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INTRODUCCION

- El nitégeno es uno de los elementos indispensables para
1a vida celular. Los microorganismos utilizan amonio y una
gran variedsd de compuestos nitrogenados, tanto orgdnicos co
a0 :I.norqlnicos, como fuentes de nitrégeno celular. Todos es-
tos eol_puoitog pueden convertirse por medios. onzinlticoo_ s
amonio (30, 34). La manera exacta de utilizar dichos compues
tos es una caracter{sticd de cada organismo (18).

» En las enterobacterias, as{ como en la mayoria de los 'o;
ganismos, los aminodécidos I~-glutamato, L-glutamina y l-aspara
gina poseen un papel esencial en 1a asimilscién de nitrégenoi

" todo el nitrégeno asimilado a pl.tt:l.f de amonio en el ‘medio en-

tra al metabolismo celular coio el gz-u;;o amino del glutamato
0 como ¢l grupo smido de la glutsaina o asparagins (30, 34,
.43, 44). En las reacciones bioofntlttou, glutamato, glutami-
na y aspartato son los intermediarios celulares claves en la
sintesis de compuestos nitrogensdos; ademés, los tres compues
tos son fécilmente interconvertibles (26, 30, 44).

o Kl éocido glutémico no sélo proporciona todo o una pore

¢i6n de su esqueleto carbonado para la sintesis de los aming

doidos de la "familia del écido glutémico” (glutamins, proli-
na y arginina) o para la generacién de onirgh. en el ciclo
del dcido tricarbox{lico, sino también actuia como un grupo
emino donador en 1la sfntesis de prdcticamente todos los amino
‘fcidos mediante reacciones de transaminacién (44). A través
© de su conversién & glutamins y aspartato (26), puede cansli-
sarse a otros compuestos.

li. grupo amido de la glutamins es utilisado en la biosin
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tuil de uinoamiclru, ani.nolcido-, nucledtidol y cofactores
(30. 43). .

_E1 aspartato participa también, como amino donador. en
nuserosas reacciones biosintéticas (30). '

_ De esta maners, 1- :l.ntorconnraﬁh de  glutanato, gluta--_.~
.mina ¥y upartato, outl lit\lld& on una encrucijada donde las -
vies -otlbdnen del nitrdgeno y ‘ae cnrbohidnton intersec-
tan,

En hA -hjoria de los organissos, Incluyendo Escherichia
‘eoli y otrss enterobacterias, tres enzimas juogln un papel
muy importante en la biosintesis de glufmto Yy zlutamins .
(26. 30, 43, 44):

Bl glutamato puede producirse nduutc la sainscién re-
ductiva del 2-oxoglutarato a través de una reaccién reversi-
ble catalisada por le deshidrogenasa glutémice (I-glutamstos
mopt éxido-reductasa, EC 1.4.1.4) (GDH)s -

2-0X0OLUTARATO + N, " + NADEH + nﬂg, L-GLUTAMATO + H,0 +

mnet

l’.i slutamina es producids por una rucc:l.Gh dnica catali-
sada por la glutamina sintetasa (I.-glutmto: smonio npu.
EC 6.3.1.2) (GS)s |

L=GLUTAMATO + NH‘ + ATP -—E-o D-GLUTAIINA + ADP + P

Sin embargo, algunos licroorgrniuol carecen de h GDH y
le nimcidn_.dol 2-oxoglutarato la llevan a cabo a expensas ‘
del mﬁo anido de la glutamina (con el consecuente gasto br_o_
¥io de ATP). La glutamato sintass (I-glutamatos I(Am” éxido-



reductass, EC 1.4.1.3) (codu) clta]_.:l.za.utl reaeci6m

| 2-OXOGLUTARATO + I~GLUTAMINA + wADPH o 5*-200MT, o 1-GLUTANATO

+ NADP* + 1'!20

Bsta reaccién es utilizada también en muchos organismos
cusndo el amonio en ol medio estd en cantidedes limitantes o
cuando es suministrado lentamente por la desaminacién engisd-
tica de otras fuentes nitrogenades. En tales casos, casi todo
el amonio que entra a 1la pogs metabllica 1o hace via GS, debi
do & que esta entims posee uns 'nior afinidad por el amonio
que ls GDH (ademés el equilibrio de la remccién se favorece
debido & ls hidrélisis de ATP) (30, 32).

_'Ba enterobacterias se ha establecido que las enszimas GDH--

'y GOGAT pueden funcionar {ndependientemente para proporcionar
suficiente glutamato para crecer cuanio el amonio disponidle
estd en exceso. Las mutantes que carecen de GOGAT no crc:en

cuando el smonio estd en bajas concentraciones o ‘cuando es e
nerado a partir de otras fuentes de nitrégeno. Las mutantes

que carecen de GDH crecen dbien en concentraciones altas y ba-
jas de amonio o en otras fuentes de nitrégeno. Ta pérdida de
ambas actividades es necesaria para producir un auxétrofo de

glutamato (6, 9, 10).

- Bxisten otras formas para la obtencidén de glutamato por

" 1a célula: como producto directo de la degradacién dé ciertos
eminofcidos, a partir de los grupos smino de otros aminodcidos
¥ 2-o0xo0glutarato por una reaccién de trdnnhimidn Y, en au-
sencia de GOGAT, por aceidn de la nutuimn sobre la gluta-
. mina (43). :



- De esta manera, la interaecién existente entre GS,"GDH 4
GOGAT pr:l.neipalmente, determinard los niveles de 2-oxoglutarato,
glutnlato y glutmina existentes dentro de la célula y por lo
tanto, 1la disponibilidad del nitrégeno para el metabolismo ce
lular,

v A continuacién se presenta una revisién sobre las deshi-
drogenasas glutdmicas, con atencién especial a las de entero-
bacterias, '

A. THPORTANCIA |

Le DESHIDROGENASA GLUTAMICA, como se mencion$, cataliga
1a interconversidén de 2-oxoglutarato y I-glutamato en uns reac '
cién reversible que utiliza NAD (EC 1.4.1.2) o NADP (EC 1.4.1.4).
Bsta enziza puede funcionar tanto en asimilacién de amonio
(que indudablemente es ol papel primario de la enzima en nu-
merosos organismos) como en la oxidnc16n de glutamato . (30. 41. '
43). T

‘Es claro que.msta encima es importante ya que proporciona
una rute para la incorporacién de nitrégeno en compuestos orgd
nicos, por 1la posicién central que ocupan glutameto y 2-oxoglu
tarato en el metabolismo celular y 1a habilided de estos com-
puestos de entrar en muchos tipos de vias. Por tanto, esta en
sims comt'iltwe un puente entre el metabolismo de carbohidra-
tos y el metabolismo de aminodcidos, '

Hay por lo menos tres tipos de GDHs 1as cusles difieren
‘on su especificidad por 1a coenzimas aquéllis que son espec{
* ficas para a) NAD, para b) NADP y c) aquéllas que pueden fun-
eiom.eon ambos eofac'to:ee'. Muchas especies contienen ambas
GDHs coenzima-especificas (GDH-NAD y GDH-NADP). Aunque las reac
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cikones de las GDH-NAD y GDH-NADP son reversibles, se les ha
atribui{do un determinado papel bioldgico. En microorganismos
NAD dependientes, las GDHs parecen tener una funcién catabéli
ca, mientras que las' que utilizan NADP (en su forma reducida)
sirven primariamente para la biosintesis de glutamato (30, 41).

Es esencial notar que estas enzimas varfan también en
otras propiedades, por ejemplo, induccién y represién de su

sintesis por metabolitos, regulacién de la actividad por nucled

tidol purin:lcos di y trifosfatados (ADP, ATP, GDP, GTP) ¥
otros ligandos. y en sus propiedades moleculares (41).

B. DISTRIBUCION

Las GDHs estén ampliamente diatr:l.buﬁn. 8610 unos. cuan-
tos organismos carecen de ellas, Mientras que lu GDHs prove- °
nientes de los tejido- animales pueden utiliszar tanto NAD como
NADP, las enzimas de otros ortgenea casi siempre son especifi-

- cas pll'l. uns de estas coenzimas (41).

Las bacterias entéricas poseen s6lo una GDH-NADP depen-

‘aiouto. En E. coli ¥ Salmonella t typhimurium esta enzima es sé-

lo bioointdt:l.cn, pero estos organismos pueden metabolisar glu-
tamato por otrqs rutas. Estudios sobre mutantes de E. coli,

' 'que crecen en medio minimo con glutamato como dnica fuente de
~ carbono, sugieren que el glutamato es utilizado principalmente .

por transaminacién con oxalacetato y el nlpartito producido

_ forma fumarato por accién de una aspartasa (30, 44).

C. GENETICA Y REGULACION ENZIMATICA

La regulacién de la biosintesis de aminoé¢idos, en este
caso glutamato, ocurre a dos niveles: a) regulacién de la ietl
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vidad enzimética o flujo metabblico y b) regulacién de la sfn
tesis de enzima o expreailn génica,

" Se hln descrito diversos mecanismos reguladores de repre
8ién y atenuacién para las vias biosintéticas de ciertos amiw
nodcidos. En la mayorfa de estas vias, los aminodcidos son
" usados 8610 pars sintesis de prote{nas. Los aminodcidos gluts
pato y glutlminp, sin embargo, difieren de ellos debido a que
son usados como donadores de grupos amino y amido para otros
compuestos nitrogomdon,“ que a su ves son nocebarios 'pau bio
sintesis de proteinas, Por tanto, la regulacién de las tres
encimas que sintetizan g:l.utn.nto-y glutamina puede tener algu
nas caracteristicas especiales ademés, 0 en vez de, 1os ele-
aentos de control comin a otras vias biosintéticas (30, 44).

BEn muchos microorganiemos la formacién de estas engimae
u“ réguhda por la disponibilidad de amonio en el medio de
cultivo (30, 43). Este control por nitrégeno de la sintesis
de encima (que no necesariamente es el ¥nico) impide la pro-
duccién innecesaria de enzima y el rompimiento incontrolado
de compuestos que pudieran ser de valor para la célula en sus .
propésitos biosintéticos,

Nucho del trabajo fisiolégico y genético que examina la
regulacién de la utilizacién de nitrégeno, se ha enfocado a la
enzima responsable de la biosintesis de glutamina (GS) mds que
8 las enzimas que biosintetigzan glutamato. Bsto condujo origi
nalmente & Magasanik y colaboradores a formulsr un modelo (5,
31) en el cusl el principal regulador de 1a asimilacién de ni-
trégeno era la (GS. Postularon que la GS era responsable no l-dlov“
de la biosintesis de glutamina y la ssimilacién de nitrdgenb
om ¢1u‘tuato, sino también para la activacién de la transcrip -



cién de operones talos como hut y g__. En los §ltimos seis afios
ostudios realizados en E. coli, S. typhimurium, nobsiella ae-
”rognea ¥ K. pneumoniae, han demostrado que 1la GS no es la pro
tciu reguladora y en su lugar se hin considerado los produc-
tos de, al menos, seis genes especificos ( 1n!, £lnG, ginD,
£lnB, ginEy glni) (30). i

Las enzimas que sintetirzan glutamato, sin embargo, tie-
nen carmcter{sticas que hacen el estudio de su regulacién par
ticularmente interesante.

En algunas bacterias, principalmente entre las pertene-
-cientes a 1as enterobacterias, Qe ha estado eatud'sando 1a re-
" gulacién de la GDH por un. aecanismo de represién—dearepruidn

(28, 30, 43).

m - eol-i, K. leroggne Yy 8. nhinurim, las nutantes
que clrocon de GDH no requicren glutamato plrl. vivir. Deriva-
dos de estas mutantes gdhA, que tienen uns mutacién adicional
en alguno  de los dos genes para GOGAT (gltB), son suxéirofas
de glutmto (s, '9, 10, 30, 43). Las cepas que contienen smbas
mutaciones (M, E1tB) se han uﬂnndo para localizar el ge

h en el minuto 26.7 del mapa de E. coli. El orden .de los
genes es purB-gdhA-trp en el cromosoma de E. coli (35), gdhA-
trp-pyr? en K. serogenes (4) y pyrD-pneA-gdhA-nit-trp en S. ty-.
_phimurium (37). Bn estos organismos, y en K. eumoniae, las
cepas que carecen de la actividad de GDH no tienen un fenoti-
po fdcilmente discernible; tales mutantes crecen tan bien co-
mo la cepa silvestre en concentraciones altas y bajas d.»llo-
~nio y en algunas otras fuentes de nitrégeno. Las cepas gltB
crecen en medio minimo que contenga altas concentraciones de
anonio ‘pero son incapuces de crecer en bajas concentrucipnu



de smonio o en una variedad de otros compuestos orginicos co-
mo. dnica fuente de nitrégeno (fenotipo Asm ) (10, 35). Nuten-
tes Asm de Klebsiella no crecen en 1 mM de amonio como dnica
fuente de nitrégeno, pero las mutantes Asa de EB. coli sf 1lo
hacen y dejan de crecer s una concentracién de 0.1 zM de amo-
nio (1a cepa silvéstre de E. coli si crece a esta concentra-
cidn, aunque lentamente) (30).

Nuy utilizada en este trabajo fue la cepa de B, coli
PA340, uns doble mutante (gdh-1, 5&31) (6). Glutamato, glu-
tamina y aspartato, suplementan la auxotroffa por glutamato
que presenta esta cepa. De ellos, s6lo aspartato conduce a una
velocidad normal de crecimiento semejante 2 la de la cepa sil
vntro. ya que tanto glntmto como glutsamina son transporta-
dos lo.y lentamente a través ée 1la membrana celultr.

Bn E. coli, las m pira los .aubati'ntoa-'de-’ las enzinas
productoras de glutnnato son aproxinadmento las siguientes .
(39, 41)s

K ( /«.I)

3.n - Substrato GDH GOGAT
2-0x0glutarato 640 © 36
smonio 1100
glutanina | 300
glutamato 1300 000 ==
NADPH ‘ 40 8.5
NADP* ' 42 —-—-

(Las constantes del glutamato y NADP* para GOGAT no se de
terminaron porque la reaccién de aminacién es virtuslmente irre
" versible). - '



Estos datos sugieren que en las células que crecen bajo
condiciones limitantes de amonio, la GDH es relativamente :I.hg_
fectiva en la asimilacién de niii'dgeno. Los valores para
GOGAT son de 4 a 20 veces mds bajos que los correspondientes de
GDH, 10 cual es consistenﬁ con el papel "in vivo"™ propuesto
pars la GOGAT (24, 19, 41). '

En K. aerogenes (y K. pneumoniae) la GDH estd sujeta s
_una rqgullcidp muy estricta: su sintesis estd regulada por com
ponentes del sistema gln, En estas bacterias el nivel de GDH>
estd inversamente redacionsdo al nivel de GS: si crecen en uns -
) tuoﬁto de nitrégeno limitante ‘so incrementa el nivel de GS y
‘disminuye el de GDH, lo contrario sucede cuando crecen en una
" alta concentracién de amonio (3, 10, 27, 30).

!q estos organismos una pérdida de GOGA“I' parece interfee
rir con la desrepresién de GS a niveles bajos de amonio, ade-
ads, son incapaces de utilizar como fuentq de nitrégeno amino-
dcidos que son convertidos a glutamato, tales como histidina, -
poi'o pueden uiar glutamato como fuente de nitrégeno. Por el
contrario, la pérdida de GDH no afecta el nivel de GS (10, 130).

Mutantes de K. aerogenes que carecen de GS, contienen al

' tos niveles de GDH tanto en concentraciones limitantes como
on exceso de amonio (3, 35). En mutantes en las cuales la G3
estd producida en altos niveles bajo todas las condiciones
(GS constitutiva, fenotipo GlnC), los niveles de GDH estén se
veranente reprimidos, aun con exceso de anohio en elvnodio. y
1a cepa es fenot{picamente GAh . Aef, una cepa GlnC que lleve
una mutacién gltB (fenotipo Asm™) requiere glutamato para cre
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cer en medio minimo con glucosa y amonio, aun cuando genética
mente aug_l_ (3, 10, 35). -

n estas mutantes (glnL, g1tB) (GlneC, Asm ) se han detec
tado mutaciones muy cercanas a gdh, que rehabilitan a la célu
la con 1la capacidad de producir GDH, independientemente de la
mutacién gink (4, 30). Otros supresores de este defecto tienen
un efecto pleiotrépicos la'adquisicun de 1la habdbilidad para
prodnctr GDH estd aconpa.ﬁada por la inhabilidad de utilizar
histidina o prouu como fuente de nitrégeno (30).

Es entonces probable que independientemente de utn regu
lacién por el sistema gln, otro sistema actde para rogulnr
los niveles de GDH en X. serogenes. El crecimiento en histidi
" nm como dnica fuente de carbono y nitrégeno conduce a una re-
duccién de 2 & 3 veces en los niveles de GDH, aun cusndo el ni
vel de¢ G3 ses muy bajo (en cepas silvestres) o completamente
susente (en mutantes glmA) (30, 39). '

Bn E. coli poco se conoce acerce de la regulacién de su
GDH. En este organismo el nivel de GDH creciendo con o sin ex
ceso de amonio es el mismo.. En contraste, el nivel de GS aumen
ta cuando crece en fuentes pobres de nitrégeno (amonio ba;jo.
prol:l.nl. arginina, cte Yy dinimwo cuando crece en amonio
alto (30, 43).

Los primeros estudios, realizados conjuntamente con K.
. ur& nes, demostraron claramente que en E. coli la oipruidn
de £3h no esté bajo el control del sistema gln (el sistema gln
yfuo mane jado en un principio como el modelo de regulacién hor
- GS de NMagesanik) (5, 31). Estos trabajos pi'elinim‘u indica-
ban que la GS de E, &11 (6S,) era capaz de regular 1a expre-
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8i6n de genes nativos en K. aerogenes (GS”) tan bien como su
propis GS. (35, 42). Ademds, que la GS,
gular los genes de utilizacién de histidina (hut) tanto de K.
urognekau como de S. typhimurium cuando éstos se encontraban
en ¢l citoplasma de E. coli (7). Estos estudios sugirieron ini
cialmente que la GS pos'on 1a habilidad de regular la expresidn
de los genes involucrados en la asimilacién de nitrdgeno (mo-
delo.de Boris Magasanik) y que E. g‘_l_i_ tiene todos los compo-
nentes hoeaiu‘iob para la regulacién de genes nativos, de aquf
que algin(os) otro(s) factor(es) fuera{n) responsable(s) de
que la annx no: sea reprimids cuando los .niveloa de ng estdn
altos (35). Un lugar 16gico donde colocar este factor seria en.
la regién reguladora de gdhA de E. coli.

. Otros dltoa reforzaban lo anterior: 11 introducir un epi..
soma de B, cou que contenga gdhA-trp a la cepa de K. urog_o_-
pes auxétrofa de glutamato (GlnC, Asa”) y que ademds sea Trp , '
las exconjugentes Tx'p ya& no requieren de 'glutamato para cre-
cer, Estos datos sugieren que alguns regién de control presen
te on el episoma que lleva gdhA de E. coli es 1a rupoxinblo
de quo 1la a!ntuis de GDH no sea reprimida cuando el nivel de
S estd alto (35).

Ban trabajos posteriores se ha observado también que 1..

era también capaz de re

sintesis de esta enzima no estd afectada por mutaciones ‘_
(30).

Es poco in-ohable que 1la GDH juegue algin papel catabdlico
en E. ¢oli, Y8 que cuando las células érecon en glutu'.to ro;
sulta una represién de GDH (y una alta actividad de GS). Las
autantes que carecen de GDH crecen, aungue lentamente, en glu

tamato como fuente de carbono (30, 32, 35).
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Prusiner y colaboradores (36) encontraron que si en culti
vos de E. coli se sdiciona ANPc, se incrementan los niveles de
GDH y GS y disminuye el nivel de GOGAT. Esth alteraciones re-
quieren de prototnn recebtorn de ANPc (CRP). El cloramfenicol
llmh los efectos de A¥Pc, ruultcdo que sugiere que 1. sinte
lil de proteinas es necesaria para que ocurran estos cambios
en los niveles enziméticos. Los efectos de AMPc sobre los nive
les de GDH, GS y GOGAT son, por consiguiente, tanto de reguh
cién positiva como de regulacién negativa, y pueden temr un
papsl importante en 1la regulacién celular del metabolismo ao_
nitrégeno. En general, se ha observado que las ensimas dbacte-
rianas que estdn bvajo control poéitivo por AMPc estdn sujetas
a represidn catabducn. por glucosa,. ’

En cuanto a S. typhimurium, la sintesis de GDH no esté
afectada por mutaciones sl_n (9, 20, 25, 30) (como en E. coli).
_‘En este organismo la funcién de GDH e interesante debido &
‘que esta actividad enzimética no varfs durante el crecimiento
celular en difersntes fuentes nitrogenadas: a semejanza do'_n_.'
coli, 1a sintesis de GDH no estd reprimida en célules presen-
tes en medios pobru de nitrégeno, y & diferencia do E. coii,‘"
43). Sin onblrgo, el valor relativo de las n. de esta enzima
para 2-oxeglutarato y glutamato sugieren fuertemente que la
'GDH de Salmonells posee sélo capacidad biosintética (41).

Srenchley y colaboradores (38) analisaron en S. typhimue
rium el efecto de las mutaciones relAl ¢ hjsT1504 sobre la re

" gulscién de 1as enzimas GDH, GOGAT y GS. Sus resultados de-
muestran que bajo las condiciones empleadas, la sintesis de es
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tas ensinas es dependiente del producto del gene relA o de al
guns Afuneivdn mediada por 61; este efecto es particularmente
dramftico para la GDH. Encontraron también que bajo ciertas
copdiciones, las mutantes mﬁm mostraban una desrepresién
importante en 1a actividad engzimética de GDH.

Bste missio grupo cloné en el pBR328 el gene £2hA de §.

tnhinuriin y se observé que la actividad de GDH se mcroﬁénts
. de 30 & 100 veces con respecto al nivel de 1las células haploi-
des, cuando las células ci'ocon en medio glucosa-amonio. La re
gulacién del gene clonado se refleja en niveles mds bajos de
GDH en células que crecen en triptons-extracto de levadura o

" e medio suplementado con ;lutu'nto y aspartato, . Adenés; las
célules que portan estos plésmidos tienen un requerimiento par
oial para setionina y lisina, sugiriendo una slteracién en of.
flugo de metabolitos a través del ciclo del doido tricu'bo'xi‘-f_
1ico0. ‘ '



JUSTIPICACION DE LA TESIS

la asimilacidén de nitrégeno en compuestos org(nicou y ol
fl.u:o de estos metabolitos a través de las diferentes v!u. es
esencial para el crecimiento celular. Por tanto, es interesan
te y conveniente tonocer a fondo ostoi necanisiou. ' .

De aquf se desprende la importancia de contar con los ge
nes objetos.de este estudio en sistemas discretos y de fécil
manipulacién. '

La recombinacién "in vitro” de dcidos nucleicos nos ofre
ce 1a posibilidad de disectar y aislar 1as regiones del geno-
me involucradas en la asimilscién y metabolismo del nitrégeno.

Los estudios que pueden entonces llevarse a cabo en este
campo con cads gene pu'ticuiar. completan y facilitan la com--
“prensién de los importantes trabejos fisiolégicos y genéticos.
ll'tol estudios se refieren a la orgunizieidu y caracterisacién .
f{sica del gene, 2l anflisis de su expresién en diferentes con
diciones fisioldgicas y ambientes genéticos, a producir y ana
.lisar mutaciones dirigidas, s deducir las propiedades nolec\i-
lares de 1a proteins codificada, entre otros.

A través de todo este tipo de oxhorimeuton puede llegar
a comprenderse la regulacién de la expresién genética y modi-
_ficar, si asi se deses, ciertos mecanismos bdsicos de la regu
lacién o estructura de la proteins.

1
'



OBJETIVO

Las diferencias en sintesis, co-portinicpto y propieda-
des moleculares de las GDHs de diversos or{genes son aun po-’
co comprendidas. Por ello, es benéfico poder manipular y tra
' bajar con los genes aislados provenientes de diferentes espe
cies, con ¢l fin de poder realisar un extenso estudio compa-
rativo.

El trabajo que se presents en esta tesis estd onfoca;!o‘
e la caracterisacién fisica del gene que codifica para la
GDH de¢ E, coli, 1o que facilitard el entender mejor, o lle=-
var a cabo, diversos estudios a nivel loieculnr. fisiolégi~
¢o, genético y biotecnolégico,

. Este trabajo foraa parte de un‘proyoeto muy grande que
se reslisa en colaboracién con el Centro de Investigacién so
tre Pijacién de Nitrégeno, de la UNAN, enfocado & esclarecer
los iocm-ol de asimilacién y metabolismo di:l. n:ltrdgino en
diferentes organismos,
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RESUMEN DEL TRABAJO REALIZADO

‘A’ continuacién se anexan las publicaciones en las que 1la
sutora de esta tesis participé y se enlista el trabasjo con el

que colabord en ellas:

1.
2.

3.

4.

5

7.

- Construccién del pRSP5 +

Purificacién de 1la GDH y obtencién do anti.cuerpoa es .
pocif:l.eos dirigidos contra ella +
Todos los experimentos que condujeron a la demostra-

~eién de 1la presencia del gene estructural para la

GDH en el pldsmido pRSP5 (y en el pSAEA) +

-Construccién del pSAEL y pSAE4 (y algunos otros plds

midos no mencionados en esta tesis)

Construccién de los derivsdos del pSAE4 (psmu, B
PSARA2, pSA!Qn Yy PSAEA22)

Todos los experimentos que condujeron a las eviden-
cias de la posible locslizacién del promotor(es) y
direccién de transcripcién del gene gdh
Determinacién de la secuencia nucleotfdica del frag-
mento HpaI-PstI del pSAEA, localizacién de los sitios
de restriccién en esa regifn de DNA, inferencia de la
secusncia aminoacfdica de la proteina y comparacién
de éste con la regién amino-terminal de otras GDHs.

+ En colaboracidén con Ray Sénchez Pescador.
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RESULTADOS

Antecedentes;

El plésmido pRSP1 fue aislado de un banco de genes de E.
coli (11, 15, 16) y mostré complementar la mutacién gdh-1 en
la cepa PA340. Este plésmido contiene aproximadamente 4;6 Ma
de DNA cromosomal de E. coli K-12. |

. Para localizar la regién de DNA cromosomal clonado en el
PRAPL que complementa dicha mutacién, se construyeron varios
derivados de £1. ‘

As LOOALIZACION DE LA REGION CROMOSOMAL DEL PLASMIDO pRSP1
QUE COMPLEMENTA LA MUTACION gdh-1 EN LA CEPA PA340

‘1. Construccién de los derivados del pRSP1
De acuerdo con el mapa de restriccién del pldesmi
do pRSP1 realizado previamente en nuestro laboratorio (Pig. 1,
Sénches Pescador et al, 1982), se subclonaron diversos frag-
mentos @e este pldsmido en el vehfculo molecular pBR322.

1.1 E1 plésmido pRSP4 se obtuvo subclonando la re
£16n BcoRT-BE)IT del pRSPL (coordenadas 5.1 & 6.9) (Pig. 1,
Sénchez Pescador et al, 1982) en el pBRI22, restringido con
les engimas EcoRI y BamHI. Este nuevo pldsmido recombinante no
‘mostré complementar la auxotroffs por dcido glutédmico de la ce
pa PA34O, Ademds, el aﬁtlieis' electroforético de las proteinas -
codificadas por €1, no mostraba la presencia de alguna pro-
tefna que correspondiera al peso molecular (PM) del monémero
de 1a GDH purificada de E. coli (dato no mostrado).

1.2 El plédsmido pRSP5 se construyé al subclonar en
o1 pBR322 el fragmento EcoRI-PstI del pRSP1 (coordenadas 5.1 y
9.2/0) (Pig. 1, Sdnchez Pescador et al, 1982).. Este pldsmido. -
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si fue capaz de complementar la auxotroffe por 4cido glutdmi
co de la cepa PA340. '

Otro plésmido, el pRSP7, lleva el fragmento EcoRI-
Sall (coordenadas 5.1 y 5.7 del pRSP1) (Pig.l, Sénchez Pesca-
dor et al, 1982) y tempoco fue capaz de complementar la auxo-
trofis por glutamato de la cepa mencionada (tabla II, .s(nchu

-Pescador et al, 1982),

2. Construccidén de los derivados del pRSP5

De acuerdo con los resultados mencionados, hebfa
dos posibles localizaciones para el gene gdh (ver seccién B
de resultados) en el pRSPl: una que el sitio reconocido por
BglII formara parte del gene y la otra, que el gene se locali
uu'. entre los sitios de restriccidén de BglII y Pstl (coorde-~
nadas 6.9 a 9.2/0) en el pRSP1 (Pig. 1, Sénchez Pescador et al,.
1982), . ‘ :

2,1 Para discernir entre estas posibilidades, se
mutegenizé "in vitro® el DNA del pRSP5 en el sitio de restric
cién de BglII por insercién de un oligonucledtido. Para ello
se linearizé el pRSP5 con la enzimp._ Bg1II, que genera extre-
m=os cohesivos, y se traté con nucleasa SI y con él fragmento
Klenow de 1la polimerasa I de DNA para producir extremos rasu-
redos. Se insertd en ese iugar un decanucleétido sintético cu
ya secuencia es reconocida por 1a enzima EcoRI. De esta mane-
ra se construyé el pSAEl (Pig. 2, Sdnchez Pescador g_g al, 19823,

" pig.2, Sanvicente et al, 19_83), que lleva &os sitios de &RI,‘

2,2 Por recircularizacién del fragmento grande de

-DNA producido por la digestién con BcoRI del pSAEl, se obtuvo

ol pSAB4 (Pig. 2, Sénchez Pescador et s, 1982; Pig. 2, San-
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vicente et al, 1983)., Este pldsmido contiene aproximadamente
2.3 Md de DNA cromosomal.

~ Tanto el pSAEl como el pSAE4 complementan la
mutacién gdh-1 de la cepa PA340 (tabla II,Sénchez Pescador
ot 81, 1982), 1o que localiza al gene estructural que codifi
cs para 1a GDH (ver seccién B de resultados) entre los sitios
de restriccién de BglII y PstI (coordenadas 6.9 y 9.2/0) en
el pRSP1 (Pig. 1, Snchez Pescador et al, 1982), '

B. NATURALEZA DE LA REGION CLONADA QUE COMPLEMENTA LA MUTA-
CION gdh-1 EN LA CEPA PA340 :

" Con el fin de conocer si la rogidxi de DNA cromosomal
clonada en el pRSP1l, y por consiguiente en el pRSP5, pSAEl y
psimal. que conplenanti 1a auxotroffa por glutamato en la ceﬁu :
PAJAO ers el gene estructural que codifica para. ls GDH de E.
goli, ademds de determinar la actividad especifica enzimética,
se reslizaron diversos ensayos bioquimicos con las proteinas
codificadas por estos plésmidos (sintetizadas en un sistema de
ainicélulas),

3. Determinacién de 1la actividad especifica de GDH
En la tabla II (84nchez Pescador et 21, 1982) se

‘muestran las actividades espec{ficas de GDH encontradas en
los extractos celulares de la ceps PAJA0 portando los diver-
sos plésmidos construfdos, Con los plésmidos pRSPi. PRSPS,
PSABl y pSAR4, se observé un aumento de aproximadamente 2,5
' wveces en la actividad espec{fica comparada con la encontrada
en 1la cepa silvestre CS520. ‘
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4. Electroforesis de las prote{nas codificadas por
los plésmidos. ’

. Para analizar las protefnas codificadas por los
plésmidos pRSP1, pRSP5, pSABl y pSAE4, se transformd con casda
uno de ellos la cepa productora de minicélulas, P678-54, y de
igual manera con los plésmidos que sirvieron como vehfculos
noleeulaies. las minicélulas purificadas de cada transformante
se utilizan para sintetizar prote{nas en presencia de 358—m9t;g
nina,

4.1 Electroforesis en una dimensién
Las proteinas sintetizadas por 1&5 ninicélu-
1as se anslizaron electroforéticimente en base & sus Pils, y
se encontrd que tanto el pRSPl, como el pRSP5, pSAEl y pSAE4,

podifican para un polipéptido de aproximadamente 50 090 d que. . - .-..-

comigra con el monémero purificado de GDH (Pigs. 3A y 3B, San
vicente et al, 1983).

4.2 Blectroforesis en dos dimensiones

Para ansligar también en base a su punto iso-
eléctrico a los polipéptidos codificaedos por estos plésmidos,
se efectul una electroforesis en dos dimensiones (siguiendo
1a técnica descrita por OtParrel) de los extractos radioacti-
vos de las minicélulas correspondientes, encontréndose que
también aguf existe un polipéptido que comigra con el monéme
ro purificedo de GDH (Pig. 4, Sanvicente et al, 1983)

5. Inmunoprecipitacién especifica de la GDH

5.1 Inmunoprecipitacién cualitativa
Pars verificar que el pol;péptido de 50 000 @
codificado por los plésmidos pRSPl, pRSP5S, PSAEL y pSAE4. es
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reslmente el monémero deVGﬁH. se llevé a cabo una imunopx;eci'
pitacién de la GDH codificada -pox;.estoa pldsmidos. Se utiliza
ron los extractos radioactivos de minicélulas y anticuerpos es
pecificos anti-GDH. Se observé que sélo el polipéptido de .

50 000 4 inmunoprecipita éspepif;camnte (!ig. 5, Sanvicente
et a1, 19833 se muestra sélo un dato representativo). .

5.2 Nivel de GDH producida por la cepa PA340 sola
y portando los diferentes plésmidos recombi-
" nantes: inmunoprecipitacién eleetrofor(tj.c'uh
cuantitativa . '
Con el fin de detectar si la cepa PA340 sinte-
tizsa slgin antigeno qpe'émcc con los anticuerpos espec{ficos
anti-GDH, y si dicha cepa transformada con'los diversos plds- )
- midot sintetiza més ant{geno GDH que la cepa silvestre CS520,
se llevaron a cabo oxperinentob de inmunoelectroforesis cuan-
titativa utilizendo los extractos celulares correapondientoq.
Se observé que el extracto de la cepa silvestre presenta. un
nivel de ant{geno GDH mondr, aproximadamente del 3ok, del ni-
vol presentado por las cepas PA340/pRSPS y PA34O/pSAE4. Intere
santemente, el extracto de la ceps PA340 presents un nivel an
tigénico similar al de la cepa silvestre ( Pig. 6, Slmicerito
ot a1, 1983).

8. LOCALIZACION DE LA REGION DE INICIACION DE LA TRANSCRIP-
CION DEL GENE gih Y DETERMINACION DE LA DIRECCION DE
TRANSCRIPCION DE ESTE GENE .

De acuerdo con los resultados anteriores, se ha localiszado
sl gene g_l_l_z en un fragmento de DNA de aproximadamente 2.3 M8 .
en ol pld_uu:ldd PSAE4, flangueado por-'].o'u sitios de restriccién
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de BCoRI y PstI (coordenadas 6.9 y 9.2/0 en el pRSP1). Kl ma-
pa de restriccién de este fra@nento en el pll!n;do PSAE4 se
suestra en la figura 3 (Sdnchez Pescador et Q. 1982). Este
comprende dos sitios de HpaI, uno de Clal y otro de Pvul.

' Con el fin de localizar la regifn de iniciacién de
1a trmcripcid'nv'del gene gdh y conocer también su direccidn
de transcripcidn, se contruyeron varios derivados del plésni
do pSAEA,

6. Construccién de los deﬂvndos del pSAR4
6.1 E1 plésmido pSAE4l se construy$ subclonando el

fragmento EcoRI-Clal del pSAE4 (de 1 000 pb en promedio) en el
pl'dn:l.'do pBR322, digerido con las mismas endonucleasas (Pig. 3,
Sénches Pescador et al, 1982). Este pldsmido no fue capaz de
complementar la mutacién ﬂ--l en la cepa PA3A0 ni indujo la -
sintesis de algin polipéptido de origen cromosomal (1{nea b, °
M. fc; Sénchesz Pescador et al, 1982).A -

6.2 El pldsmido pSAE42 se obtuvo al deletar el
fragaento Hpal (de aproximadamente 1 300 pb) del pSAE4 (Pig. 3,
‘Sénchez Pescador et 81, 1982). Este pldemido tsmpoco logré
complementar 1a auxotrof{a por glutamato de 1a cepa PA340. El
sndlisis electroforético de las proteinas codificadas por es-
te plésmido muestra un polipéptido de aproximadamente 9 000 4,
-codificado por el DNA eronoaomal, que no aintotiza el plésmido
vadre pSAE4 (1ineas 4 y ¢, Pig. 40. Sénchez Pescador et al,
1982). Esto sugiere que dicho polipéptido esté ‘codificado por‘ »
.ol gene gh truncado, lo quh hace localizar la regién donde se '
inicia 1la transcripcién del gene a aproximadamente 300 pb de.
uno de los-dos sitios de _g_I presentes en el. psu4 (P:I.g. 3.
Sdnches - -Pescador et 11. 1982)., '

v .
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Para diacgmir entre estas dos posibles localiza
ciones de 1a regién donde se inicia la transcripcién del gene

£3h, se construyeron plésmidos derivados del pSAE42,

7. Derivados del PSAE42

7.1 Por delecién de la regién comprendida entre
los sitios de Hpal y PstI del pSAE42, se construyé el pllani
do pSAB421 (Fig. 3, Sénchez Pescador et al, 1982). Para ello
se linearizé el DNA del pSAE42 con la endonucleasa PstI, tra
téndolo después con nucleasa SI para eliminar los extremos _
cohesivos generados, Se digirid posteriormente con la enzima
gp_gry el fragmento grande de DNA se recircularizé usando 1i
gesa de DNA de 'l".
7.2 El plésmido pSAE422 es, por otra parte, una

-delecién del fragmento HpaI-EcoRI del plésmido pSARA2 (Pig. 3,
Sénches Pescedor et al, 1982), Este plésmido se obtuvo des. * -

pués de recircularizar el fragmento grande de DNA obtenido al
trutu' el pldsmido padre, pSAE42, con las enaiua EcoRI. nu-
oluu SI y Hpal |, en ese orden.

De estos dos derivadoa del pSAERA2, sdlo el psmzz
fue capaz de codificar para un polipéptido de origen cromoso-
=8l que gruesamente comigra con el polipéptido codificado por

‘sl pldsmido padre (1ineas d, ¢ y f, Pig. 4C, Sénchez Pescador -

et a1, 1982),

bo acuerdo con estos resultados, la regién donde
#e inicia la transcripeién del gene gdh u'eneontrarin locali
sada a aproximadamente 300 pb del sitio de Hpal cercano a Pstl '
en el pSAE4, y la direccién de transcripeidn ser{a en el sen
tido de PstI hacia EcoRI en el pSAB4 (Pig.}, Sénchez Pescador
ot 81, 1982). ' co
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‘D, DETERMINACION DE LA SECUENCIA NUCLEOTIDICA DEL FRAGMENTO

Hpal-PstI DEL PLASMIDO pSAE4

5. Determinacién de la secuencia nuclgotidica

Para demostrar enteramente la localizacién del
DNA donde se inicia la transeripeidn‘ ¥ la direccién de trans-
cripeidn del gene gah, se decidié determinar la secuencia nu-
cleotfdica del fragmento PstI-HpaI, de 610 pb en promedio, del
PSAB4 (coordenadas 3.5 y 2.9) (Pig. 1, Valle et al, 1983). Pa
ra ello se clonévisto fragmento, eliminando previamente los
extremos cohesivos ganorldoa por la digestién con PstI, en el
sitio ae SIII del bnctorinlgo M13mp8, en las dos orionxlcio-
nes posiblee. la secuencia nucleotfdica del fragmento se de-
terniné anslizando las dos cadenas conplenentu-iu medisnte .
el método descrito por Sanger. De esta manera se obtuvo la sg
cuoncia del DNA de la regién reguladora del gene gdh de E. go-

Uy d. 1a regién que codifica para el amino terminal de la

proteina.

9. Anlliéia y caracteristicas de la secuencia nucleo
tidieca oﬁtonida’
La secuencia obtenida se muestra en la figura 2
(Valle et al, 1983). En ella se localizaron los sitios de res
triceidn reconocidos por diversas endonucleasas, Se infirié

1a secuencia de aminodcidos perteneciente al amino terminal

de 1a protefna GDH y se localizaron tres posibles promotores
(por comparacién con la secuencia consenso) y algunas otras
sonas de interés (Fig., 2, Valle et al, 1983).
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B. COMPARACION DE LA REGION AMINO TERMINAL DE LA GDH DE -
.. B. COLI CON OTRAS GDHs '

v 10. La secuencia inferida de los primeros 102 amino
dcidos de 1a GDH de E. coli, se comparé con las secuencias
conocidas de otras proteinas homélogas (dbtonid_u por secuen .

‘ciacién protdica); 1ls‘pertoueciéntcs a Neurospors crassa,

bovino y pollo. En la figura 3} (Valle et al, 1983) se mues- .

. tra esta comparacién (se omitié 1a secuencia de 1a GDH de po

110 por ser igusl a la GDH bovina salvo en algunos reniduon);
En esta comparacién se observa que las GDHs de E. coli y K.
crasss son mds similares entre si que las GDHs de N. crassa
y bovino (ambos eucariotes). ’
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SUMMARY

Plasmid pRSP1, isolated from the Escherichia coli gene bank of Clarke and Carbon (1975), has been shown to
complement the gdii-1 mutation that affects the synthesis of glutamate dehydrogenase (GDH) in the E. coli
strain PA340. The GDH structural gene of E. coli is present on a.2.3-Md DNA fragment from the hybrid plasmid
- pRSP1 and certain of its derivatives. Polypeptides synthesized by minicells carrying some of these plasmids,

* enabled us to make a preliminary determination of the direction of transcription of the gdh gene on the cloned

fragments.

INTRODUCTION -

In £. coli, glutamate is predominantly synthesized:
by two enzymes, GDH and GOGAT (Tyler, 1978).

Enteric bacterialacking GDH do not require glutamate

for growth. Such mutants grow like wild-type strains
when either high or low concentrations of ammonia
are used as a sole nitrogen source (Brenchley and
Magasanik, 1974; Pahel et al., 1978). Mutant strains
Jacking GOGAT can only grow without glutamate
when glucose-minimal medium is supplemented with

Abbreviations: Ap', ampicillin gesistance; bp, busc: pairs;
GDH, gl dehydrog + GOGAT, gl syn-
thase; kb or Kb, kilobase pairs; Md, mcgadaltons; SDS,
sodium dodecy] sulfate; Tc', tetracycline resistance,

-~

0378-119/82/0000~0000/802.7§ © Elsevier Biomedical Press

" excess of ammonia. Double mutants lacking GDH and .

GOGAT activities cannot utilize either high or low
concentrations of - inorganic nitrogen and require
glutamate for growth (Berberich, 1972).

* To study the in vitro and invivo expression and - - ‘

the regulation of the gdh gene, we have isolated a
hybrid plasmid from an’E. coli gene bhank of Clark
and Carbon (1975), that complemented chromosomal
mutations affecting GDH activity in the E, coli strain
PA340. Plasmid pRSP1 not only complemented the
GDH defect but increased the specific activity of the
enzyme approximately 2.5-fold.

Various restriction enzyme-generated DNA frag-
ments from pRSP1 were cloned in pBR322. Using
different biochemical techniques we were able to
demonstrate the presence of the gdlyg’ene in pRSP}



and certein derivative plasmids. Some of these plas.
mids were used in minicell experiments to obtain
preliminary information concerning the relative po-
sition and the direction of transcription of the gdh
gene in pRSP1.

MATERIAL AND METHODS
(a) Bacterial strains and growth conditions
The genotypes of the bacterial strains used in this

work are listed in Table I. C$520, obtained from J.
Carbon, was the E. coli strain used for the construc.

tion of the gene bank (Clarke and Carbon, 1975). -

. For most experiments the NN minimal. medium was
used (Covarrubias et al,, 1980). Cultures for DNA
extractions were grown on M9 medium (Miller, 1972).
Transformations were performed as described by
Cohenetal. (1972).

(b) Plasmid DNA purification and enzyine reaction
conditions

Plasmid DNA was prepared by the method of Bet-
Jach et al. (1976). The reaction conditions for the

3

TABLE]
,List of strains

various restriction enzymes have been previously
reported (Bolivar et al,, 1977a).

“DNA ligations were carried out in 66 mM Tris -
HClpH 7.6, 6.6 mM MgCl,, 10 mM dithiothreitol and
0.5 mM ATP, at 12°C for 12—24 h, SI nuclease was
utilized as previously described (Ullrich et al., 1977).
£ieoR1 linkers (dCCGAATTCGG), were ligated to
bluntended DNA fragments as described by Bolivar
and Backman (1979).

- () GDH activity assays and enzyme purification

The ammonia-dependent activity of GDH was
determined as described by Covarrubias et al. (1980).
GDH purification was carried out-as reported by Sa-

_kamoto et al. (1978).

(d) Incorporation of radioactively labeled amino acids
into minicells

Minicells were isolated by three subsequent sucrose
gradient centrifugations (Meagher et al., 1977). 2 ml
of the minicell suspension were incubated at 37°C in
the presence of a mixture of 19 amino acids (no
methionine) and **S-abeled L-methionine for 30 min
with shaking. '

Strain Genotype

Source or Ref,

CS520 HIIC trp A58 metBL gly V50 supFS8 relAl

Clarke and Carbon (1975)

PA340® F-leuB6 gdh-1 hisG1 gltB31 argH1 thi-} ara-Y4 lacY ) gal-6 mald 1
xyl-7 mer-2 1onA2 ARX7psL supEA4 B.J. Bachmann
P678-54 F~ thr leu thi-} supE lacY tonA gal mal xylara mid min R. Tait .
© MX729 Same as PA340 but careying pRSPI Covarrubias et al, (1980)

MX7291 Same as PA340 but carrying pRSP4 This paper

MX7292  Same as PA340 but carrying pRSPS _ This paper

MX7293 Same as PA340 but carrying pRSP7 This paper

MX7294 Same as PA 340 but carrying pSAEL This paper

MX7298 Same as PA340 but carrying pSAF4 This paper

MX7296 Same as PA340 but carrying pSAE4] This paper

MX7297 Same as PA340 but carrying pSAE42 This paper

MX7298 Same as PA340 but carsying pSAE42} This paper

MX7299 Same as PA340 but carrying pSAE422 This paper

® Sinain PA340 is the same as CB100 from B.D. Sanwal's laboratory which has been shown to contain both gl and gdh muta-
tions (Berberich, 1972). PA340 reverts to glutamate prototrophy at a frequency of 10-% per cell (Paliel et al., 1978),



RESULTS

(a) Cloning into pBR322 of wvurious restriction-
generated DNA fragments derived fram pRSP1

Covarrubias et al. (1980) have reparted the isola-
tion of three ColEY-hybrid plasmids that comple-

mended glnd, gdh and ghfl mutations. One of these
plasmids, pRSP1, complemented the gdh-l mutation
in the strain PA340. A restriction map of this plasmid
is shown in Fig. 1. )

To localize the region of the cloned chromosomal
DNA segment from pRSP] that complements the

" of lsge
My oy
L
'.un ’
put Ay TcPCal®
&
Fig. 1. Di ic 1ep tation of the construction of pRSPI derivatives. The positions of the various restriction sites are

drawn to scale. XX or XXX symbols represent the poly(AT) linker region on pl_(Sl‘l.



TABLE 1N

GDH specific activities determined by plasmid pRSP] and
derivatives

Strain 2 Plasmid GDH
present specific activiy ® -
Cs520 - - 184.1
PA340 - 2
MXT729 pRSP1 448.6
MX7291 pRSP4 2.
MX7292 pRSIS 450
MX7293 pRSPT7 2
MX7294 pSAE1 460
MX7295 pSAE4 455.5
MX7296 pSAE4] 31
MX7297 PSAE42 1.5

. 3 Cultures of 100 m] were grown to a density of 6 X 108

cell/m! on glucose-NN medium with 30 mM NH4Cl as the

. nittogen source for strains C§520, MX729, MX7292,
.-MX7294 ond MX7295. Strains PA340, MX7291, MX7293,
MX7296 and MX7297 were grown in the same medium sup-
plemented with 2 mg/ml glutamate.

b umol of oxidized NADPH/mg protein/mnin.

gdh-1 mutation in strain PA340, different pRSP1 DNA
fragments were cloned into the plasmid vehicle
pBR322 (Bolivar et al., 1977b). One of these recom-
binant plasmids, pRSP4, was constructed by cloning
‘the EcoR1-Bglll fragment (coordinates 5.1 to 6.9)
from pRSP1 into pBR322 (EcoR1-BamHI digested).
This recombinant plasmid was not able to comple.
ment the gdh-1 mutation from PA340. On the other
hand, plasmid pRSPS, obtained by cloning the 4.1-
Md EcoRI-Pstl fragment from pRSP1 (Fig. 1), was
able to complement the gidh-1 mutation from PA340
(Table 11). Another plasmid, pRSP7, a derivative of
pRSPS5 that carries the EcoRISall fragment that
spans from coordinate 5.1 to 5.7 in pRSP1 was un-
able to complement the gdh-1 mutation from strain
PA340 (Table 1f).

(b) Derivatives of pRSPS

. According to the above results there were two pos-

sible locations for the gdit gene in pRSPL. In one
focation, the gdh gene could overlap the Blil site
of pRSPL, Alternatively, the entire gdh gene could be
located between the Bg/Tl and Pstl sites (coordinates
69 109.2).

Y- )

Fig. 2. Agarose shb gel clectrophoresis of pRSPS DNA
cleaved with Bglil and EcoRl (lane 2). The gel also shows
the EcoRIdigestion patterns of pSAEL (lane b) and pSAT4
(lane ¢, partial digestion).

To distinguish between these two alternatives, we

decided to in vitro mutagenize pRSP5S DNA by the

insertion of 2 synthetic decanucleotide EcoRl
“linker” into the unique Bglll site. The pRSPS DNA
was linearized with Bglll endonuclease and the
resulting DNA was then digested with S1 nuclease to
climinate the Bglll cohesive ends, To increase the
efficiency of bluntend linker addition, the S1-
digested DNA was treated with E. coli DNA poly-
merase I (Klenow fragment). EcoR1 linkers were
ligated, and the resulting DNA was used to transform
E. coli PA340 cells. From this experiment we isolated
plasmid pSAEL. As can be scen in Fig. 2 (laneb), this
plasmid carried two EcoRl sites; however, the smaller
EcoRl-generated fragment did not have the expected
M, of approx. 1.8X10° (the original size for the



Bgl-EcoRI DNA fragment present in pRSPS, lane a).
We believe that this deletion was the result of exces-
sive SI nuclease digestions of the Bgllllinearized
pRSP5 DNA. Finally, be recircularizing the largest
EcoRI DNA fragment from pSAEL, we obtamcd plas-
“mid pSAE4 (lane c).

Since both pSAE] and pSAE4 plnsmlds comple-
mented the gdii-1 mutation in PA340 we concluded
that the structural portion of the gdii gene is located
between the Bgfll and the Pstl sites (coordmatcs 69
t09.2) in prPl

(c) Derivatives of pSAE4

Since the GDH structural gene is located inthe 2.3
Md EecoR1-Psil fragment cauried by plasmid pSAES,
we used a collection of restriction endonucleases to

- further characterize this DNA fragment. As can be
. seen in Fig. 3, there are two Hpal, one Clzl and one

Prul endonuclease substrate sites in the EcoR1-Pstl
DNA segment. No Xhol, Xmal, BstE, Hindll or
Pl sites were found. Two derivatives of pSAE4
were constructed using these data, One of them, plas.

Pvul : :
Eco Rl Clal / Hpe ! Hpal Psti Eco Rl
. EcoRl ! g 22
pSAE4 | Ly } 2R ~d
co
v pBR322
PSAE L2 v 3
E ~ pBRI22
PSAE 421 : :
H '
:
¢
' ; BRI22
PSAE 422 Z —
! :
: Eco R
PSAE_ 41 i pBR2Z o
0 1 2 3 ] 5 ) 1
L + + ot |

Fig. 3. Remlclion map of pSAE4 and derivatives. The pasition of the different endonuclease substmc sites are drawn to scale.‘
The heavy lined region of the plasmids represeats the pBR332 vector. Deletions are represented by dotted sectangles.
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mid pSAEA1, was enginecred by inserting the EcoRI-
Clal fragment from pSAE4 (coordinates O to 1, Fig.
3) into pBR322 previously digested with the sume
two endonucleases, Plasmid pSAE42 was constructed
by recircularizing the large Hpal frapment from
pSAE4. None of these recombinant molecules was
able to complement the gdh-1 mutation from PA340,
- As shown in Fig. 3, two other plasmids were
derived from pSAEA2. One of these,named pSAE421,
was constructed by digesting pSAE42 with the restric-
tion enzyme Pstl, treating the resulting linear DNA
with S} nuclease followed by a digestion with Hpal.
The largest DNA fragment was recircularized using
T4 DNA ligase. The other plasmid derived f{rom
pSAE42, named pSAE422, was obtained after
digesting the parental plasmid with the EcoRl endo-
nuclease. The linear DNA was treated, as in the
previous case, with 81 nuclease and then with fpal.
The largest DNA fragment was also recircularized.

- (d) Specific GDH activities from cells carrying pRSP!
and derivative plasinids

The GDH-specific activity was determined in cell

extracts from the PA340 strain carrying one of the

various constructed plasmids (Table If). GDH activity
measured in strain MX729, as well as in PA340 cells
carrying either pRSPS, pSAE! or pSAE4, was approx.
2.5-0ld higher than that observed for the wild-type
strain €SS20, The GDH activities of ‘PA340 -cells
carrying pRSP4, pRSP?, pSAE4L or pSAEA42 were as
low as those found in plasmidfree PA340 cells.

,{¢) Synthesis of GDH in minicells

To prove that the complete structura) gene for
glutamate dehydrogenase was present in pRSPI,
pRSPS, pSAE! and pSAE4 but not in the other
mentioned plasmids, protein syngllésis in the E. coli
minicell system was studied. The minicell-producing
strain P678-54 was transformed with each of these
plasmids as well as with ColE) and pBR322. Purified
minicells from stationary-phase cultures of each
P678-54 transformant were allowed to synthesize
proteins in the presence of {**S]methionine. Mini-
cells were lysed with SDS and proteins were separated
clectrophoretically in a SDS-polyacrylamide slab gel.
35g.1abeled proteins were then identified by auto-
radiography. The results from these experiments (Fig.

4A), show that minicels carrying pRSP1 (Lane ¢) and
pRSP3 (lane ¢} synthesized two heavily fabeled poly-
peptides. One polypeptide (M, = 50000) comigrated
with the purified GDH monomer (lane a), while the
other migrated as an A, = 40000 polypepiide. Plas-
mid pRSP1 also encoded for a polypeptide of upprox.
M, 15000 that was not specified by pRSPS. It is
interesting to mention that minicells carrying pRSP4
did not synthesize the Af; 50000 peptide. Instead, a
polypeptide of approx. A, 40000 appeured in the
gels (data not shown). On the other hand, pRSPT did
not synthesize any detectable chromosomally coded
polypeptide (lane d). Plismid pSAE! coded for two
polypeptides, one of which is the M, 56000 GDH
comigrating product (Fig. 4B, lane a). Ms EcoRl
recircularized product, pSAFE4, coded for only one
polypeptide that also comigrated with purified GDH
monomer (Fig. 4B lane d). Finally, Fig. 4C shows the
polypeptides synthesized by minicells carrying plas-
mids pSAE4 and its derivatives, pSAE4), pSAE42,
PSAE42] and pSAE422,

These results suggested that the M, 50000 poly-
peptide specified by pRSPY, pRSPS, pSAEl and
pSAE4 is the GDM monomer. However, to confirm
this unequivocally, the plasmid-coded GDHike poly-
peptide was examined by two-dimensional gel electro-
phoresis and by its immunological préperties. Radio-
active extracts from minicells carrying pRSPS or
PSAE4, were subjected to a two-dimensional O'Far.

- relltype gel electsophoresis. This experiment showed .

that one **SJabeled polypeptide synthesized from
either plasmid, comigrated with GDH purified mono-
mer (data not shown). Therefore, the plasmid-
encoded polypeptide is similar to purified GDH in
both molecular weight and charge. Furthermore,
when radioactive minicells extracts carrying pRSPS,
pSAE4 and pBR322 plasmids were independently
treated with rabbit antiGDH gamma globulin only the
M, 50000 *Slabeled protein from pSAE4 and
pRSPS extracts, which again comigrated with puri-
fied GDH monomer, was precipitated (data not
shown). We concluded from these results that the
M, 50000 plasmid-encoded protein comesponds to
the GDH monomer.

DISCUSSION

The evidence we have presented demonstrates that
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the structural gene for the glutamate dehydrogenase
monomer from E coli is carried by recombinant
plasmids pRSPI, pRSP5, pSAE! and pSAL4. As
shown in Fig. 4, plasmid pRSP] carries a chromo-
somal DNA fragment of approx. 5 Md that directs
the synthesis of GDH and two smaller polypeptides.
Plasmid pRSP3 also directs the synthesis of GDH and
one of the two polypeptides (M, =40000) coded by
pRSP1, Finally, plasmid pSAE4 only directs the syn-
thesis of the GDH polypeptide. The fact that the two
smaller polypeptides coded by pRSP! are not present
in extracts from minicells carrying pSAE4 and that
these polypeptides are not immunoprecipitated by
antiserum against GDH, rules out the possibility-that
these polypeptides are degradation products of GDH.

On the basis of the results presented in Figs. 2, 3
and 4, we have been able to localize the GDH struc-
tural gene within the 2.3 Md Bgll11-Pstt DNA fragment
(coordinates 6.9-9.2) in pRSPI, that can be isolated
as an EcoR1-Pst1 DNA fragment from pSAE4,

‘The results shown in Fig. 4C lane d, demonstrated
that plasmid pSAE42, a Hpal deletion of approx.
1300bp derived from pSAEA4, did not synthesize a
GDH comigrating product. Instead, a new polypep-
tide of approx. M; 9000 appeared. Since no other
chromosomally coded polypeptides are present in
pSAE4 and pSAEA2, it scems rcasonably possible
that this new polypeptide is being coded by a trun-
cated gdh gene. In agreement with these results, the
promoter for the gdh gene should be Jocated about
250 bp from one of the two Hpal sites present in
PpSAE4 (Fig. 3). As shown in Fig. 4C, lane f, plasmid |
pSAE421, a deletion derivative of pSAE42 that lacks
the DNA region between the FHpal and the Pstl sites
from pSAE42 (Fig. 3), does not synthesize this M,
9000 polypeptide present in pSAE42, However, the .
polypeptide pattern of minicells carrying pSAE422,
a deletion derivative of pSAE42 that lacks the Hpal-
EcoRl region (Fig. 3), shows the presence of a poly-
peptide that roughly comigrates with the M, 9000

Fig.4. Autoradiopraphs of SDS-polyacrylamide gels from
minicells catrying various plasmids: (A) Lane b: Co1E1; lane
c: pRSPL; lanc d: pRSPT; lane e: pRSPS; lane f: pRR322,
The arrow in lane a shows the position of purified GDH
monomer. (B) Lane a: pSAEL; lane b: pBRI22; lane ¢:
PBRSPS; lane d: pSAE4. Lane e shows the position of mo-
lecular weight markers, (C) Lane a: pBR322; lane b: pSAE4);
lane ¢: pSAE4; lane d: pSAE42; hane e: pSAE422; lane {:
PSAE421, ’ ’
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polypeptide. We believe that these results indicate
that the promoter of the GDH structural gene might
be Jocated about 250 bp from the Hpal site close to
Pstl (coordinate 3, Fig.3) in the pSAE4 jestriction
map. This conclusion is supported by the fact that
RNA polymerase binds to the Haclli restriction frag-
.ment that carries the Pst] site of pSAE4 (unpublished
results), The -difference in the molecular weight
between the small (A, =9000) proteins coded by
PSAE42 and pSAE422 could be explained by the fact
that translation of the products might terminate in
different positions in these two plasmids.

Although the reluxed replicating plasmid pBR322
is normally present in 15-20 copies per cell (Covar-
rubias et al., 1981), strains carrying gdh® derivatives
of pBR322 have GDH levels only about 2.5-fold
higher than normal strains, which corresponds to the
increase in antigen concentration as determined by
quantitative immunoelectrophoresis (data not shown).
This disproportionate increase in enzyme activity and
antigen level with gene dosage could suggest that the
expression of gdh might be subjected to positive
regulation by a factor present in limiting amounts.
We plan to investigate this and other possibilities by
using a coupled in vitro transcription and transtation
system in hope of identifying this factor(s).

Finally, it is interesting to mention that detectable
levels of GDH antigen were synthesized by the E. coli
strain PA340 glrB31 gdh-1. The level of this antigen
was approximately the same as the wild type strain
used as control (data not shown). This result indicates
that the gdh-1 mutation in the E. coli strain PA340 is
a structural mutation.
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EVIDENCIAS BIOQUIMICAS DE LA PRESENCIA DEL GENE
ESTRUCTURAL DE LA DESHIDROGENASA GLUTAMICA DE E. COLI K-12
EN PLASMIDOS RECOMBINANTES.

Evvina Sanvicente, Ray SAxcuez Pescapor
. Ferxanpo VarLe, Francisco Botivar

&pmuullo de Genttica y Biologia Molecular, Centro de Investigacidn
sebre Ingenieria Gendlica y Biotecnologia, UNAM
04510 México, D. F.

INTRODUCCIO\'

En Escherichia coli y otras enterobactenas.
tres enzimas desempefian un papel crucial
en la asimilacién de amonio en glutamato y
glutamina (19); estas enzimas son:

1) Deshidrogenasa glutdmica (GDH), (L-
glutamato: NADP* oxidoreductasa, EC
.1.4.1.4.), que cataliza reversiblemente la
mccidn.

hlqlgumo +NHt 4 NaDP + Y 2 Lglutamato +
NADP™ + § 2()

2) Clunmlto sintasa (GOGAT), (L-
glutamato: NADP oxidoreductasa, EC
1.4.13.), que cataliza irreversiblemente
la reaccién:

+ 2t
2exoglutarsto + Lﬂunmlm + NADPH + " == 2L

glulomate + NADP + 4,0

3) Clutamino sintetasa, (GS), (L-
glutamato: amonio ligasa, EC 6.3.12.),
que cataliza la siguiente reaccion:

Letutamato + NIt ¥4 + aTP e L glutamina + ADP + Pi

Las bacterias entéricas que carccen de GDH

no necesitan dcido glutimico para crecer.

Tales mutantes crecen también, como la

cepa silvestre en concentraciones altas y ba-

jas, de amonio (5, 15). Mutantes que care-

Abreviaciones: Druh»dmgrnm glummu GDII Gluumlo lm-
tens: GOCAT; ¢ C§;
oes: Ald; pares de bases: pb; dodecil suifato de lndso ~DS

BOL. ESTUD, MED, BIOL., MEX,, 32: 225212, 1963,

- cende GOGAT sslo pueden crecer sin 4cido

glut4mico cuando el medio minimo estd su-
plementado con exceso de amonio. Las do-
bles mutantes que carecen de GDH y GO-
GAT no pueden utilizar nitrégeno inor-
génico y requicren glutamato para crecer
(1).

Covarrubias et al (8) aislaron de un
banco de genes de E. coli (6), un plésmido
hbrido, cl pRSPI, que mostré complemen.
tar la auxotroffa por glutamato de la cepa
pA340 de E. coli, Este pldsmido contiene un
fragmento de DNA cromosoinal de aproxi-
madamente 4.6 Md.

Se construyeron varios derivados de este
pldsmido (18), de los cuales pltSP3, pSAEL
y pSAE4 complementan dicha auxotroffa.
E pRSP5, se construyé subclonando en el
vehfeulo pBR322 (3, 4), el fragmento
comprendido entre los sitios de Eco Rl y
Pstl (coordenadas 5.1 y 9.2/0) del pRSP1
(Fig. 1). El plésmido pSAE]1 se obtuvo al in-
sertar un oligonuclestido sintético que con-
tiene el sitio para la enzima Eco Rl en el si-
tio reconocido por la endonucleasa fg! 11
presente en el plismido pRSPS.

A su vez, el plismido pSAE} se obtuvo
recircularizando el fragmento mayor obte-

nido de la digestién con Eco R del DNA del

pSAEL El plismido pSAE4 conticne un
fragmento de DNA cromosomal de aproxi-
madamente 2.3 Md (18) (Fig. 2).

Utilizando diferentes téenicas bioqufmi:
cas demiostramos, en este trahajo, la presen-
cia del gene estructural parala GDH cn di-
chos plismidos recombinantes.
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- MATERIAL Y METODOS

8. Cepas bacterianas

Los genotipos de las cepas bacterinas utili-
" zadas se enlistan en el cuadro 1.

b. Medios y condiciones de crecimiento

. El medio Luria (13), modificado por la omi-
sién de glucosa, se usé como medio liquido
rico. En los experimentos de complementa.
cién, se usé medio minimo NN (8). Para
medios sdlidos, se aiindi6 agar a una con-
centracidn final de 1.5%%. Los antibidticos
se adicionaron a una concentracién {inal de

30 ug/ ml en el caso de tetraciclina y de 200
48/ ml en el de estreptomicina. Para purifi.
car el plismido y para crecer la cepa produc.
tora de minicélulas se utilizd el medio

CUADRO1

u .

CEPA GENOTIPO

CS520 leCtr)pA SBmctBlglyVSO
upFo8 rel,

PA340 l"’lllr | lm86 #dh.1 hisG1
&leB3\ argli\ thi-l ara-14lacY)
ga .6 malAl xyl.7 mil-2ton A2

- WOWpsl9supEHA

P678-5¢  F thrleu thi-l sup ElacY 1ond

‘ g0l mal xylara mil min

Fig. 2. Consiruceidn de

mfnimo M9 (13).
Hevaron a cabo 4
pm).

c. Procedimientos

La transformacié:
el método descrit

d. Purificacidn de

La purificacidn d
efectud por el mét

¢. Ensuyos de acti

' La sctividad de ¢
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Fig. 2. Comstruccion de los derivados del pRSPS.

mfnimo M9 (13). Todas las incubaciones se
llevaron a cabo a 37°C con ngnaclén (200

pm).
¢. Procedimicntos de transformacidn

La transformacion sc llevé a cabo utilizando
el método descrito por Cohen et al. (7).

d. Purificacién del DNA del pldsmido

La purificacién del DNA del plismido se
efectud por el método de Betlach et al. (2).

e. Ensayds de actividad de Gl

. La actividad de deshidrogenasa glutdmica

amonio-dependiente (medida como mM de
NADPH oxidado/minuto/miligramo  de
protefna), se determind como lo describen
Covarrubias et al. (8).

{- Preparacicn de anticuerpos anti-GDII ¢ in-
munoprecipitacidn espectfica

La preparacién de anticuerpos anti.

deshidrogenasa  glutdmica se * logré sic
guiendo ¢l método de Lozoya et al. (11) (la

GDH utilizada para ello se purificé por el

método que reportan Sakamoto et al. (17).

_Los experimentos de inmunoprecipitacién

especifica se efectuaron de acuerdo cou Pa.

lacios ¢t al. {16).

. e e iy,
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'3 Staiesis de proteinas en minicélulas

Las minicélulas se aislaron por centrifuga-
cién en tres subsecucnies gradientes de sa-
carosa (12). Dos ml de la suspensién de mi-
nicélulas (D.0. = 0.2 2620 nm), se incuba.
ron a 37°C durante 30 min. en presencia de
L-metionina *$ (50-200 mCi/ml) y los 19
aminodcidos restantes. La suspension de
minicélulas se centrifugd y el sedimiento se

guardé a -20°C.
h. Electroforesis

La electroforesis en geles de poliacrilamida

_ en presencia de dodecil sulfato de sodio se
efectus por el método reportado por
Laemmli (10). Los experitnentos de electro.
foresis en dos dimensiones se llevaron a
cabo segiin O'Farrel (14).

i. Inmunoelectroforesis cuantitativa

Las inmunoprecipitaciones cuantitativas se
realizaron como lo describen Weeke et al
(20) y Lozoya et al. (11).

RESULTADOS

A. Complementacicn de la actividad de GDH

por los pldsmidos recombinantes en la cepa
PA340

Los plismidos pRSP1, pRSP3, pSAEL y
pSAE4 complementan la auxotrofia por
glutdmico de la cepa PA340 de E. coli. Se
determiné la actividad especifica de GDH

en extractos celulares de la cepa PA340 con.’

teniendo los diversos plismidos y mostré
ser aproximadamente 2.5 veces mis alta

~ que la observada en la cepa silvestre CS520

(cuadro 2).
B. Sintesis de proteinas en minicélulas

Para saber si la complementacién de la cepa
PA340 por los pldsmidos recombinantes se
debe a la presencia del gene estructural para
la deshidrogenasa glutimica, se estudié la
sfritesis de protefnas codificadas por el
pRSPS, pSAEL y pSAE4 en un sistema de
minicélulas. La cepa productora de mini.
células, P678-34, se transformé indepen.
dientemente con cada uno de estos plésmi-
dos y con ColEl y pBR322, que sirviercn
como vehfculos moleculares, A las mini.
células’ purificadas de los cultivos en fase

estacionaria de cada transformante y de la

cepa P678-54 sin plismido se les permitié

mM de NHLCl como fuente de nitrégeno.

CUADRO2

Acrwipapes espectricas oF GDH DETERMINADAS EN L4S CEPAS PORTADOR A5 DEL pRSP1 ¥ DERIV ADOS.

CEPA GENOTIPO RELEVANTE GDH
CS520 et 1841
PAMO edh= 2 -
PA30/pRSP1 . gdh=/gdh* 486
PAMO/pRSPS gdh—/gdh* 450

PAMO/pSAE] gdh—/gdh* " 460

PAMO/pSAES gih—/gdh* 4555

Se crecieron en 100 ml de cultivo hasta una densidad de 6 x 10° células/ml en medio minime NN con 15
la mumlaul especifica de GDII esté dada en nanomoles de NADPH ‘oxidado/ min/ mg de proteina,

v .t —
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sintetizar protefnas en presencia de 35 me-
tionina. Las minicélulas se lisaron con SDS
y las proteinas se separaron electoforética.
mente en un gel de poliacrilamida .SDS. Las
protefnas marcas con S se localizaron por
autorradiograffa.

Los resultados muestran (Fig. 3A) que
1ss minicélulas que Hevan el pRSP] (linea
c) y el pRSP5 (lfnea d) sintetizan dos poli-
péptidos, uno de los cuales (50000d) comi.
gra con ¢! monémero purificado de GDH
(Ifnes a); el otro polipéptido posee un peso
molecular mds pequeiio (aproximadamente

40000d). El plismido pRSP1 tainbién codi. :

fica para un polipéptido de 15000d gue no
se encuentra en el pRSPS.
El plésmido pSAE] codifica para dos poli-

péptidos, uno de los cuales es el producto de

a b e¢ d

50000d que comigra con el mondmero de
GDH y el otro es un peso molecular aproxi-
mado de 27000d que probablemente pro-
venga del gene truncado que codifica para la
proteina de 40000d. El plésmido pSAEA4,
producto de la recirculacién del fragmento
mayor de Eco Rl del pldsmido pSAEL, codi-
fica solamente para un polipéptido que tam.
bién comigra con ¢l monémero purificado

de GDH (Fig. 3B, lineas a y d). _
a b ¢ d e

- Para demostrar conclusivamente que el
polipéptido de 50000d codificado por los

. plésmidos pRSP1, pRSP5, pSAE) y pSAE4

o
— { b e I
t ;o "‘-
i " Sis
-t . dm

)
'ﬁ umtu-mamummsoc«em
o mini

M que Hevan ‘l(cm\m plésmidos, 4. Colkl (fnes b),
PRSP) (lines c), pRSES (lnea d), pHRIZZ (ltnes ¢}, La linea s
mweeirs la poricion del mondmero punificado de GNH. B. pSAEN
(Kaesa), 'DRSJ (lirvea &), pll‘l’& Wneac), pSAN(lfnn dla
linea o mrl ] P prroe lares en dalte.
s, .

es realmente el monémero de GDH, se rea.
Tisaron dos experimentos difercntes.

. C. Electroforesis en dos dimensiones de las .

proteinas codificadas por los pldsmidos

Extractos radioactivos de minicélulas que
Hovan el pRSP5 o el pSAE4 se sometierona
una clectroforesis en dos dimensiones. En
este experimento (Fig. 4), se muestraqueel
polipéptico marcado con 5, sintetizado por
cualquiera de los dos plésmidos comigra
con el mondmero purificado de GDH.

D. Inmunoprecipitacidr especifica de la GDI
codificada por el pRSPS

Extractos radiactivos de minicélul;s que

Nevan los plismidos pRSPS y pBR322, se
trataron independientemente con gamma

LA
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Fig. 4. Electrolereiis en gel en dos dimensiones de: o) Extracts
de minicélules que levan et pHSP3 tefiido con azul coomassie. )
lo misme que en ¢) pero sdicionado 2ma del mondmaro pure de
GDM, indicado por La flecha y teiiido con azul de coomassia. ¢)
Autorradiogralia de b). La Mlecha indica la pusiciin del mondmere
purificede de GOH.

globulina de conejo anti-GDH. Estos anti.
cuerpos especificos sélo precipitaron el po.
lipéptido de 500004 marcado con ¥S de los
" extractos, el cual comigté nuevamente con
el monémero purificado de GDH (Fig. 5).
Los anticuerpos anti-GDH también precipi-

_ taron el polipéptido inarcado de 500004 pro. -

veniente de los extractos de minicélulas que

llevaban ¢l pSAE4,
E. Inmunoelectroforesis cuantitativa
Con el fin de investigar si la cepa PA340 de

- E. coli es capaz de sintetizar algin antfgeno
que cruce con los-anticuerpos especificos

a b ¢

€t it

Fig'S. Inmuseprecipitacion espectfica de la COH sintetiseds
de nove.

,\'.‘\ '_,'A\ o ,A\
. ' . J
Y ¢ \._ -
ot - - bl
[ . » . - d
Fig. 6 Iamunarieciroforesis cuaniiiativa. . '
Lai lectroloresi itstiva de GDI se llevé a cabo en

extractos (Img de protefua total) de las cepas PAJI0, €S520,
PA310/pRSPS y PA340. pSAEL El antigeno GDH se cuantificé
usando una curva estindar de iinde proteina

dres do inmunoprecipitacion. Ei poro a muestra el extracio de la
CS520; ol pozo b muestra el extracto de la PA3I0. Los extractos
de las copas PAMO/pRSPS y PAMO pSAES se muesiran en s
poose ¢ y d respectivamente.

anti-GDH, y si las cepas’ PA340/pliSP5 y
PA340/pSAE4 sintetizan mds antigeno
GDH que la cepa silvestre (CS520), hicimos
experimentos ‘de inmunoelectroforesis

cuantitativa u:
ferentes cepas
en lafigura 6, |
CS520 (linea .
GDH aproxim |
presentado

i
|
H
i
i
|
1

. PA340/pRSP:

respectivamen
las células de
(linea b) sint:
antfgeno GDH

DIsCUSION

La evidencia
gene estructu:
deshidrogenas:
presente en |
pRSP1, pRSP:
Como se m
plasmido pRSE
DNA cromosc.
Md. dirige la <.

polipéptidos r.
pRSP5 tambié:
de uno de los ¢
cados porcl pR
pSAE4 sélo dir-

de GDH., El he: .

dos pequefios ¢
estin presente:
células que llev
lipéptidos no s

anticuerpos cor. -

lidad de que e:
ducto de la deg
De acuerdo a
en la figura 3,
en dicha figura.
gene estructura.
CDH en el feagr:
entre los sitios -
madamente 2.3 :
das 6.9.9.2).
" El gene que «
de 40000d en el 1



.

et

- e ‘i- GDH sintetiosds

- J

L B -4
-l
sde LU wlevbacabo on

 fos copar PAND, CS520,

-lb o CDIl se cuamificd

\!"‘“ de proteina contes ol

e n_snddestrciodels

pde e PASD. Los entractos

FISAFS 0 muesiran s fov
|

|
L PA310/pRSPS y
ul “iés " antigeno
'(CJ"O) hicimos
unoelecuoforem
)

i
I
i

;

DESHIDRUGENASA GLUTASICA DEE, COLI K-12 a2

cuantitativa utilizando extractos de estas di-
ferentes cepas de £. coli. Como puede verse
en la figura 6, el extracto de la cepa silvestre
CS520 (lfnea 1) tiene un nivel de antigeno
GDIl aproximadamente del 30% del nivel
presentado en los extractos de la
PA340/pRSP5 y PA340/pSAE4 (ltnea c, d,
respectivamente). Es interesante notar que
las células de la PA340 (gdh -1 ghB3])
(Ifnea b) sintetizan niveles detectables de
antigeno GDH comparable al de ja CS520.

DIscuSION

Ls evidencis presentada muestra que el
gene estructural para el monémero de la
deshidrogenasa glutdmica de E. coli estd
presente en los plismidos recombinantes
pRSP1, pRSPS, pSAE] y pSAEA.

Como - se muestra en la figura 3A,. el
plismido pRSP1, que lleva un fragmento de
DNA cromosomal de aproximadamente 4.6
Md, dirige la sintesis de GDH y de otros dos
polipéptidos mds pequefios. EI plismido
pRSPS también dirige la siutesis de GDH y

“de uno de los otros dos polipéptidos codifi.

cados por el pRSPL. Finalmente el plismido
pSAE4 s6lo dirige la sintesis del polipéptido
de GDIL. El hecho de que los dos polipépti-
dos pequeiios codificados por el pRSP1 no
estén presentes en Jos extractos de mini-
células que llevan e} pSAE4 y que estos po-

~ lipéptidos no son inmunoprecipitables por

anticuerpos contra GDH, elimina a posibi.
lidad de que estos polipéptidos sean pro-
ducto de la’ degradacion de GDH.

De acuerdo a los resultados presentados
en la figura 3, y otros datos no mostrados
en dicha figura, hemos podido lucalizar el
gene estructural que codifica para la enzima
GDIl en el fragmento de DNA comprcndido
entre los sitios de Bgf 11 y Pst 1 de aproxi-
madamente 2.3 Md en el pRSl’l {coordena.
das 6.9.9.2).

El geuc que codifica para el polipéptido
de 400004 en e pRSP'1 esté localizado entre

los sitios de Eco RI y Bgl 1l {coordenadas
5.1y 69); yel gene, o parte de él, que codi-
fica para el polipéptido mis pequerio en el
pRSP1, esté localizado entre fa unién del
vehiculo molecular y el DNA cromosomal
(coordenada 4.2} y el sitio de Eco R locali-
zado en la posicién de 5.1 Md. Ademds, fa
direccién de transcripcién del gene que co-
difica para la protefna de 40000d en el
pRSP1 debers proceder desdc el sitio de Eco
RI (coordenada 5.1) hacia el sitio de Bg/ Il
(coordenada 6.9) en el pRSPL.

Al igual que los plésmidos de replicacién
relajada, el pBR322 esid presente en 15.20
copias por célula (9). Sin embargo, las célu.
las que llevan plismidos gdh+ derivados
del pBR322 poseen un menor nimero de
copias par célula (R. L. Rodrfguez, comuni.
cacién personal) y presentan niveles de
GDII (cantidad de untigeno y actividad es.
pecifica), alrededor de 2.5 veces mds altos
que la cepa silvestre, Un aspecto intere-
santc es investigar si el nivel de GDH co-
rresponde o no a la dosis génica.

* El hecho de que la cepa PA310 de E. coli
también sintetice un antigeno capaz decru.
zar con los anticuerpos especfficos unti-
GDH, sugiere qué la mutacién gdh-1, pre-
sente en esta cepa, sea una mutacién en el
gene estructural de GDH, de tal manera que
fa proteina sintetizada esté modificada pro-
bablemente en un sélo aminodcido que nuli-
fique su actividad como enziina pero que
conserve sus propiedades antigénicas.

RESUMEN

Utilizando pruchas de complementacién,
electroforesis en una y dos dimensiones ¢
inmunoprecipitacion especifica, fue posible
demostrar la presencia del gene estructural
que codifica para la enzitna deshidrogenasa -
glutdmica de E. coli en ciertos fragmentos
de DNA del pldsmido pi{SP1 y en algunos
de sus derivados.



e i o anh e 2 it e

a2 . E. SANVILENTE, R, SANCHEZPESCADOR, F. VALLE, F. BOLIVAR

SUMMARY

Plasmid pRSP], isolated from the Clarke
and Carbon E. coli gene bank, has been
shown to complement the gdh-1 mutation
that affects the synthesis of glutamate
dehydrogenase in the E. colt strain PA340.

-

Evidence is presented (slab gel
electrophoresis in the presence of SDS, two
dimension electrophoresis and specific ime
munoprecipitation) which demostrates the
presence of the GDH structural gene from
E. coli in certain DNA fragments of the

hybrid plasmid pRSPl and some of its -

derivatives.
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SUMMARY

A 610-bp DNA fragment carrying the promoter and amino-terminal coding regions of the glutamate

dehydrogenase (GDH) structural gene from Escherichia coli has been sequenced. The amino-terminal

sequence of the enzyme was also determined to help localize the transcriptional and translational signals
for this gene. Three possible promoters and a CRP binding site were identified by concensus criteria. The

-sequence of 102 amino acids at the amino terminus of the enzyme is compared with the amino acid

sequence from other GDH enzymes,

This enzyme is important because of the central
potition in metabolism occupied by glutamate and
a-ketoglutarate and their ability to enter into many

. types of metabolic pathways. GDH and glutamine
synthetase provide a unique route for the incorpo-

INTRODUCTION

GDH (EC 1.4.1.2-4) catalyses the interconver-
sion of a-ketoglutarate and L-glutamic acid:

a-ketoghuarate + N"’:' H*+NADPH o ration of ammonia into organic compounds, thus

ghstomate + NADP* + H.0. linking carbohydrate and amino acid metabolism,
rem o ) - We have recently reported the construction of
A vesvatons: NTZ, i thinsclinone; b9 bus pins: CRF,  recombinant plasmids carrying the GDH struct-
ohydeogeasie; kb, Kilobuse pairs; P, p PTH, phenyt.  Ural gene (gdh) from E. coli K-12. The use of

thichydaatoin; RBS, ribosome-binding site; SDS, sodium
dodecyl sulfste.

0378-1119/83/303.00 © 1983 Elsevier Science Publishers B.V.

minicells carrying these plasmids enabled us to

make the preliminary determination of the direc- '
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tion of transcription of the gdh gene on the cloned
fragment (Sknchez-Pescador et al,, 1982). We now
describe the detailed mapping of the gdh gene and
the pucleotide sequence of its promoter and
amino-terminal coding regions.

MATERIAL AND METHODS
() Bacterial strains and plasmide

All bacterial strains were derivatives of E. coli
K12, A recA~ derivative of RRI (F~ pro, lew, thi,
lacY, ora-14, galK2, xyl-5, mtl, supE44, endA~,
paL20, hsdR, hsdM) and P678-54 (F~, thr, lew,
thi-\ supE, lacY, tonA, min, mil, xyl, ara) have
been previously described (Rodriguez et al., 1976).
Bacteriophage M13mp8 and the permissive host
JMI01 [ehi, supE, A(proA/B-lac) F* (1raD36,
prod /B lacZMIS, lacl%) were obtained from J.

- Msssing. Plasmids pBR322, pBR327, pSAE4 and

PSAEA22 have been described (Bolivar et al., 1977;
1980; Sinchez-Pescador et al.,

() Eatymes and radlochemicals
Pul endonuclease and T4 DNA ligase were

purified as described by Greene et al. (1978) and
Tait et al. (1980). Other restriction enzymes (Smal,

. Hpell, Hpal, Clal, Tagl) were obtined from

Bethesda Research Laboratories, Inc. S1 nuclease
and E. coli RNA polymerase were obtained from
Boshringer/Mannheim, [a->2PJCTP and [*Sjme-
thionine were obtained from the Radiochemical
Centre (Amersham). Enzymes and radiochemicals
employed for DNA sequencing have been de-
scribed (Messing et al,, 1981). '

_ (€) Melocular cloaiag procedures

Digestion of plasmids and phage DNA with
restriction endonucleases was carried out as de-
scribed by Bolivar et al. (1977). Ligation of DNA
fragments containing cohesive ends, transforma-
tion and transfection of competent cells were car-
ried out as described by Davis et al. (1980) and
Messing et al. (1981). .

(@) Plaamid encoded proteins: synthesis in minicells

Minicells were isolated by three subsequent
sucrose gradient ceatrifugations (Meagher et al.,
1977). 2 ml of the minicell suspension (0.2 A¢ 20 nem)
were incubated at 37°C in the presence of a mix.
ture of 19 amino acids (no methionine) and 2 ul of .
[**S)methionine (927 (Ci/mmol), for. 30 min with
shaking. Minicells were harvested by centrifuga-
tion, and frozen at —~20°C.

Minicells were resmspended in 50 ul of sample
buffer (10% glycerol, 2.3% SDS, 0.0625 M Tris-
HCI(pH 6.8), 5% f-mercaptoethancl) and boiled 2
min before subjecting 15 ul aliquois to 10%, SDS
polyacrylamide gel clectrophoresis. 3S-labeled
plasmid-coded proteins were identified by autora-
diography. '

(o)lnvltvom-uiﬂi--luumtw .
‘m IR B

Plasmid pSAEA' DNA wps 'd_ig'ened to' oéliiple'-. N
tion with Hpall and subjected to electrophoresis

_on a 1.5% polyacrylamide slab gel. The 361-bp -

Hpall fragment containing the gdh promoter re-

gion was electroeluted from gel slices.
The tnnlcripuon mixture (25 ui) contained 20

mM Tris pH 8.0, 10 mM M3Cl,, 0.1 mM EDTA,

0.1 mM DTT, 5% giycerol, 0.6 yg RNA poly-

merase and 0.23 pmol of DNA fragment. Incuba-

. tions were carried out for .10 min at 37°C. Reac-

tions were arrested by adding 5 k! of formamide
dye mix: 10 mM Na, EDTA, 0.1% xylene cyanole,
0.1% bromophenol blue and 95% deionized for-
mamide. Samples were immediately loaded on a
polyacrylamide 7 M urea slab gel and subjected to
clectrophoresis, followed by autotadiography.

(f) DNA sequencing
The procedure described by Heidecker et al.

- (1980) was used to determine the nucleotide se-

quence of the 610-bp Pstl-Hpal fragment ob-
tained from plasmid pSAE4. This fragment was
cloned. into the Smal site of the bnctenophue
M13mp8,

. (@) Protein sequence

" The first seven nml»lcmuml amino acids of
the GDH previously purified as described by




'Sakamoto et al. (1978), were determined by means -+ following sequence was obtained: Met-Asp-Gln-
of an automated sequence analyzer Beckman Thr-Tyr-Ser-Leu. By converting this amino acid
-Model 890c, using the program 122974, with | M sequence into a cormpondm; nucleotide se-

Quadrol. The ATZ derivatives were converted to - quence, we were able 10 identify the amino-termi-- .~

PTH and identified in a Hewlett Packard 1084A nal coding region of gdk and establish its reading

. using & RP-18 column developed with 0.01 M frame (see below).

sodium acetate pH 4.03 and a 90% methanol

.ndum. } (b) Nucleotide sequence analysis of the pdb promo-
tor and amino terminal coding regions

. Previous studies have shown that the 3.5-kb

RESULTS ] Pstl-EcoR1 fragment present in plasmid pSAEA,
) contains the GDH structural gene. We have also .

(8) Amine acid sequence determinstion of the smino - demonstrated that the gene is transcribed {rom

Sorminns of GDH Pstl to EcoRl, as shown in Fig. 1 (Sinchez-
Pescador et al,, 1982). This 3.5:kb DNA fragment

The GDH was purified to homogeneity accord- was mapped more extensively to facilitate nucleo-
ing to the procedure of Sakarnoto et al. (1978). - - tide sequencing studies, .
“The protein was subjected to automatic Edman We have also previously demonstrated that the
degradation from the amino terminus, and the promoter of the GDH structural gene is located
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WG‘I‘GGCMMC'I‘TTAGCGTC‘IGAGGTTATCGCA‘I‘T‘I'GG‘I’TATGAGATTACI‘CNGT‘I‘A‘I‘TMT‘I‘TGCTT'I"CC
[ 2 B
TGGGNAN’I’YTYTCTTGCTTACCGTCACATTCTTGATGGTA‘I‘AGTEGMMCTGCAMAGCACATGACM‘AMC
t Asp Gln Thr Tyr Ser Leu Glu
AACATAAGCACAATCGTATTAATATATAAGGCTTTTATATCT A'I'G GAT CAC ACA TAT 1CT CTC GAC
-
Ser Phe Leu Asn His Val GIn Lys Arg Asp Pro Asn Gln Thr Glu Phe Als Glna Ala
TCA TIC CTC AAC CAT GTC CAA AAG CGC GAC CCG AAT CAA ACC GAG TTC GCG CAA GCC
Val Az’ Glu Val Met Thr Thr Leu Trp Pro Phe Leu Glu Gin Asn Pro Lys Tyr Arg
GTT CGY GAA GTA ATG ACC ACA CTC TGG CCT TTT CTT GAA CAA AAT CCA AAA TAT CGC
+169
Gla Mot Ser Leu Leu Glu Arg Leu Val Glu Pyo Glu Arg Val Ile Gin Phe Arg Vsl
CAG ATG TCA TTA CTG GAG CGT CTG GTT GAA CCG GAG CGC GTG ATC CAG TTT CGC GTG
Val Trp Val Asp Asp Arg Asn Gln I1le Gln Vsl Asn Arg Als Trp Arg Val Gln Phe
GTA TG GIT GA‘I‘ GA‘[ CGC AAC CAG ATA CAG GTC AAC CGT GCA TGG CGT GTG CAG TTC
; -
Ser Sev Als 1le Gly Pro Tyr Lys Gly Gly Net Arg Phe His Pro Ser Val'Asn
AGC TCT GCC ATC GGC CCG TAC AAA GGC GGT ATG CGC TTC CAT CCG TCA GTT AAC
100 ’
CCGGGIGGCAAAAC‘I“I“I'AGCGTC‘I‘GAGG'I"I‘AT‘?GCAT'I‘TGG'I"I‘A'I‘
’ m—— m—
. rm—
GACAT'I‘AC‘I‘CTCG‘I‘T IAATTTCCT‘I‘?CCTGGCTCATT‘I“I‘TT‘I‘C
oo
Ps
IS
TTTCT!ACCGTCACATTCTTGATGGTATAG'I‘CGAAAACTGCAA'A"A
ecoovacene
[ se0c0ne
+ -~ ﬁ 49
GCACA GACATAAACAAMCATAAGCACAATC A AATATATAAG
secsaee . . .
[\
Mot Asp Gin
GGTTTTATATCT ATG GAT CAG
Fig 1 Nucleotid olthupon P wmrmloimmulumudmdmwm The first
ouding mucieotide is dasignated + I. The location of soms of the restriction cleavaps sites is also indicated. The nuc) .
from position +9 0 — 192 is expanded below. MDmImulormowuwmmﬂ nmdnmmdmtdbylmvyllm~
above the sequence. Different direct repeat seq are indicated beneath the as: double lines, dashed lines, lines of open
clrcles and of filled circles, and lines composed of atternated filled circles and dashes. The double-beaded arrow (- 97 (o ~ 76) above

the sequence, & an imperfoct dyad Y, o the single-headed convergent acrows denote a shorier sequence of perfect
dysd symmatry (palindromes). . . :



about 250-300 bp from the Hpal site proximal to

“‘the Pstl site (coordinate 3.2, Fig. 1), in the pSAE4

restriction map (Sanchez-Pescador et al,, 1982).

* Therefore, to obtain the nucleotide sequence of the

regulatory elements and the amino acid terminal
coding region of the gdh gene, we determined the
nucleotide sequence of the Pstl-Hpal fragment
(coordinates 3.5 and 2.9y from pSAEA. For this
purpose, the Pstl cohesive ends were removed with
S1 nuclease and the fragment was cloned by blunt-
end ligation into the Smal site of the M13mp8, in
the two possible orientations. .

The nucleotide sequence of the m;mem was
determined, by sequencing the two complementary
strands; the resulting sequence is shown in Fig. 2.
Sequencing from the Hpal end of the restriction
fragment revealed the beginning of the coding
region of the gdh gene, approx. 300 bp from this
ond of the fragment. On the basis of the known M,
of GDH (Sakamoto et al., 1975), this places the
Hpal site in the first third of the gene. As expected,
the segment carries the original poly(A) region
near the Pl site that was created during con-
struction of plasmid pRSPS, from which the gdh
pene was obtained (data not shown) (Clarke and
Carbon, 1976; Covarrubias et al, 1980; and
Sinchez:Pescador et al., 1982).

As indicated in Fig. 2, the amino acid sequence,

previously determined, agrees with the deduced
amino acid sequence for the amino terminal cod-
ing region. Preceding the translational initiation

TABLE!

Consensus sequence comparison for three p

203

codon (ATG, position +1) is the sequence
TAAGG centered at position ~— 13, This site shows
similarities to a consensus RBS sequence (Stormo
et al,, 1982) that is complementary to the 3’ end of
the 16S ribosomal RNA (Shine and Dalgnmo.
1974). )
Upstream from the RBS there are scveral areas
of interest that contain many direct repeat se-
quences (Fig. 2), and a palindromic sequence
(5’ATTAAT) located at positions —21 and - 128,
Other regions of interest are three possible promo-

_ters, Pl, P2 and P3, and their associated —35

binding regions. Table I shows the sequence of
these regions and the consensus nucleotide se-

quence for the bacteml promoters. The consensus

nucleotide sequence for the CRP binding site (Ad-
hya et al., 1982) and a possible CRP sequence for

gdh located between positions — 76 and - 90, are‘ o

also shown in Table L.

(c)A-hondlm‘vlﬂmmu

‘ohym

GDH is one ‘of the most evolutionarily con-; o

served enzymes in nature (Smith et al, 1975).
Therefore, we compared the sequence of the first
102 amino acids of the E. coli enzyme, determined
by nucleotide sequence, with the sequence of other
GDH e¢nzymes. The comparison is presented in
Fig. 3. .

P, P2 and P) are promoter-like ssquences located at the S’ end of the gt gene (Fig. 2). A+ T percentages were calculated between
bases ~40 to +$ for each promoter, with position +1 being the putative start point for gdh mRNA (see Vollenweider ot al., 1979).
The consensus CRP binding region (Adhya et al., 1982) and s similar region in the gdh regulatory sequencs are shown at the botiom

of the Table.
Promoter -8 biading Pribaow’s RA+T)
region bon
[ ATGACA - 19bp - CGTATT 73
n TAGTCG - 17w - TGACAT [ 1)
4] TIGCIT - 19bp - TATAGT - 632
Conssnsve TTOACA - 14-17p - TATAAT )
) Mﬂrﬂﬂum ) TG e A - ACALTGT - -8
[ ] 16 L .- - AC - ACATICT - AG
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s Als Asp Arg Glu Asp Asp Pro Asp Phe Phe Lys Met Val
: _l!ot. Asp Gln Thr Tyr Ser Leu Glu Ser Phe Leu Asn His Val Gln

Glu Gly Phe Phe Asp Arg Gly Ala Ser Ile Val Glu Asp Lys Leu

Lys Arg Asp [Pro] Asn Gln Thr Phe] Ala [Gln Alaj Val Arg
Ser Asn Leu ﬁ Ser Glu PheGlu Gln Alaj Tyr Lys

mmu Asp Leu Thr Arg Gln Thr Gln Glu Gln Arg Asn |
Met Thr m Trp Pro Phe Glu Gln Asn ;
Leu Ala Tyr (I} gy Glu Asn Ser Ser Phe Gln Lys His *

Arg Val JArg| Gly 1le eu] Arg Ile Ile Lys Pro Cys Asn C
Lys [Tyr Arg|Gin Met Ser Leu {Leu] Glu Arg Leu Val Glu m ;
Glu S— Thr Als Thr Val Ala Ser Ile |Pxo ] ;

() Ser Phe Pro lle Arg ArgjAsp _Asp]Gly S
rg Val Ile GIn Phe Arg Val Val Trp]Val [Asp Asp Arg E
Val Ile Gln Phe Arg Val Val TrpjGlujAsp Asp Asp] Gly jAsn
Trp 0Tu Valllle clug
‘Gln Ile [G1n Val Asn Arg
Val [GIn _Val Asn Argl[C]

Arg ro]Cys {Lys Gly Ile [Arg Txr Aspfvall Ser
Ile fGly Pro Tyr Lys Gly Gly]Met |Arg{ Phe [His Pro Ser Val As
Leu o Tyr Lys Gly Gly] Leu jArg|Leu [Hj ro Ser Val As

u:.mwmmso«m'mmwmam(n; coli (E) and N. crasss (N) GDH enzymes.
Bdeniical residues are enclosed in boxes. Aligntnent of bovine and N. crasse amino acid residues are those reporied by Blumenthal et
ol (1979). . ,

() In vitre tramscription of restriction {ragments in vitro transcription experiments were performed .
cnvylng the 5’ non-ceding region of the gt operon using different restriction fragments. Fig. 4, lane b
shows the in vitro transcription patiern of the

To determine if transcription was originating Hpall-Hpall (- 192 to + 169, Fig. 2) fragment,
from the 5’ non-coding region of the gdh operon, - Lane ¢ shows the iranscription of the same frag.
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Fig. 4. Ia vitro 3 iction frags derived

from pSAE4. Lane s: szp, hbchd Hinfl fragments of pBR322
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* (o) Synthesis of truncated GDH polypeptides in

wminicells

To determine if restriction fragments such as
those examined above could direct the synthesis of
truncated gdh polypeptides in miniceils, the
Hpall-Hpall (-192 to +169, Fig. 2) and the
Tagl-Clal fragments (=71, Fig. 2 to +330 of
pSAE422 (not shown)), were cloned in both orien-
tations in the Clal site of pBR327 using the ad-
vantage that the three enzymes leave the same
ends. The resulting plasmids, pH1, pH2, pT10 and '
pT20 (Fig. SA), were then used to transform the
minicell-producing strain P678-54. Plasmids
pBR327 and pSAEA422, a derivative of pSAE4 that
codes for a truncated GDH product of approx. M,
13000 (Sknchez-Pescador et al., 1982) were also
used to transform P678-54.

Fig. B shows that minicells carrying pH1 and
pH1 (lanes ¢ and 1, respectively) synthesized a”
polypeptide of approx. M, 7000, not present in
cells carrying pBR327 (lane a). It is important to
emphasize that the Hpall-Hpall fragment is capa-
ble of directing the synthesis of a truncated GDH

used s M, markers (sizes in bp). Lane b: RNA prod
obtained from trsnscribing a 361-bp Hpall !u.mcm denved
from pSAEA, Lase c: RNA d brained by i
the same frag but p ly digested with Tagl. lcn.lh

of transcripts (106 and 2‘2) is specified in nucleotides,

ment previously digested with the endonuclease
Taql (position ~71, Fig. 2). In both lanes, a
prominent transcript corresponding to an RNA
molecule of approx. 186 bases was observed. This
molecule has the expected size for an RNA tran-
ascript originating from the P} promoter (Fig. 2).
In the case of lane c, a transcript of about 242
bases is missing. This suggests that this RNA is
being initiated at or near the Taql cleavage site.
Fig. 4 also reveals two other minor transcripts

corresponding to RNA molecules of 206 bases and. .

228 bases in length. Neither of these transcripts is
aftected by Tagl digestion of the Hpall restriction
) fragment.

polypep of the expected molecular mass (M,
7000) in both orientations. Also important is the
fact that cells carrying pH2 synthesize a more
heavily labeled polypeptide than cells carrying
pHI; we believe that this difference is due to the
presence of the strong “anti-tet” promoter (Stiiber
and Bujard, 1981; West et al,, 1982) that should
increase transcription in pH 2 (Fig. 5A).

The results of pT10 and pT20 are shown in
lanes c and d, respectively. It can be seen that,
while pT20 directs the synthesis of a polypeptide
of the expected molecular mass (M, 13000), pT10
does not direct the synthesis of a similar poly-
peptide. These results indicate that the informa-
tion located between positions +1 and —-71 (the
Tagql site) is not sulficient to promote GDH
synthesis. The polypeptide seen in lane d (pT20) is
possibly the result of transcription initiating from
the anti-tet promoter. There is, however, a signifi-
cant difference between the very strong band seen
in Fig. 5B, lane d and the much weaker onc seen
in Fig. 5B, lane (. I both bands are the result of
transcription initiating from the anti-tet promoter,
the difference in intensity could be explained by
the possibility that some of these truncated poly-
peptides are unstable.
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DISCUSSION

We have previously reported the construction
of several recombinant plasmids that carry the
complete or different sections of the gdh gene.
These plasmids allowed us to determine the direc-
tion of transcription and the general location of
the promoter region of this gene. In this report, we
describe the cloning and sequencing of a DNA
fragment that contains the promoter(s) as well as
the amino-terminal region of the gdh gene.

The initiation codon for gdh is located approx.

. 300 bp from the poly(A) region that was generated

during the construction of the E. coli gene bank by
Clarke and Carbon (1975) (Covarrubias et al.,
1980; Sinchez-Pescador et al.,, 1982). A DNA se-
quence resembling the consensus RBS can be found
13 bp from the initial ATG (position — 13, Fig. 2;
Shine and Dalgarno, 1981; Stormo et al., 1982). At
positions -28, —52 and -77, we were able to
identify three sites that meet the minimum criteria
for prokaryotic promoters. These criteria are the
Pribnow box, the —35 region and the purine
nucleotide at the point of transcriptional initia-
tion. Furthermore, all three sites wererichin A + T
base pairs; over 60% of A + T is also characteristic

- of bacterial promoters (Table 1). On the basis of

consensus sequence comparison, we have tenta-

tively designated these sites as promoter 1 (P1),

promoter 2 (P2), and promoter 3 (P3), respec-
tively.

A comparison of the promoter sequences shown
in Fig. 3 and the results of the in vitro transcrip-
tion experiments provide some interesting possibil-
ities regarding the transcriptional control of the

_gdh gene. For example, the smallest and predomi-

nant runoff transcript seen in Fig. 4 corresponds
to an RNA molecule of approx. 186 bases, initiat-
ing from position —17 (Fig. 2). Initiation of a
transcript {rom this position is consistent with
putative promoter, P1, Furthermore, there are three
minor transcripts whose estimated sizes are 206
bases, 228 bases and 242 bases. The §’ end of the
smallest of these transcripts corresponds to posi-
tion —39. This places the 206-base transcript in
front of the Pribnow sequence for P2, The two
Inrgest of the minor transcripts have estimated
lengths of 228 bases and 242 bases, which places
their §' ends at positions —59 and — 73, respec-

tively. In this instance, the two transcripts are not
placed appropriately with respect to the Pribnow
box for P3. The 228-base transcript would have to
initiate 12 bp in front of the Pribnow box while
the 242-base RNA would originate withing the
Pribnow box itsell. These inconsistencies can be
explained in at least two ways. First, the estimates
of all in vitro transcripts may vary by +5 bases.
Second, the sequence of the §' region of the gdh
gene may harbor promoters not identifiable by
consensus sequence comparison. However, it
should be remembered that all transcripts originate
from a 56-bp region (positions — 17 to — 73) within
the 5’ noncoding sequence and that the 242-base
RNA is not transcribed from the Taql-Hpall sub-
fragment (Fig. 4, lane ¢). S! nuclease mapping
experiments are currently underway to determine
which of these transcripts is actually synthesized in
vivo,

It has been reported that cyclic AMP regulates
the level of GDH and glutamine synthetase
(Prusiner et al., 1972). It should be noted that a
possible CRP-binding site, which shows strong
similarity with the consensus CRP binding (Adhya
et al., 1982) can be found between positions —76
and -99 (Fig. 2). The presence of such a site
suggests that transcriptions from one or more of
the putative promoters could be under carbon
metabolism control,

The results presented in this paper do not allow
us to define which of the putative promoters is
responsible for transcription of the gdh gene.
However, considering the important role played by
GDH at the ‘“metabolic cross-roads” where
nitrogen is assimilated into organic compounds, it
is not difficult to imagine the expression of GDH
being governed by a complex regulatory mecha-
nism. Such mechanism could involve a system of
multiple promoters;, where each promoter is sub-
ject to a different mode of regulation, depending-
on the metabolic conditions of the cell.

GDH is one of the few enzymes capable of
fixing ammonia into organic compounds. There-
fore, it is not surprising that GDH enzymes from
different organisms show some degree of conserva-
tion of amino acid sequence. However, as can be
seen in Fig. 3, the first 102 amino acids of the
GDH enzyme from E. coli show only 18% homol-
ogy to bovine GDH. On the other hand, Nexro-




spora and E. coli enzymes show approx. S6% ho-
mology with the highest degree of homology (80%)
beginning at the proline residue at position 56.
The recent work of Mattaj et al. (1982) reported
the amino acid sequence of E. coli GDH from
residues 56 to 164, They, too, identified a strong
amino acid sequence homology (79%) between E.
coli and Neurospora in this region. Their compari-
son of the E. coli GDH to bovine GDH revealed
only 17% homology. This clearly indicates that the
E. coli und Neurospora enzymes are more homolo-
gous 10 esch other than either is to the bovine
enzyme.
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DISCUSION

Covarrubias et al (15, 16) reportaron el aislamiento y ca
racterizacién preliminar de tres plésmidos hfbridos de ColEI
(PACRl, pRSP1l y pRSP20) provenientes del banco de genes de E.
coli construido por Clarke y Carbon (11). El pldsmido pACRY
complémenté dos diferentes mutaciones en ElnA, mientras que el
PRSPl y el pRSP20 complementaron las mutaciones gdh-1 y gltB3l,

rupoctivnente, en 1a cepa PA340 de E. coli (ambas mutaciones

son mconrin para producir un auxétrofo de glutamato) (6).
Se encontraron altos niveles de actividad especifica enz:l.m(—

'ltiea en las cepas complementadas, I.u cepas nerodiploides que

novan los pldsmidos pRSPl y pRSP20 poseen una sctividad espe

effics para h GDH y 1a GOGAT, reapoctivmento. aproximsdamen . .

te 2.5 veces us alta que la quo presenta la cepa silvestre
€8520, Bvidenciu posteriores demostraron conclusivamente que
los pl(nidos PACRL y pRSPZO contenim los genes estructura-
lu para l1as enzimas cs y GOGA'!, respectivamente (12, 14, 29).

Para el caso del plésmido pRSP1l, con el fin de eliminar
1la posibilided de que alguna otra regién de DNA cromosomal
diferente del gene gdh silvestre.complementara la mutacién

. (trans-dominancia), ademfs de las pruebas de complementacién

¥y determinacién de la actividad espec{fica, se llevaron a ca
bo experimentos de electroforesis en una y dos dimensiones e

" inmunoprecipitacién espec{fica de las protiinu codificadas
'por los pldsmidos en un siatema de minicélulas. Estos ensayos
_ bioquimicos nos demuestran ‘claramente que el gene estructu- -

ral para la GDH de E. coli estd prea_onte en ¢l pRSP1 (en un

~ fragaento de DNA cromosomal de aproximadamente 4.6 Md). Lo -
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mismo es cierto para algunos derivados de este plésmidos pRSPS
PSAEL y pSAE4. En estos derivados taabién se observa que el
incremento en la actividad especifica de la enzima es de 2.5
veces sproximadamente (Sanvicente et al, 1983).

Aungque no hemos determinado el ndimero de copias de plds-
mido por c¢élula, suponemos que estos pldsmidos hibridos se
presentan en 1a ecélula en un nimero de copias similar al que
'_ﬁruonta el vehiculo molecular del cual provienen (15-20 co=
piss/célula) (13). Esto nos hablaria entonces de una dupfqr
porcién entre dosis génica y actividad especi{fica, lo que nos
1leva a pensar en un sistema de regulacién positiva mediado -
por un factor presente en cantidades limitgntes.

Por oxp,ori_nentos de inmunoelectroforesis cunntitativn,A
se observa que el nivel de actividad especifica eorrolacionh
éon la cantidad de enzima §ro&ucidu_por la células nﬁtmto por

. tadora del plésaido ﬂl_lf. Por otro 1sdo, también fue posible ‘
detectar en 1la cepa PA340, 1la presencia de un antigeno que _
crusa con los anticuerpos especificos anti-GDH y que ademds
es producido en cantidades similares al correspondiente anti
geno en la cepa silvestre €$520. Esto sugiere que la mutacién
ﬂ-lk. hasta entonces completamente ducohocidn. cae dentro
del gene estructursl, nulificando la actividad enzimdtica de
la proteina codificada pero conservando sus propiedades anti -
génicas (Ssnvicente et al, 1983). |

El gene gdh se localize en un fragmento de aproxiaada-
mente 2.3 W en el plésmido pSAE4, flanqueado por los sitios
de restricein de EcoRI (antes mn«fn ‘el PRSPl y pRSPS) y
Jstl. Este fragmento represents un poco mds de)l dodle del
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DNA necesario para contener al gene,
éon el fin de encontrar la posicién exacta del gene en
ese fragmento, localizar la regidn donde se inicia la traﬁg
eripcién. y determinar su direccidn, se llevé a cadbo un ané-
lisis con enzimas de restriccién (mmpeo fisico) del pSAE4,
10 que nos permitié construir varios derivados de este pll_h__
,mido (pSAEAL, PSAEA2, pSAEA21 y pSABA22) (Sénchez Pescador
-8t al, 1982). Al observar las proteﬁias codificadas por es-.
tos pldsmidps en un sistema de minicélulas, y por exper:l.ner_n
tos de unién de polimerasa de RNA a fragmentos de DNA, se pu
do inferir la direccidn de tranac;‘ipeidn del gene .y la posi
cién donde se inicia el gene estructural. Con estos datos se
Propuso que la trmeripcidn se iniciarfa a unas 300 pb ,
aproximadamente, del sitio de HpaI (coordensda 3, Pig. 3,
‘Sdnches Pescador et al, 1982) haciq PstI y que 1a transcrip
cién procede desde PstI hacia EcoRI en el pSAE4. Para corro :
borar esta suposicidén, se decidié secuenciar el fragmento de .
HpaI a PstI de 610 pb en promedio, de dicho plésmido.
Para este fragmento se obtuvo una secuencia dev 498 pb,

el resto comprende la regioh de poli AT que se 1nqorpor6'01
construir el banco de genes (11).

El anflisis de la secuencia nucleot{dica obtenidi pre--
senta las siguiéntea caracteristicass

Se busceron y encontraron en esta secuencia 4 ATGS, ¥y
- 8610 1a fase de uno de ellos no presenta ningdn codén de

' ' terainacién, Ta comparacién de los primeros aminoécidos co-

dificados en esta fase con la ucdgneia obtenida de los pri
meros 7 aminodcidos pertenecientes al amino terminal de 1la

N
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proteina GDH de E. coli (efectuada en el laboratorio del ﬁ. :
L. Possani del IIBM de la UNAM), resulté ser campletamente
homéloga. Esto indica que el coddn de iniciacién del gene gih
se localiza a 193 pb de 1a regién poli A (Pig. 2, Valle et al,
1983). La secuencia de los aminofcidos inferidos en esta fase
se muestra también en la misma figura. Las otras secuencini
inferidas son las siguientes (los nimeros en paréntesis se
refieren gl primero y dltimo nucleétido del codén)s

1. (=149 a -84) Met-Arg-lLeu-Leu-Ser-lLeu-Leu-Ile-Cys-

' Phe-Pro-Cly-Ser-Phe—Phe-Ser-Cys-Leu-
: Pro=Ser-His-Ser
2, (=81 a =76) Met=Val
3. (=53 a -48) Met-Thr

Por eonj:aracidn con las secuencias consenso, pudieron de
‘tectarse en 1a regién que antecede al ATG inicial (regién re
guladora), un sitio probable de unién & ribosoma, tres posi-
bles promotores (Pl, P2 y -P3) y un posible sitio de unién a
CRP. Je encontraron tmbién en esa regién, secuencias repeti
das directas rodeando a los presuntos pronotoru (rig. 2, Va
110 st a1, 1983). '

El estudio de 1a regién regulldou del gene gdh, tanto
de E. goli como de otroa organiuos. es importante por vae
riss razones: : ' '

1) Determinar si la expresién de este 'gom estd regula
da por un mecanismo eimiler al de atenuscién de la transerip
¢ién que se presenta en otros operones de biosintesis de ani .
nodcidos, ‘ . ' » :

11) Identificar las pfqbables secuencias nucleot{dicas
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involucradas en el control por nitrégeno, un paso importante
pars intentar comprender los mecanismos de este conirol a ni

vel molecular,
' 111) Identificar algﬁn otro mecanismo regulador alternati
vo involucrado. )

- Fl anflisis ée la regién reguladora de gdh se estd lle-
vando a cabo en ei laboratorio, sin embargo, es interesante
comentar que el andlisis nucleotfdico de esta regién no mos-
tré contener ninguna de las caracteristicas tipicas de las
regiones reguladoraa de los operones de bios{ntesis de amino
dcidoss

1. No contiene una secuencia tipica de atenuacidn de 1la
transcripeién (no se encontraron secuencias repetidas inver-

_tidl! donde el DNA o el RNA pudieran formar estrueturas st~
cundarias de tallo y ana), )

2. Aunque existen tres secuencias que poteneialmente oL} '
diorun codificar para pequefios polipéptidos (péptidos 1{der)
es 1nprobab10 que alguna de estas aecueneila aoa de inportan

" cia en regulacién, ya que
8. Todes ellas poseen un codén de terminacién antea
‘del ATG 1nicial,
‘ " be Dos de ellas (1 y 2) estdn localizadas hacia el
,oxtrono 5¢ de los tres probables sitios de. iniciacién de la
trlnncr1§c16n. por lo tanto, no serian transcritas ni tradu
¢idas, o ' '
| . Co Ia tercera de 1-0 secuencias se encuentra dospuds
‘dol problblo promotor P3, pero es muy corta, ﬁnicanento po-
" see dos residuos de aninodeidoa. y
4. Ninguno de estos péptidos contiene codones para
glutcnato. '
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Esto indica que la atenuacién, mediada por la ternmina-
cién prematura de 1ls transcripeién, no es el mecanismo por el
cusl la expresién de este gene estd regulada.

~ Por otro lado, Higgins y Ames (23) proponen que las se-
cuencies con simetria de imagen en el espejo ideht:lﬁetdu
en 1a regién reguladora de glnA, argTr y dhud de S. typhimu-
rium, estdn involucradas en el nemisuo de i-égvzlacién por..
nitr&gcno (sistema gln) (los genes que estén bajo el control
. de estas tres regiones estdn sujetos a la regulacién por ni
‘trégeno). En E. coli se ha observado que el gene gdh no ‘utl
bajo el control del niutcu gln. Sin uburgo. en la secuen-
cia obtenida de 1la rogi&n reguladora de este gene, gruesamen
te se puede observar una siletrll de imagen en el espejo
(-24 a -41 y=-90 s -102), que pudioru también considerarse
en 01 contoxto de un cierto control, diferente al que presen

ta ginA,

Particularmente interesante ser{a la comparacién entre
las regiones regu].udo:'-n do' los genes para GDH y aapnrﬁg:l.na
sintetass xm4 dependiente de E, col:l. ya que ambas enzimas
'prounttn ciertas semejancas fisioldgicas, como lo es asimi
~ler emonio cuando éste se encuentra en sltas concentraciones.
También 1o es 1la comparacién de 1a regién reguladora del ge
ne gih de E. coli con la del correspondiente gene en otras
enterodbacterias, como S, typhimurium’ (que tampoco presenta
regulacién por el sistess gln) o K. serogenes (que i la pi-g
" senta). ' o

En 5.' typhimurium existe ademds otro aspecto interesan
te. 1os datos arrojados por los estudios preliminares muss-

~
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tran que existen marcadas diferencias con E. coli en la expre
8i6n de estos genes en cllulae mutantes portadoras de plés-
midos hibridos gan' t en §. typhimurium la actividad espec{-
fica enzimdtica se incrementa 30-100 veces, y en E, coli sé
1o 2.5 vcceé. con respecto al nivel de las células haploides
(33). Al momento desconozco si en la mutante de S. typhimurium
portl'd'ou del plésmido &*, correlacions el nivel de acti-
vidad especifica con cantidad.de enzima, como sucede en ol
easo de B, coli, y 8i el nimero de ‘copias de plésmido por cé
lule es semejante o mayor al que se presenta en E. coli (am
bos pldsmidos hfbridos ggl_x* son derivados del pBR).

Haciendo el estudio éo:;puutivo mds extenso, pueden com
pararse con el gene gih de E, coli otros genes que no se en .
cuontroxi bajo el control por el sistema gln (del mismo y otros
microorginismos) u otros operones de biosintesis de amino-

fcidos, Eato se facilitu;h con las técnicas computariiadaa.

En el laboratorio se estd llevando a cebo el estudio,
tanto "in vivo" como "in vitro", de la funcifn de los posi~
bles promotores P1, P2 y P3s transcripcién de fragmentos de
DNA, fuersa del promotor(es), sndlisis de 1la expresién y re
gulacién de genes (cn !c ) que se encuentran bajo control

‘del pronotor(os) de gdh probando diferentes fuentes de nitré

geno y de carbono,
Claramente, el significado funcional de todas las se-
cuencias interesantes encontradas en la regién reguladora,

. aguards a ser roauolf&. En un futuro se pretende analizarlas

en detalle, por ojcmplo.v buscando posibles protcinu regula
doras y efectuar con ellas estudios sobre interaccién pro- .
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teina-DNA, aislando mutantes apropiadas, estableciendo el mo
do de regulacién del sistema AMPc-CRP, etc.’

Serd posible también hacer modificaciones o substitucio
nes en 1a regién reguladora de gdh para ciertos fines espec{
ficoss o

Nethilophilus methilotropus es un orgsnismo que se uti-
lise industrialmente en la produccién de proteina unicelular
a partir de nétlnol, carece naturalmente de GDH y sintetiza
écido glutdmico & través de la via GS-GOGAT (45). Se preten ‘
de introducir el gene gdh de E. coli en M. methilotropus pa
ra shorrarle un gasto de energis en la biosintesis de gluts
sato y de este manera incrementar la produccién de proteina
unicelular, aumentando su rendinientd. Emplesando esta biotec
nologfs, 1a Compafifa ICI ha logrado un aumento del 5% en ol
 rendimiento.(40). Més aun, en el laboratorio se pretende su-
sentar le fuerza de transcripcién Eel gohi £h dldl,k por el
promotor(es) natural(es) sustituyérdolo por otros promotores.

Generslizando, el anflisis comparativo de la regién de
control (y también eatrue"tural) de gdh de E. coli con otras
snterobacterias primero, y con otros organismos después, as{
como las diferencias y semejantas en fisiologia que presen-
ten dichos organismos, el aislamiento y eatu&:lo_de proteinas

, roguindorn (silvestres y mutantes), 1la observacién del com-
portamiento de diversas cepas mutantes, etc., nos llevard al
conocimiento fino de la regulacién de dicho gene en cada es-

~ pecie particular, | :

.
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Otro tipo de infoméﬁn interesante que se puede obte-
ner del andlisis de la secuencia nucleot{dica de este gene,
es la que se refiere a la estructura primarias de esta enzimi.
(y gracias al esclarecimiento de 1a estructura primaria, es
posible realigar algunos estudios a nivel molecular).

12 GDH es una de las pocas protefnas capaces de fijur
uonio en compuestos orgénicos. Por tanto, no es sorprenden-
te que exista un alto gndo de aimiutudu outre las GDHs de

. divouoa orguniumoa en lo que respecta, por ejemplo, a peso

moleculer, estructura del oligémero, inmunoquimica, composi-
cién y secuencia de aminoécidos, estructurs, etc.

En general, 1la composicién de aminofcidos entre varias
GDHe analizadas es extraordinariamente similar {y distinta
de 1lu composicidn de aminodcidos de la mayoria de otras des-'
hidrogenasas), por ejemplo, la pi-oporeidn de arginina a 1lisi
na es relativamente alta, Hasta el momento no se han detec-
tado puentes disulfuro en ninguns GDi! (no es claro el papell
catalfitico de los grﬁpoe sulfhidrilo de los residucs de cis
tefna en 1a actividad de 1a enzima) (41).

Por secuenciacién de la regidén de DNA (y su transcrip- -
eién sl RNM correspondiente) que codifica 'ﬁarn 1a porcién
anino terminal de la GDH de E, coli, hemos inferido la se-
cuencia de los primeros. aminodcidos de la proteina (Valle

ot ul. 1982),

Por secuenciacién de tragnentos poptidicos se ha de-

~ terminasdo el orden de aminodcidos de las GDHs de higado Yo~

vino, de higado de pollo y las dos de N, crassa (1, 8, 22).
En este trabajo hemos comparado las secuencias de dichas
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proteinas, por lo que es conveniente revisar un poco sobre

ellas,

En las enterobacterias E. coli y S. tzghimurium, se han
detectedo GDHs muy similares en sus propiedades moleculares,
En su forna nativa, le GDH de E. coli tiene un PMZ300 000 4

.Y 1a de S, typhimurium de 280 000 d, y ambas constituyen un

oligmero (hexdmero) formado por subunidades idénticas (apro
ximsdanente 50 000 y 46 700 4 por subunidad, reapectivﬁeh- '
te) (41): ‘
La GDH de higado de bovino posee un PM2x332 000 4 y con
tiene también seis cadenas polipeptidicas idénticas (55 390 d
por subunidad), Ls GDH de hfgado de pollo tiene tres residuos

- sdicionales en el amino terminal de su cadena polipeptfdica

(41).

. En N, crassa, la GDH-NADP posee 48 residuos menos que
1a ensgima bovina y estd también constituida en un hexémero
de unidades idénticas, Sin embargo,' el tamafio de la GDH-NAD
(480 000 d) del mismo organismo, es muy diferente de los men
cionados; esta enzima estd conformada en un tetrdmero de sub -
unidades idénticas (1, 22, 41). '

Las enzimas de pollo y bovino exhiben una homologfa muy

. grande: en 500 aminodcidos que ambas enzimas poseen en comin
" (que son el total de aminofcidos de la subunidad de GDH bo-

vina), existen sélo 27 sminodcidos diferentes.

Aunque 1a GDH-NADP de N. crassa es mfs corta que las en
simas de vertedbrados {bovino y pollo), existe una considers

~ble homologfa entre estas protefnas, dependiendo ex{ algin
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k grado de la presencia de cierto nimero de deslizamientos de
una proteina con respecto a la otra. Los residuos que por mo-
dificacién quimica han mostrado influenciar la unién de regu-
ladores alostéricos en la GDH bovina, han-sido todos encontra
dos en 1la regién carboxilo terminal. Ya que la GDH-NADP de N,
crassa no exhibe 1as respuestas alostéricas a ADP y GTP‘que‘
exhiben las GDHs de los vertebrados, es ldgico suponer que
las diferencias en secuencia deben ser més pronunciadas en es
ta regién, Los datos proporcionadoé por la comparacién de les
secuenciss de aminodcidos confirman esta suposicién: esta com
paracién revela que existe una significante homologfa particu
larmente dentro de los primeros 220 residuos de la cadena de
Neurospora (donde se encuentran 55 residuos idénticos en un
segmento de 82 reaiduqs). La homologi{a es menos sorprendente
on ql resto de la molécula, existiendo cortas regiones de iden
tidad. Dentro de los 1i{mites impuestos por el alineamiento,
ln_honélogia entre las GDHe de N. eraéaa (NADP dependiente)

y de ios vertebrados pollo y bo§inq es de 18,3%, y los amino
dcidos diferentes que representan cambio de una sola base en
su codén, constituyen el 41.8% (41)f;

El examen de la naturaleza de los residuos conservados
en laVGDH-NADP de N. crassa y las enzimas de los vertebrados
'(21 glicinas, 10 lisinas, 8 alaninas, 8 valinas, etc.), indi-
ca que al menos 2/3 partes de los residuos idénticos deben ser ’
crfiticos para mantener la conformscién protéice més que para
1la catdlisis (41), .

Ademds de estas identidades aminoaéidicne, se observa un.
aran nimero de substituciones altamente counoévativaa. por
e jemplo, retienen cedenas ;aterales sinmilares, 1o que también.
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1los hace suponer importantes para los efectos conformacionales
més que para los catalfticos.

De esta manera, la informacién concerniente a las estruc
turas primaria .y terciaria de las protefnas, ha indicado que
la conservacifn de la estructura tridimenﬁional entre enzimas
relacionadas es t;i ver mds importante que la retencién estric
ta de la secuencia (2, 41). Esta estruétura tridimensional de
be estar involucrada en la funcién, constituyendo as{ un domi
nio, el cual a su veg pugde estar subdividido en regiones (21).

Estudios sobre variabilidad de la funcidn enzimdtica por
modificacién quimica de residuos, proteccién a ésta por unién
a substrato o coenzina. reempluzamientos de aminodcidos en
nutantee ¥y sus revertantes, etc., proporcionan una definicidén -
¢lara del papel de ciertos residuos. Todas las GDHs menciona
das contienen un residuo devlisina actiQh (mimero 126 en bo- .
vino, 129 en pollo ¥y 113 en Neuroa!orn) que se asocia con '

‘unidn s aubetrato- este residuo estd localizado en la purte '
de la aocuencia que exhibe la uayor homologta, ‘en el doninio-
do unién a substrato (41),

Es aorprendente que nd se encuentren coincidencias de re
‘siduos de ciate!na. metionina. histidina y triptofano entre
las GDHs Qe Neuroagora y de vertebrndos. Esto no excluye, de
'ningunn nanera, que tales reaiduos estén localizados en el si
tio activo o participen en la lctividad catalitica en estas
onzimna homélogas. Ya que las eadenas polipept!diena son de
dtforontea lonzitudea, los residuos pueden asumir ls misms

, policidn en. la estructura tridimensional a pesar de las difo
rencias en aecuencia (41). -
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En esta tesis solamente se presenta la secuencia de 102
uinodcidoa, pertenecientes al amino terminal, de la GDH de
E. coli. Teniendo en cuenta que el PM por aubunxdad es de
50 000 4 en promedio. y asignando a cada aminodcido un pro-
medio de 110 4, esta subunidad enzimética. conataria aproxi—
madamente de 430 pesiduos de minotcidos, lo que significa
. que se ha determinado cerca de la cuarta pu'to de la secuen~
) cia de 1a proteina. Para esta regién hemos eneontrado una
gran homologia con_las @DHs de pollo y bovino y con la GDH= _
NADP de X. ci'-ésaa‘(Vane“‘e't al, 1983). El andlisis comparati
vo se ha claaificado en tres tipoe Y los reuultados 8¢ resu-
men en la siguiente tabla (E = B, coli, N= !. crasssa,

B = bovino)t

IDENTIDAD . X0 IDENTIDAD DISCREPANCIA

. - carga o estructura -
¢ambio de una base aemedanﬁo...
EN 574 | 23¢ 145 158
NB 23f 33¢% ) ' " 331‘ ' 3oL
EB  .20% 40% 25¢ 3o%

En la tnbla se observa que al analizar los tres aspectos
-silultdmanente. se preunta un porcenta;le mayor al 100%, ya
'quo ciertos elementos se han contado dos veces, por cambio
de una sola base en su coddn y por su polaridad o cadena la
toral.

Por otra parte, las diferencias en longitud de segmentos
internos que se observan al comparar estas proteinas, refle-
jan inserciones o doleciones de nucleétidos en lo8 genes co- .
rrespondientes, que debieron haber ocurrido durante el proceso

evolutivo.
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Es interesante notar que, por 1o menos en esa regién de

102 aminodcidos, existe mayor homologia entre las GDHs de E.
coli y K. crassa, que entre Escherichia y bovino o Neurospora

Ty, gy
EERRE N
]

y bovino, Estos resultados deben tomarse con mucha cautela ya .

que no se estén comparando las secuencias completaa de las

proteinas, sino sélo una parte de ellas, Sin embargo, coinci .

den con el hecho de que tanto 1a GDH de E. coli como la de .
N crissu son NADP dependientes, y 1la GDH bovina tiene una
ospecifiéidad dual por la coenzima (puede funcionar tanto con
NAD como con NADP) (41).

Por analogia con las secuencias conocidas de GDH, es per
misible suponer que la de E. coli posea también un residuo
"activo de lisina, En este trabajo no se logré determinar la
aocuoncia de aminoédcidos alrededor de este residuo (reaidno
nﬂnoro 113 en Neuroagora). pero ae espera que la homologia si
gl preaenxlndoao fuertemente a lo largo de unos 100 residuos

Nediante el andlisis comparativo adecuado de las protef

nas de diferentes organismos, pueden establecerse las rela-
ciones genéticas (evolutivas) existentes entre ellos, ya que
.aquéllas constituyen el producto directo de traduccidén de me
terial genético, (Sin embargo hay que recordar que este anf-
lisis no es el ﬁnico'criterio para establecer ldas relaciones
genéticas), ' ' , '

Son dfiles varios aspectos comparativos de la estructu-
ra proteicas enalyoe inmunolégicos de reactividad cruzada,

determinacién de diferencias en movilidad electroforética, y

para el caso particular de encimas, oapeeitieiqad de subsira

g ik SiSH

EAELIE
i
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to, de coenzima, de modificadores alostéricos; pero el aspec
. to més directo es la composicién y secuencia de nmxnodcidos
(o-tructurl primaria) (19).

De esta manera, todo un progranu de evolucién de los orgs
nismos puede desarrollarse sobre bases protéicﬁs. Estos estu
dios le conciernen a la paleogenética quimica, una nueva dis
eiplina. ‘

Siendo las proteinas substsncias complejas raramente sén
idénticas, pcro-en 1ls mayoria de las protefnas homélogas estu
diadas, se ha observado que las estructuras terciarias se. ...
conservan, aun cuando sus secuencias contienen gran nimero de
substituciones de aminodcidos (19, 41), Tal similitud de es-
" ¢ructuras es un testimonio impresionante hacia la evolucién
de todos los organismos a partir de un ancestro(s) comin(es),
confiraando los criterios clésicos de evolucién (morfolégi-
cos, embriolégicos, estudios eobre féeiles) (19). Resulta
improbable que dos organismos no relacionados hubieran manu
facturado independientemente tales estructurla similares y
preservarlas a través de la seleccién natural. Por otro lado,
la evolucidén gradual a partir de un anceetro comin, a trnvéa
de millones de generaciones, proporciona una explicacién con
vincente para las similitudes y diferenciss entre las secuen
. cias de aminodcidos de una misma proteina,

En el caso particular de GDH,‘ee ha observado que todas
las GDHs de estructura tridimensional conocids, poseen’con=-
formaciones similares para el dominio de unién a coenzcima
- {41}, implicando un origen (gene ancestral) comin pari esta
clase de enzima a pesar de las diferencias en oapeeificidnd
de Iubatrato ¥y estructura de la subunidad,
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Hasta el momento no hemos realizado estudios sobre es-
truetura secundaria y terciaria de la GDH de E. coli. Chou y
Faspan (17) desarrollaron una férmule que se utiliza para cal
culer 1la estructura secundaria méds probable de una proteins
cuya secuencia es conocida. Aunque el conocimiento de la es-
tructura primaria proporciona informacidn respecto a las po-
sibles relaciones evolutivaa. es conveniente aplicar estas re

glas cmpiricau ae prediccidn.

El grado de diferencia entre las especies presentes y el
orden de au derivaci&n 8 partir de eancesiros comunes, general
‘nente eatdn represontados por un drbol filogenético. Es poai-"
ble derivar tal drbol de los datos de secuencia de proteinas.

A fin de expiotar las posibili&udea en este campo, en el
lsboratorio intentamos establecer un progiama de computadora
pars analizar las relaciones evolutivas entre proteinas. Noso
tros utilizamos como modelo el de 1as GDHs, Este es el tfaQ!
jo que esencialmente llevé a cabo Jaime tngﬂnez. Se utilizd
un sistema similar al de Pitch y Margoliash pnrn detectar la
r01|c16n tilogenétiea.

Se logré detectar automdtieamente los deslizamiontos
(que representan deleciones o inserciones en el genona) de
‘una protefna con respecto a la otra con el fin de encontrar
néxima identidad. Se determins le distancia mfnima de muta-
cién entre las diferentes secuencias comparadas. Esta se de
fine como el nimero de bases que requieren ser reemplazadaav
pars que una secuencia quede transformada en otra. Se encon
tré que ls distancia minima de mutacién entre E. coliy !.
erlshaiqa 30" menor que la de Neurospora y bovino. Sin em-
bargo, nara poder establecer un drbol filogenético mds o
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menos roal Yy preeiao, es neeos-rio contar con la -ecuencil com
plotl no de una, sino de varias proteinas, y tenpr en cuenta
que lo que se calcula es la distancia minima de mutacién y no
la rcal; tampoco hay quo-olvidar que la velocidad de mutlci6n

‘ ditiore entre diferenxes rauas filogenéticaa.

En resumen, el estudio de la secuencia de aminodcidos de
una proteina es parte de una serie de 1nvoatigacionea eobro
cqtructura, funeidn y rogulneidn, tanto como sus relaciones ‘
evolutivas, « ' o

El heeho de que las cndenns polipeptidicas de las GDHs do
difereute origen tienen sitioa de unién eapecfficoa y diatin

tos plrl coonzimus, subatrntoe, ADP y GTP, rcproaentn un 1n-

toro-lnto desaff{o en 1la relolueidn de dichos problemas, El

. gran ndmero de otros tipoa de compuestos, por ojemplo horho-
'nnl. que pueden unirse a 1a GDH e influenciar su actividad en
sinética (41) también son problemaa 1ntereaantea. aunque el

papel fisiollgico de muchss de estas substancias estd obscu '
ro t&da%ln. o , o
'Ya que la GDH de E. coli, de N. crassa y de algunos
otros organismos no exhiben 1a ieapuostu raguladorn‘de las
ensimas de vertebrados con los nueleéaidblﬂpurinico- di y tri
fosfatados, pueden aervif como un modelo simplificado para
el oltudio de caracteristicas éhtructuralos i-ﬁbrtdntes para
-ﬁxgner la conformacién y 1la actividad enzimftica. »
Con la aocuéneih completa del gene ggg'y de la proteina
de E, coli podrdn realisarse los estudios correspondiontoa.
tanto evolutivos como de eontormacién proteicn. 1dcntificl-
cién de dominios y residuos activos, etc. S
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CONCLUSION

Gracies - las técnicas de Ingenierfa Genética, ha sido
posible aislar y clonar el gene gdh de E. coli. Uno de los ob
Jetivos de este proyecto es conocer la regulacién a la que es
t4 sujeta dicho gene. En"el laboratorio se emp;.ezh ya & traba
jar en eito punto. Los éstudioi de regulacién se herdn en eb-
laborscién con el Centro de Investigacién sobre PFijacién de
Nitrégeno, ' '

En viste de 1a gran identidad observada entre las GDHs
de E. coli y de N. crassa, podrd ser posible el aislamiento
del gene estructural para la GDH-NADP de Neurospora utilizan
do como detector (un fragmento de) el gene de E. ﬂ. De he

' cho, estos experimentos se han estado realizando ya por miem '

bros del citado Centro. Como en E. coli, el aislamiento del
gene gdh de Neurospora facilitard y completard los estudios
fisiolégicos y genéticos que conducirdn a la comprensién de
su funcifn y su comportamiento. ‘

A}

Todo ésto contribuird, junto con los estudios llevados
a cabo con otros genes del uﬁtaboliamo nitrogenado, 8l es-
clarecimiento de los mecanismos de ssimilacién ¥y flujo de ni
trégeno a través de las diferentes vias metabélicas,
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