glicina es alanina, ya que este aminodcido presenta
una mayor actividad de transaminacifn con glioxalato a compara-
citn de otros aminodcidos incluyendo glutamina (51).

Los datos mencionados sugieren que la transaminasa de glutamina
no tiene un papel fundamental en la sintesis de lisina y glici-
na ya que existen otros aminodcidos capaces de donar su grupo
amino para Ta biosTntesis de 1isina y glicina. El atslaniento
de una mutante permitird determinar el papel de esta enzima en

la sintesis de ]isina; glicina y otros aminodcidos.
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Por otra parte encontramos que Ta transaminasa de glutamina
utiliza como substratos & los cetodcidos glioxalato, piruvato,
que como se menciond antes son inhibidores de la actividad de
glutaminasa B. Esto sugiere que la operacidn de estas dos yias
para asimilar glutamina es escluyente y depende de la concentra
cién intracelular de estos cetodcidos.

Es interesante notar que el a-cetoglutarato es un inhihidor de
la glutaminasa B y no es substrato de la transaminasa de giuta-
mina; sin embargo este cetodcido es substrato de ia GOGAT, lo
que sugiere que el funcionamiento de 1a actiyidad de glutamina-
sa B y de GOGAT, depende de la concentracidn intracelular de
a-cetoglutarato,

En cuanto a la regulacifn de la concentracién de glioxala-
to intracelular se sabe que este solo se sintetiza cuando la le
vadura se cultiva en fuentes de carbono no fermentables (50},
10 que sugiere que en estas condiciones la glutamina es catabo-
lizada esencialmente por la transaminasa de glutamina.

Nuestros datos muestran que piruvato se acumula en condi-
ciones microaerofilicas dato que podemos relacionar con la baja
actividad de glutaminasa B encontrada en estas condiciones. Por
otra parte tenemos algunas evidencias que sugieren la participa
cidn de la via de la w-amidasa en condiciones microaerofilicas
como son: i.- E1 hecho que la mutante CN10 (afectada en la glu-
taminasa B) crece con el mismo tiempo de duplicacifn que la ce-
pa silvestre en glutamina como fuente de nitrfgeno en microaerp

filia; 2.- E1 crecimiento de la mutante CN1O en glutamina como
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fuente de nitrdgeno en ciertas condiciones de mocroaerofilia es
parcialmente inhibido por lisina., 3.- La ihibicion de 1a transa
minasa de glutamina por lisina es menor en microaerofilia, 4.-
E1 aislamiento de 4 mutantes que no puecden utilizar g¢lutamina
como fuente de nitrégeno en microaerofilia, las cuales parecen
estar afectadas en la actividad de w-amidasa,

En base a estos datos proponemos que la glutamina es asimi
lada por 1a actividad de glutaminasa B en fuentes de carbono
fermentables y en presencia de oxigens, mientras que la via de
la w-amidasa participa en condiciones microderofilicas. La regu
lacién de la participaci6n de estas dos vias depende de la con~
centracibn intracelular de piruvato, que come se menciond antes,
es un inhibidor de la actividad de la glutaminasa B y a su vez
substrato de la transaminasa de glutamina. En la figura 8 se
muestra un esquema de la participacidén de las glutaminasa Ay B
y de 1a via de la w-amidasa en S. cerevisiae dependiendo de las

condiciones aerbbicas del cultivo,



Abreviaturas

DON - 6-Diazo-5-0xo-L-norleucina

MM~ medio minimo

SN - medio minimo sin fuente de nitrdgeno
Gln - glutamina

rpm - revoluciones por minuto

nm - nano metros
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Figura 1. Crecimiento de las cepas 5Z88C y CN10 en diferentes fuentes
de nitrogeno.A: Glutamina,B: Glutamina + Amonio,C: Amonio,
Simbolos:e S288C, o CN10
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TABLA 1. Pozas de Glutamina y Glutamato en las cepas $288C y CN10 en diferentes

fuentes de nitrogeno.

umol/mg de proteina

Fuente de Nitrogenoa Glutamina Glutamato
$288C CN10 $288C CN10
6in N.D.b 0,88 0,06 0.90
Gln+ NH4+ ' 0.18 0.95 0.27 0.77
NH; 0.07 0.32 0.45 0.29

aGln, Glutamina.

bNo detectable.
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TABLA 2. Actividad de glutaminasa de las cepas S2Z88C y CN10

Cepa in vitno® in uivob
§288C 14.00 62.17
CN10 18.89 10,37

a La actividad de Glutaminasa se determind a pH 8.5 y sc ex-
presa como nmolas de glutamato formado/min/mg proteina del
estracto celular,

b La actividad de glutaminasa so expresa como nmolas de pglu-
tamato formado/min./mg de proteina celular.
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Figura 2, Actividad de glutaminasa a diferentes pHs,
Simbolos: e Estractos dinlizados, o Bstractos dializados calentados

15 min a 60°C,



49

1 de actividad de Glutaminasa

100 Pyruvate - Glyoxalate 2-oxoglutarate
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Figura 3, Imhibicién do la actividad de Glutaminasa por «-cetoacidos.
La actividad de Glutaminasa se determino a pH 8,.5con diferentes can-
tidades de cetoacidos,

U de Enzimg = 1 nmolu de glutamate producido/mi d teina
Slmhglos'n Desc. JISH e o producido/min/mg de prote
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Actividad especifica de glutaminasa
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Figura 4. Actividad de Glutaminasa de la cepa CNi0 a diferentes plis.

A: Simbolos, e actividad de estractos dializados; o actividad de
estractos dializados + 100mmolar de piruvato.

B: Simbolos, e actividad de estractos dializados; o actividad de
estractos sin dializar.
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Tabla 3. Actividad de Glutaminasa de las cepas S288C y CN10 en estractos celulares

y en pelets tratados con detergente.

Actividad de Glutaminasa®

Fuente de Enzima $288C  $de actividad CN10  tde actividad
Actividad total 93,3 100 107.5 106.
Estracto celular 54 57.8 65.8 61
Pelet tratado con Triton® 39.2 42.1 a7 39
Pelet tratado con Triton
calentado® 41.2 44 47.3 44
Pelets sin Triton ’ 21,1 22.6 27.7 25.7

a La actividad de Glutaminasa se determino a pH 7.5 y se expresa como nmolas de

de glutamato formado/min/ml de estracto celulars
b Los pelets se solubilizaron en el buffer de estraccibén con .1%de Triton X-100
¢ Los pelets solubilizados se calentaron 15 minutos a 60°C.
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Tabla 4. Actividad de Transaminasa de glutamina de la copa S288C
en Nll4+ como fuente de nitrogeno

Condiciones de

ensayo a-t:eto:)glut:zu'amatoa fenilpiruvatob fenilalanina®
Completo 5.3 5.3 5.6
- gln n.p. ¢ .74 _
- fenilpiruvato N.D. - N
- DON 2.1 — -
+ Aminoxacetico N.D. N.D. —
a nmolas de o-cetoglutaramato formado/min/mg prot

b nmolas de fenilpiruvato desaparecido/min/mg prot

¢ nmolas de fenilalanina formado/min/mg prot

d No detectable

e fenilpiruvato 3mm, gln 10mm
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Tabla 5, Actividad acoplada de la Transaminasa de glutamina y law -amidasa
de 1a ccpa $288C en NHa' come fuente de nitrogeno.

Condicgnncs de

ensayo Actividndh
Completo 8.18
- cetoacido 2.94
- gln 1.22
Diferencia 4,02

@ Fenilpiruvato :3mM, glutpmina 10mM
b nmolas de NHA* formado/min/mg prot

Tabla 6. Actividad de Transaminasa de glutamina do la cepa 5288C con diferentes
a-cetoacidos.

Cotoacido® Actividad®
Glioxalato 11
Piruvato ) 3.2
Fenllpiruvato

a-cetosuccinamato 3.5
a-cetoadipato .
s-cetoglutarato N.D.C

2 Todos los cetoacidos se¢ ocuparon a una concentracién de 5mM, cxcepto por ¢l
fenilpiruvato que so ocupo alwM; 1a gln so ocupo & 20mM
b La actividad sc cxpresa como nmolas de a-cetoglutaramato formado/min/mg prot.
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Tabla 7. Actividad de Transaminasa de glutamina de la cepa S288C en diferentes
fuentes de nitrogeno.

Fuente de nitrogeno Actividad? tde actividad
NH4+ + glutamato 10.81 100
Glutamato 10,39 96.1 .
NH4+ + glutamina 8.7 80.65
Glutamina 8.24 76.2
NHa" 5.1 47.17
YPD 2.02 18.6
NHA* + lisina 1.29 11.9
NH4* + glicina 1.69 15.7
NH4’+ + alanina 4,5 42.2
NH," + aspartato 7.9 73.5

La actividad se expresa como nmolas de w=-cetoglutaramato formado/min/mg prot
Las condiciones de ensayo fueron, fenilpiruvato 3mM y gln 10mM.
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Tabla 8. Cocentracifn intracelular de piruvato en las cepas S288C y CN10 en
glutamina como fuente de nitrogeno en diferentes condiciones aerobicas.

nmolas/mg prot

Condiciones aerobicas S288C CN10
1/6 v/a 175 Tpm® 132.9 42
Sin agitar 293.6 143.4

v/a v= volumen del medio, a=volumen del recipiente.

Tabla 9. Actividad de Glutaminasa de 1a ccpa S288C en glutamina como fuente de
nitrogeno en diferentes condiciones aerobicas.

actividad de glutaminasa

Condiciones aerobicas in vivo ® i vitno P
1/6 v/a 175rpm 62.17 12.1

Sin agitar N.D. 4.3

Mezcla de estractos 3,29 (8.25%)

a lLa actividad se expresa como nmolas de glutamato formado/min/mg proteina celular

b La actividad se determino a pH 8.1 y se expresa come nmolas deglutamato formado/
min/mg proteina del estracto celular.

c Valor esperado de la mezcla de estractos.,
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Figura S, Crecimiento de las cepas 52B8C y CN10 en glutamina como fuente
de nitrogenc en diferentes condiciones aerobicas.A: 1/6 v/a, v= volumen

del medio, a= volumen del frasco, B: Sin ggitar,
Simbolos: e S288% o CN10
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Figura 6. Crecimiento de 1la cepa CN10 en glut
1 1/2 v/a.B: sin agitar

nitrogeno en diferentes condiclones aerobicas.A
v= volumen del medio, a= volumen del frasco,
Simbolos; e gln funte de nitrogeno, o gln+lisina.
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Tabla 10. Actividad de Transaminasa de¢ glutamina de las cepas S288C y CN10
en glutamina como fuente de nitrogeno en diferentes condiciones

aerobicas.
Condiciones §288C CN10
aerobicas .
gln gln+lisina tde inhibicién gln gln+lisina tde inhibici6n
1/6 v/a®
175 rpm 6.07  N.p.B N.D. 4.1 N.D. N.D.
1/2 v/a
175rpm 8.24 1.3 84 6.3 1.0 84
Sin agitar 8,37 4.6 45 . 8.4 7.6 9.5

a v/a v= volumen del medio, a= volumen del frasco.
b'No determinado
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Tabla 11, Actividad de Transaminasa de glutamina

y % -amidasa en Nlld* como
fuente de nitrogeno.

Transaminasa de glutaminua Actividad acoplada trans gln
Cepas +DON -DON w-amidasa
rM233 8,37 6.8 7.05
ginl 9.1 6.3 4,31
¢in2 7.7 17.4 N.D.
gln3 7.4 11.38 1.8
gln4 9.1 9.4 N.D.
glns 4 4.6 N.D.

a La actividad se expresa como nmolas de a-cetoglutaramato/min/mg prot
b La actividad se expresa como nmolas de NH; formado/min/mg prot
Las condiciones de ensayo fueron glioxalato 5mM, gln 10mM
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Tabla 12. Pozas intracelulares de diferentes metabolitos de las cepas S288C y
CN10 en glutamina como fuente de nitrogeno

Motabolito s288c? CN1O 5288C0
Glucosa® 0.741 12.98 0.03
Piruvatod 132.9 az 100
a-cetoglutarutod 15.97 3.97 76,19

a Cultivada en gin como fuente de nitrogeno

b Cultivada sin fuente de nitrogeno

¢ Concentracitn expresada como mg/mg de proteina del cultivo

d Concentracién expresada como nmolas/mg de proteina del estracto.

Tabla 13. Actividad de Piruvate Kinasa de las cepas S288C y CN1Q en glutamina como.
fuente de nitrogeno.

Cepas Actividad®
5288C 4.45

CN10 1.8

a La actividad se expresa como iimolas de piruvato formado/min/mg prot.
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Pigura 7. Actividad de Piruvato Kinasa de la cepa $288C con diferentes
cantidades de glutamina en el ensayo.
100% de actividad = 4.5 umolas depiruvato formado/min/mg prot
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