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gclta  inhibici®@n seumulalive spoys que cads zmineodcido Liene wun
%

tro de la G8
que lg -G8 de
¢ (37). La
feis con
2 iral o e
wor e Corn cobalbo
g e MEehor oiie
s@ Obhserva Mavor
g1J(3no Y sering son

L R R )

pecto 2 glutanato ¥ amorio.

n . ~

g dAnhdbdedan
- . .

ion. in vitro de

36 OhEETVE Lung

silio de wnidn. diferente, o ez que no son exclugentes (38),

Er  mesiferos encortramos estudios sobre ls inbibicidn de
la 65 tanto de hicado de rata cono de cerebro de borrege (390,
e qlicinz, serine v 2leoine inhiben 1z setivid e la G8
dependicente de  menosneso 4 no s dopend le de megnesio 4y es
mayeor  la dnhibicidn en 12 G8 de higado que en le de cerebro.
Fr lae 08 de higsde 1z irnhibhicidn es mayor si se sumenls la
concentracion de alutsmato w  es independiente de 1z
concentracidn  de  aronio 1o aue puede inedi Coque e requiere
del glutamato pars aque €1 ssinodcido diphibidor se wna a8 1z
enzine. Le glicirma v la serine no inhiben zeuvmulativemente a
1z B8 de higsdo como ocurre con lz2 68 de E. coli (32), EL
aliovalate v el pliruevato sony por Mucho* lus compusstos pas
activas como  sustretes de la T-gln de higzdo, por 1o que la
oluteming puede doner  su_ erupo amino pars le %Lniehl« de
alicing 4  a2lamine en ls célule (39), lo que sugiere que ésloe
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-
ﬁMiﬁO{"ﬁOﬁ el g s oo “f’zA’ ﬁn la alulemina. Se
Cheerwd ue setinulecidn
rle lwe 08 [RE T N L S :
similar  p ovafricne wue
s ppahirope
iva de la GH
e Tendreno
Aoe we hae 1z evolucion
firglivemenle
por 1o tenlos
] spdinhibicide
BOr Procie LAY |'r11nV|1» 21 ae conlrol.
spaiere e vris o ventaga
selecti ¢ ne gue se na
vieto e por gl sering 9
glaming v SR G E0 *‘unlwiurto
tan  oon inportente para la
e arcuentran
inhindcidn.
.
T, 2 Reoulacion por la ™
e eimnte de glubanesto  w e glote jueans wn papel
clave - er el m@Lunu1xruw de cerbonn Y e n s, For oun ledo
con;LulHuo 1os  drdcos  punlos  on dﬂﬂdh Tije el mitrdgeno
LFOFF“Hi(O an eriugletos 3 e dar nitvég&nq
OrQEning. Fop otro  ledo, i e diTerentes
compuestos  aque  Tormarn parlte de tles escencisles
cepende de 1 coreantracion de alute m&Lu woalbulering existenlte
pues estos  eminodcidos  son  los  donsder iverﬁalwb rdes
mitrdgero  en le odlule. For lo tearto, tashidn se ha estuodiazdo
; 1z reuulawidﬁ de 1a GS, principalmente de levadurass 4 hongos,
: por lg fuoente de carbono.

Joo More oo
de N. or

. .
i pdores estudigron leg reawlecion de lg 68
este honon  se deprivs de la Tuerte de
C“Thﬁhﬂfﬂﬂ‘ i micelio de H. graeez creciendo
uponencieluente Iria a2 un BT TAT: e’ﬁepriva de la
FU@nL@ dey cErbhonn, [ty e Hevredaeion de  la 68
L - . .~
opolemerice ave eebtebhe presente, ests decoraddcion es mayor en
. 1 3 . N 4 .
presenciz  de  aloleming durante ls depriveeidne En este 21ltimo
K ! < o . - ‘. 3 N e ot
cesee Lambie O oane la o« g e le GS coincidia
) . I .
econ la disminuecidn en el BENA O penssjero esgpeeifico de esis
ercrime (L, Guirte, K. Felacice w9 Je Move;  comuniczcidn
‘personel). 81 ol micelio se deprid e cem Iz Fuente de-carbono -y
: - Cs -
de  nitrdoeno hew  una  de peidn de 13 GY w de le proteins
— . N . .
tatel; eeompafiedses de ur ererecidn  de  zronio 8l medio de
eultivoe  Cuende  se vaelve g adicionsr la foente de carbohno se

w0

ari




ol LT ‘ z sebividad de la G5
Y R RRLARA S A nR A e e mein en probeinss (403 ..

de Is G5 en mosencia
reaulatorio que
arvar esauelelos

calule (40,

s eepe
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1 cetali

ITY. Oge
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e Ne  crassé
nas e permilido

El eeludio del wmetabolismo ndtro
llevado & czho en el leboratorio e

EFroporner v oconoger  lpe  difer tretegiss celulares
ibhles pare asimiler el armonio o o estd presente como

jzan] &

rnitrdgeno o cuerdo es el produclo de le deeredecidn
tos orgdnd : zd mofcitdos dncluvendo @

inz. En crnto, ¥ o8 aue la sintesis
de (F-A W L] comg  la  distribueidn  del
ritrdae e los mis #ciz  otros weletos de carbono,
cornstitogen los  puntos  en donde  confluger los  Tlujos de
le célulz, @l trebsjo de
investiosci que sribird tiene  como objetivos responder
les gliavientes precuntas.

rhe
la

carhono 0 w e nitrdgeno

s

. 7, . . -~ . . " . . ’ |
le= 1 Cuadl es el papel Tisioldgico de 1z inhibicidrn de 1z
] ’ ‘ ] . .
68 de MNewrgspors nresea por los aminescides elicing, serins 9
alanirs 7 B

Le elutamineg done  su ritrdeene amido pars la sintesis de
todos  low compuestos que se reporteron como inhibidores de: ls
GS:  perp se descomoce €1 Lo heece pare sintetizer glicims,
serina 4 slaning (32Y. E¢ por eslo que resulta-de gran interds
conocer @l ariTicado de la. inhibicidn de ls G5 por estos
aninodcidas., S8 ha propupsto que eslos zminofcidos se pueden
sinteltizar por. transasinaciones dependiwntes de glulemine o
aque - se  pueden derivar indirectsmente de 1a glutaming 8 traves
de  su conversidn o glutamsto por  1s  GOBAT 4 posterior &,
tramsarinecidn por  une trenseminesz dependiente de glutansto,

11

por 1o aue podrfasn considerarse como productos Tinales de la

glutamine  (32,.39), Sin ewmbazrco sdle hz sido demostrads. 13

aotividad de lg GOGAT en microorganismos

~




12,344,914, 15:,39,43) w plantas (44,470 4 en relacion & La
LransamMinesa de  alutaminss,edlo he eido reportade presente en
aninales ¢ : (28,29) w en N, ore g (30), No se conoce
cusl es el : de le  inhibiTIdATTde las GS por glicina,
alaning  en  nlngune de los sistemss experimentales

por 1o aug t :
Tisioldnivo e

e arar interds conocer el

innibded

dn sobhre la 6% de M.

sigui@ron  para
efecto de eslos
crecimiento
; de Is G en
Lo rrinse rlunvnhv. Toudlmente
arbo aue resulis cusndo se
neto Jlting llavd @
cante meners g ogrados
ide @ aue presentan

gdat er las vias
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relacidn entre resgulecion de loa

L -
du b Y

» L »
ritroceno en Mo crasse 7

flujes del

Fars que ocurre 1l sinlesis de Lodos lou comprestos
ritrocensdos # I
powas intrac
aintesis apincécidos  comstitove el purnto donde
conTluyen (] rlnqn del carbono oy del nitrdfoeno celular. En
reestro laboretorio se he pensedo que puede  existiv ung
regulacidn  coordinsds eulro el Tlujo de carborne v la sintesis
de  alutsmine. En relac Lun & eslo se ha reporisdo que en N

cres hew  una deqradecidn espec{fice de la GS cusrndo se le
deprivae de 1 fTuente de carbono (40) . Sin esbargo no se habis
gstudison  aue  sucede con el Flujo de la Tuente de carborno en

condiciones en  1la
consecventemente ol
g mitrdaeno.

que se inhibe le sinlesis de alutamine, 4
sverayen o ambos Tlujos, el de carbono v el

Dados  los hellezgos de la primers perle de este trebejo,
s estodid ests posible relacion regulztoris entre los flujos
‘e earbono 4 de  mitrdaene  en Neurospors crasss a braves de
plogquear la sintesis de la elutemine cdn inhinidores de 1z GS
w - oetermine ar oMo se wtilize le Fuernte de carbono midiendo le
concentrzoidn irbrzeslular  de  2lounas  meilzbolitos  que ‘ew
deriven de ella. : : i S e

e se requiere  oue existan cier“a%w
e elotzeaste vy de gluteming, Y& que ls

-12




MATERIAL Y METORODS.
I. Cepeas.

Todss  las cepass  de  Newrdgspers  crzsss se obbtuvieron del
Fungel Gernelic 8[00% Center ern  Humbolt  State University
Fonnu‘llnn, Calif. WSA. o de la cole
Mora, el que se ] ionard en trabajo u

las de 1 cepszs wbilizedss se puestre en lg

[l

TX. Condiciones de Crecimiento,

[ a):3 cultives 1fquidos de  N.o crgsse se  crecieron
burbuijeareio  con &ire w  partiendo Ge conidiass oblemidss . de

. “ o - . ” .
"elants"  en sedico sdlidoe con la foente de nitrdgerno dptima
. - s g . S FAP T Py & .
pars  cade ocepz. Se  wso el pedio mlniso de Veogel (51) que
. : ) .
contiens NHeq MO3 28 oM como  Tuente de nilrdgeno y se le
adiciond  ssceros 1.9 Z como Touerte de carbono.Como se indice
s ow . - -
en los  experimentos cmrrevpuudiruLu,, @l NHeND 3 se swslitugd
por  otres Fuentes de nitrdgenocls tempersture de crecimiento
weadeg  fue  de 37° L, a mepos que se indique lo corntrarieEl
. . N . . N . td -
crecimiente se siguid midierndo proteineg por el metodo de lowry
(~J..){

IIT. Concenlracicon Inlrzceluwlar de Metzbolitos,

IXT. 1. Aminpdcidos,

Las rmuestres pars debterminer les poxes intracelulasres de

aminngoidos e oblovieron filtrardoe el micelio 4
homogenizanciolo  en ebtznol ol B0 4. Estos hompoeoenados se
hirvieron por 10 ninutos ¥ se Tiltravon en Tillros de Milipore
Corp  {Ltipo RA 1.2, m).Lose Tillrazdos <e lipfilizaron o las

mipestras e resuspendieron en buffer pH 2.8 . Los am:noacldou.
s separaron wespdo o U Anelizedor de Aminoscidos amineo ¥ se
Ceuaentds

icaron  en un Tluoorduetre Aminco despues de eLoplarlu*'a
ortoftelaldehide (14, ’ S

IiIcmfﬁnunlu.

ced G de Je

A3




Fara  determinsr  lg porsg inlrezcelular de snenio cw

variecion del melodo de Toemn. o Teeihidild, .

(EEY . e polectd owloopl e fallro Mitlapore
Covr 1 i evtreer ol
S e ) -\ welid, sgitendo, on

4% ¢ por ¥ wimdlos o

xtw s le zaresd 1 sl

K104 furmljn [UP
l -

'"“”4 0,35 M, se ¢
deecartd el precipit
1 l.u_ I ﬂfi . 1 },' 7 '
crayt oy g T s 6T & 3 goan
FHOnio aln

DM Doving ¢
e sor el
L low IRNETR A
20 mit, rhuﬁil b.J mith N hid
pH 74he pare 1 ml de muoesles
Zode ls GDH bovine (Bigna;
erzine  por MlY O en
de  la  rezeoldn siguiendo la
Por sl eEMDLo 8 3 & 340 nm.e Esta
] @E directamnente  proporcional 50 Ll
Cigs #aeriio hasts 1 mMy FParsa expresar  la
ircbracelolar de snonio Corg MM se tomd en cuenhs
seddrn entee el pumento ern ia 1. woel sumento. ern el
voluvmen  de  las  hifee de N oere doen ung Toente de
HJlPOUFHU sr oaxneecn (29

Tosfatode
vso 0,0 Ml ode
Himadamente 1
puffer.  La

velooid;
cones
CoOnee
1o yer

ITI. 2. ffetoglutaralo.

Como el dcetoglutarsto es oLro sustreto de la GDH, . el
metode wsede parz  detrminarlo se bzsd ern medirv ls velocidaed
indeial de la resceoidn de ls BDH bovine comereisl (ver seccion
JLT. 200 El «celogiut ura*o se  evirejo resdspandiendo - el
nicelio en HC104 0,6 M de descertar el micelio por
cantr iTuqanidn el sobrenads (2 y  Llevd & pH . 7460 con
suficiente HaFO4 2M 4 se auitd el KCng-for dery Farg medir le
canticded de «cetoslutzrato en el sohrermadaente, & ong alicuots
de eete (0.2 w1l & 1 ml) se le sgrvegaron los otros swustraetos de
de  la GDH bhovinz (Slame) &l 215 74 en buffer de fosTetos 100 @M
pH 76 completando el voluwern & 1wl con el piswmo buffer. Lo
Tocidaed dinde! e la resceidh que determning como se
describic ern lag eeccion ITL. 2 es proporcional s o ls
concentracidn  de odoetoaluteralo heste 0.8 nite Lo concenlracian
intrzeelular de esle ep erxpresz en nreles por ng de proteinz..

v

TIL, 4. Glusosa, : . o : )
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celular  del MJL(JLQ se extrajo con HCLOy
2 glizaendo con KaP0y
co reportedo por

La  glucosa  inlr

- . - -
como e deseribio en la secoidn TIL.
Yy se determind por el AuTale] c*(ﬂ m i mel

T
Warmer et =1 (594 ol La solucion
ctandard e aluec COne

[EENACLE ull o

abvbovd

AT O MR PrE
covecerel e
TR S

g

CiE IOV

AT N1« %)
s did
14C. Anbes

Fara el et ming ot cetoalubaorslo que
B U imienlto
ure pul /oMl ool

srbe ey le micelio se concentrd 20 veces
ey oure volune ie cuwltive con leg misme
foenle  de  pilyd gl 0,13 %, con el

obvjetn  de T

curoeE-140 a8 la

cElule  w pomerndar la
sutraceidin

mErciond en la
1 c‘nwr:L figar
i Lﬁ = on

.’l"l
pepecitic
e . el

[CE A [ERT-)

oLl i

3 21 . iguib el °=gu¢entw
[rC imianlo. @l d(vl l“LuFdLD intrace lav
PUHUII!LD 2 alutemzlo inrcubancde el wIXh ’@mnt@ con GDH bovine,
(Siama), amorlo v MNADMC Le concentracion de swstrelos vy de
enrine  wlilizedos fue el doble de lo aue se vsd en ls seccidh
ITT.d 4 la r T se corrid heste aue hobis resccionade todo
el  Jdeelogluterato v dve 1o s detectabes  wn camnio on ls
densidad  oetics. La resecidn se Pard con #tarol 81 B0 % Tinmsl
y  se descerld 12 preoteime preci oy L.wtrifnwaciﬁh. ElL
sobrensdante  de  ceds  om, PEOEE ixd pars determiner el
aluterato-140. te  smineicido Wdo L fralizador
de  Amnimpacides  fminco  Se rorolr‘lv”mﬁ fraceiones cada 30
gelerming 1l redisctividad incorporedas en eada
UEENGR U 0en dor de cantelleo. El glutamato
identifticd seafm ) liempo de elucidn del

secundos . W 56
une de ell
radigelivo ¢

alutamateo  en este snelizador: Con estes condiciones de marcaje
clivg se obluve un pice redisclividad en & primeras

frecoionas o corresponden a8 1 mavorie de los celogcidos. u
obtro en la f!ﬁﬁcimﬂ ere le aue migre el alutzmato ave viene . del
deatogliotar pereedo.  HNo se obtuve radisctivided en mingdn
obro exinnfeic

IV, Concentracidn Extracelnlzr de dAmonio.




Se recolectaron mucesty ciee 10 ml odel medio de cullivo por
Tiltracidn 2 trevés de filtros de Millipore Corps (0445 m).
Farg determinegr @l armonio presente se gsgrecaron 0.1 ¢l de NaOHW
10 M v se midid el smonie en oun electrodo Orion (Cambr idge,
Mace., USAY con wme mambr: -.1.Fl(‘w pare este compuesto. No
ey irlerferencia de  olres sninedcides presentes en el medio
clopsnte  leos  primercos die: minotoe despoes de agregar la NaOH,

: slectrodo ez con 2le @ concenlblrazoiones  de  anondo
m 002 mid,

MBOT R E
. . - . ’ y .
Ue Incovporseion de le Glutaminz.

La incorporscidn de 1l glulaming sl micelio se determine
midiernio la paricidn de  la glutamine ~314C del sedio de
cultivo.o L i 140 whilizede Tue puridicads previesnente
peeandole  por wune columng de Dower-1 equilibrads con agus. Al

ie  de  cuilivo ionegron 100 600 cpwm/ml  de ls
clulamineg-L140  purifi stintos tiempos de crecimiento
Toamaron puestras e 1t ml  auitendo el wmicelio por
HlPLFH" oror. slerainsr la gluolsmine presente, cads
@ pasn  por  uns emlumm@ de Douer-50 eq ibrada con

S lavo con gous W aluwd 1a glutemir
aron fraccionm@ ne 2oml o4 ose
dncorporads e opds une de ellas

- 5

oﬁro 0.3 N +« 5Se recolec

-

W O N

e .
d& eErfLng la TECHLEt

ern unn o contador de cente l.a POHLUH[TRPLON de la alutsnins
en el medio de cullive e proporhxonal a las cpm obltenides. La
coneerntracion de  glutamine . incorporsda se temo como la

arine (5 aM)
g tiempo: de

diferencias entre l& concentracidn irdeizsl de glu
, - E ]

v la  concentracion edbracelulzsr. oblemide en can

crecimiento.

’,
4

”
VL, Determinzcion de Actividades Enzimaticas.

con eitrato de

‘e

. " PR ' LT e
“ara determinar R ) setividedes enrinaticas que B

deseribern o conbimcseidn, se prepsraron polvos de scetors del
micalio filtrade  lsverndo oorn ates, ascelons 4 secado sl

vaeio. lLes siguientes pasos ce rca]l"ﬂrun a 4G, Los polvos de.

aeetone se  Lriluraron Lo hielo seco ; se resuspendieron. én

16

loe  buffers de extraccidn (UPrP%PUHdJDHtﬁ% VEanto unaa d11n010n7~'
de 100 mg de peso seco per ml de bultfer ¥ se v”hLPlP” @O g >

12 60C¢ rpm por 19 mirwtes. El sobrensdante

L e mediy
las sectividades enzinftic ‘




600 il oy sulteleo de potasio G0 mM, pH 7.2,
: vooge  btrensfTersse de la GY se
e Feravsorn 4 Sims  (4Lre La
G8  se edpresa como unidsdes por

e Uie uniicled e la centidad de enzime

steralo pov minato.

¢Pl|v1dwd vawtlru
miliorsmn o prot
que transTormz 1 m

UTe 7. Trensaminges oo Glolaming.

el un bulfer de
a,  pHo 8.5, e wmidie oc deetiricemente el gesloglotaramalo
sinmtetizado,  por ‘i Hel  mEtodo  descrito por
Cooper

» p ere un volousesn Tinal de 0.5
piriﬁn“a1 0.2 mif, buffer de hovetlo de sodio 190
bW bodeido nenciomado en cads
i sz 120 mM e lransamingss de

Gdiano-U-oxo-l.-rorleveins
o de lg eeotividad de le
l& seumulacidn Gptimu el
w o Je More, y vrwparat?nn). L.

ineubd C oy pard  con  geido
8l 20 %, Se sepsrd 1z prmtefha precipitads

pnr Pwntr fugzeidn &8 3 000 rpe por 10 MiuHLn Al sobrenadante
se le saregaron 0.2% ml de une  solucidn de HOCL 03 0N oy
valndllineg 21 4.9 % en els al 50 Z 4 se ircubd por 30

COnc
tidid en p
(POND) 0:2 @M que @s  wne inhid
dckin o6 ]

'tmglukarﬁmatmc(d. {

mirihe @ 92 C ¢ & contin R s ¢ e goaregaromn 0.25 ml dg
- 1 - o -
Mz=0H How ose lewd 1z ~iz e G500 nm. La sheorbancia ob

directovente proporcional w ia corrcentracidn el
destonlutarameto.

UL« 3, Transaminese de Glutamzto.

£l buffer de extraccidn Y la mezcla de resceidn b lizedos:
fueron los mismos awe en la znterior, edceplo que se usd

. I - o + i = - "y o o " -4
~alutamato 200 M cowme bH&lP Lo ern ver de glutarning YW no se wso
. . o .
DOM,  Le vescelon se pur‘ con deide tricloroscético a8 17 X
ge  descertd Lz prolefne precipitesde por cettrifugmcién/g el
sobrenzdente s ueutralixér con  MaOH. Se determind el
- . . . » .
deetoglularate sintelizado segun la velocidad de ls resccian
i) " 0 . . - . - -,
de la GDH bovineg como se indicd en la seeccldn III.3,

omp— - o . 7 '. o . .
Vile Purificacior de lo GClulesino Sintelass.,

pirotesTele de sodio S0

w J. Moras en preparacidnd.’

17

. ) . Ce ;
La preparacion  de la GUL pure se obluvo e parlir de le

cepa  1b-RB, que contiene solemente ol polipdptido &+ de- 15 G6




3 37°C por 36 horas. Se
reportacdo anteriormente (
. - .

10 buffer de extreceidn
secidin ULeldy A partir de la
smato @ G opor 12 horas,
reporledo ( 14) e abluvo

(50, crecids en  glulemelo
siaouio el esauemz de pupifice
1) La 08¢ pura se diszolvid en
reportado para la GEQ ( 1é3
cepa silvestre PPULJdn e aly
siaouiendo el uaqnnmu
LE pr ciar

pPrepasrsciones
is como ge

»
obhlenides
ciraorihe @n

ranizotivarente

H B
g con glutzedne corno Tuente de nitvdﬁenu 1)
o de 1 hor; con ung mezecls tritisds de
ror o 10 a0i /oml oen clutenine como dnica
w Z0 uCi / nl o on preser de glutemine 9
are et E dizctivo, estos
CETO poncentracidn de
1la dquranle el tiempo que
ewltives con sgronico como fuente de
pitrogens s les  d e pulso de 1 obhors con Jﬁ/rbL /ol de
leucins-3H, Se  prepasraron  ewlrsclos libres de cflulas vsasndo
01 bulffer A (limiderol G0 «M, oluteszto 350 st EDTA 0.5 st

A 1o cultiv

les dio  wun ol

aminndoidos.

foente de nitrﬁb

otros  amino

cnltivos ]
Ld

[
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aminposcides B wveces penor

dureo el pulso. & los

~mereaptostanol 5 mM, bisuwlTilo de «3dio 29 mM , pH 7.2) coar

dracto se centrifugd
wsd@ para medips
determinar
er 1 proteinaes
elico, La G8 s8 -
o coml se reporto
20l con enticuerpos e
arpos e cabre anti-Ial
on de 1le G5 sintelizede

; 1 para
toteles en
ipitatos se

1 ma / ml de slbuming sevics bovine, EL &
a 18 000 rpm por 1 horeg 4 esle cobre
incorporacidn de isolopos. Se Lomaron
la incorporzeion  de UMLHUJU1HUM o s
les precipitezrcolse con Xale)
ainly por inMUnupr"'mpit&ciJﬁ
arteriormente (19, ddncubzndo el &
coneje  anti-GS purificedos v con a2ntio
de  conejo. Fare comparaer leg concentree
de novo en difTerernltes condi ag e oulltivo;
Tener  les mismas opm incorporatdes on las probe

(33 [SIAL: ra o irpunoprecipitd, !u" LG p Y ee
sometieron o electreforesis v Fluoroeratie.

58

. . - s
selyoforesie w Fluoregrefiae.

L.ag electroforesis G resliraron en geles e
el ldCT]l“'id& e placa en presencia e : Ceulfato de
sodio  (8BDE) 4 wrea 7 M (17, Les geles se bifilerorn con azul . de
Coomzsie. Lot geles de dnmonoprecipitedos  de la 68 marcads
radipgelivemente i wivo fdgecpion VITI) se somelieron e
FJ“PPUOT"lfd (57 En glounos eeses  los  Tluorogramss. se
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FESULTHADOS Y DISCUSION

la aluteeins por los
SPOTA CTEEGE,

. .
I, Reagulacion de  le  sintes

. - . . . v -
SN E L alicing, wering 4 G Meupg

PR 4 . o e N L .
1o Inhihicidn do Tz zsetdeidad de le B9 por olicines, sering
o oalardinag,

Un primer nivel de regulzcidn  de  la 68 por diferentes
mnlvholzlm% X /]P iphibicidn  alostérice de estos sohre la
ernim & ir-viten, Pe ar 1w inhibicidn de

(ypd de N. i 0 glicing, sering
L, D0me Y reportado  como
] de lodss 1o 8 getereind ests
irchibieidn  inevitro tente & peeliv de
preparaciones e GBS pure de N grosaa,

by

Erm los  extractos celulars bo de  la ceps silvestre
enciquecido  en la GS5@ come de le cwsps lh-RB que contiene
enlamerte lz GSay se observd aque la glicirng, serins w 2laning
dzne e oun 9% 2 ouan 40% o
lqanfo concentraciones haste de 200 wmM de cade uno de estos
aminodcidos, 8Se procedid & purifTicar les dos isozimes de la 68
e N. gereees paera estudiar le  dnhibicidn  io-vitro de las

5

ienzimes puree 9 ver i se obteniz un magor grado de
imhibicidn que @l que se obtuvo partiendo de extractos

celunleres.

La GS o se purificJ de le ceps 1bR-8 (GSG), autante que se
obtuve & partir del suedtrolo pereizl ae alolerine, ls eln—1ih,
por W capacided de crecer en smonio comn Tuente de nitrdgeno
Ctabhle 1) (90). L2 ¢
precent? cierts =zeltivid

L o *
v awxoterolfs  de  aloleminz, aln-ib,
4 de 1z G5 (49) por conservar ls 08 «

[l

gz aue  tiene wna  glterszeidh en el pwntm izvelectrico del

MOMOMET 0 de le 68 (50 Lz putante prn'mlvolh Ih-18 solamente

tiene 1p  GB« zelive y perdic el mondnere @ alleredo dque tenis

le cepz de 1z cwzl se obtuve (50).Fera-povificar la 682 ests

cepa  se  orecid durantg 36 horeps en v cultive con glulemalo

MG Tugnte  de nitrdeeno Bl egavemz de purifTicescidn que se
0 . 4 . . - ]

aiquio  fue similaer 21 reportede pare porificer la G8 de olras

it artes nn"ntvofmc parciales de oloulaping como | le gln-lc
e

018y, Dospuds - del "Mltime peso de purificseidn le prepavecidn
s dislizd contra 2l buoffer de exireecion vtilizado pera ls G
(ver . Materiazl y Melodos) con el objeto de gquitar el glutameto
preserte en el buffer utilizaedo durante lg purific ac1on. Ert 1a

rehes erudos comg e

inhibicidn de la setividad de la 68
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Tioura 25f G moestra le electroforesis en aqel e
aorilomice- preparecidn de 1 GOl pure obtenids,
e el 2 g : roune bende perencial que corresponde con
@l 503 0] (-c.nﬂ @ du la GSe .

EDG-nres

A

SS9 F que se H%J s obiluvo 8 partir de la
12 durznle 12 hoves 2 29°C en culbtivos con
00 fuernte de  nitrogenn. Bl esaquema e

s oadowid fos el reportade dnicislmente pars
S de le ceps silveslre de N cr

)
a.‘l»,

prrific
e purifi
(14, r'fmr\

pyapns

[RERI

tRERVLA]

CE O

SRR R TIEINE W AT

cie la metividaed de le u§
sering y aning. YBe midio
L68 en precencia de distinltas
sutos  aminegcides. Be ohserve aue lezs dos

por  les  lres aminoacides, presenlando ona
con  olicinz (7 2.8 ague con sering (Tig.
i wltedo L& de scuerdo can
irhibicidn de le 65 de Eb_cg;yﬂﬁl
Erel experidento de 1a FLnnra
glevedas de  log seinoscidos
una inhibicidn navics de &0 %,
como la de E. goli <. 32) se.
z; heste de 100 mM para
oblener g o pareial de lg scltivided. Bin embargo
resultados recien Guzman v Jo Mora; en preparacion)
usando  un mébodo direct are medir ls sctivided de sintetsss

de 1 GBS gs que e la glutzming radiactivs
cgirmtetizede & partir de n]HLamuLu radiactive v asonios que zon
los sustrateos natureles de la2 68y v wsando une concentreeidn
menor  de  glutssate smuestran una  inhibicion de le zetividad
in-vitro de les G8 de M, cres con concenlraciongs Menores do
ceda uno de los enincdcidos. Se he reportedo que ls inhibicidn
e la GYS por ﬁlJCIHu, cerinag o a#lznine puede depender tarnto de
la econcentracidn de elutamsto  (33,37,38) como del catidn
(31,33,37) que Jser  en  ls  reaccidn, Se realizarsn

wperimentos  wvari le concertracidn de alutemato 4 el
catidrn pars precisar mejor el arado de irhibicidgn de las GBS de
H. crasse por 18 clicine, sering v alanina,.

corcentraclon
GB son dnhiibd
inhitdicion
2.0 o el
ATR] reporde
por el -
2 s NN
innibidores pere
puptue. pars | obrz
wbilizan concent

Se observe que, digual que Lodaes les otrazs GS estodiadas,
la- aclivided de las isozimas de le 65 de N crasss es inhibida

im=vitro ern cierto gredo por glicine, seripa’y slsnina.

4 . . . L . L
Z. Sintesis in-vitro de le  elicing v elznine . par
transaninacidn. ’ - :

N



sionificado foice de le inhibicion de
rineg 4 2laning no es lan clara, ge quoe
eetos  aminodeidos o e produete de 3
§ de la  alutemins. Lo @ i erncis de otros
Qe  son drnhibidores la como histidineg,
hPllLOf»hU, cerberoill  fosTealo, ete. ave, como Wi productos
la  olutaming  se he propuesto aue el efecto de la

e 1a setivids e e G8 obedece 3 una
idn por  eprodoctos Tineles en la pris enzimg de
higsirtesis (GS),

GS  por
deasconane

weludisdo lg
partir de

IIL”

ol

la amiraeido. ? ocureir  por
& s she wa que 1l T-aln praosente Liene oran
P T oscidos e K ) = e Hon

e Ge

vy pirmduvico  (39). 3
CATHE COMO

olicing 9  2lanina

PrOPUEn
productos E e 1 glulamins to ragulatorio
s ot e lu ~Livided de la G5 poderle Sporder @ uno

I -
CH Qom0 oourre
¢ 372 En

relroinbibicicon por  preductos Tin
con los olros  drhibidovres de  est
MIPPLU!"HIHM”H como . royd I ¥ o e estos
aminodeidos  pueder  venir de la transerinacidn de le alulemins
31 o venir de wng  lramsemingze  de  olutzmato w que esle
aminodeido a su ver wviense de  la aluteming  por  la GOGAT
(32)¢P01 lo tembivdn se he propoesto que en caso la

GRS
peoul

prime v slenineg pueden considerser cono e prodacto

I alutaming (31,32). Sin emharoo; en cesi todo los
sizstenas etudiedos Talta evidencis @“pprnmnnLa1 Pavay
comprehar la propesicidn  de aue setos uMlﬁOwCl”Oc GESN
productos  fTinzles de le glutesine, 9 podris ser aue la
4nhini016u de la GY poer los mismos no obedezes 8. wnB
regulacién e retroinhibicidn sino e puaedan ser

representantes de une sensl regolstorie diferente que queds
por investigaree.

Fara saber si en N, crossa estos aMinoecidos se pueean

sintetizar a partir de clutamato o de elutemina  por
» . - i3 . . . .

transaminzcion x-1z) decidid buscar la  setividad de wne

transaminasz de qglulaming o de glutemslto in-vitro wsando como

sustrelos los cetodcidos olionelsto 4w piruvato. e tashlas 2.
muestre aue hay (LJVJ'ﬁd dne-vitro tanto cor alutsmato comd
con glutamine  come SMJHO’LLGG" dﬂnﬁdnree ern presencia  de
gliouzlate o pirduvico como  cetedcidos  que 21 incorporar el
grupc  amino  de la alotamine o el clutamzto sintetizen glicing
v oalening  respectivamente, Lz getivided de transaminssa de
glutamato es  mayer aue la de glutaeinag, lo que indica que hay
une - mavor  sintesis  in-vitro de alending v glicineg @ partirv de
aluterslo, Aunque rno se probd la sinleeis de serine por.
tramsaninesss  de glutemeto o de glutamine , este gRincscido se
pusde sintetizer a partir de alicinz., o
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tanto el glutamalo como la
no amino para la sinlesis de

Se  concluye  que' en N oo
alutaminzg  puedern  donar su nite

alicing, serine 4  alening!  siendo  mucho  medor 1o sfntesis
in=vitro & perlirv de  glolssstc v ewy reducids 8 partir de

MAre e
IELS) |

g concleir i dn-viveo Lamb
oo pazrlir de  glutamalos

b eming . Ao,
b'd

T E LR

e o

[EIRTe

i P eree i a

P o &

. .
Tooueys anper Lme que s presentaren
. . \ . [N
rocteE preponer un siqanificado fisielogico
ror alicine,

los  diferent
. .
#  continuzelon tretar
de le  dnhkdbicidn  in-vidro de lz B8 de M crosges
ring w alaning.

Bl

, ) .
3. Irhibdcdion dnevive de le 6% por aelicing; sering

.’ 0] PR .
cabre le geimilecion primeria de amonio,

e prinera lines experimenlzl gque se ﬁiuuié pErs gonmeer
el pap: de 1z elicins, sering g alemine en 1z sintesis de Lg
olutamir fue comparar el crecisiento de lz cepa ﬁilvestge e
N, erases e presencieg de uno de los sustratos de le 68 como
Trante de nitrdeeno en pr
los sminoacidos mencionedps

-~ - .
QeleaeEn el ecrecimitemnto 4 reaulseion de 1l 69 de 1l cers

gilvestre. '

La Tiqura 3.4 presenta el crecimiento de la cepa silvesire
an - elutamate ¥ en glutamstlo mee glicing:y sering 4 alanins cono
fuente de nitrdgenc. El tiempo de duplicacidn de ests ceps en

elutensto es de 2,5 hores, i sdexds de glutamsto oestd -

Ppresente  glicine o serime el tiempo de duplicaeldn suvents 8
4 4w 5§ hores respectivemente, wmierntras dque en presencis de
elanina le cepz orece c2ei dowsl  aque  ocon elutemeto. Este

seneiz v oen svsencls de cades wne de
..
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resultado  podriz  indicer wn cierto efecto de la glicine v la -

& e la eluterine., Cuasndo la glicina, la
b ohEEPVEN - POLES

sering. en la sintes
saring - o la e2lanineg  esldn T
intraceiolsr Cmuy elevaedee deood matog painodeidos
irdicende aue ostdh entrendo eficiernlements 2 1z células (detos
o pressctades)c Ero oppovwn. de 1o smlerior se observs que 1a
e doei crecinients  con  ezde  ono o de estos sminodcidos
2060 Trerte  de  nitrdgens  (fig.  3.BE} e relecions con el
afecto que eetos  aminedeides  tierern en  le velocidad de

-




CFia. AE), Ouizg wstos resultedos se pueden explicer poraue 25
la GEg tiens wna velocidad miimg Mmucho menor que la Gagd (.
redn w  Jo Mora, en prepsreciot) oy ls disminacidn en la
e e GhH puede conbribaiv poco 8 0 le sctividad
e ide.  For lo que una disminueidn en la
"o r celed p cono una disminucidn

a de le GS,

-t
sirrlosis
Grerimatd
gintesie de 1
re lz =etieic

]

mels  de  wns segor relacion 5?0(
fLica de la BB que seria
Lo se veria
LUNE MEyor

poeible e pr
resulte  en unz woar eselividad grneime
inhibida  dpe-viveo  en menor grado  por alicine.
POy unE preparacion de GEB purs Lier

P e 2w mawor relacidn S/7 aue urs 2P araelon
x (. Guz v Jy More; en pr selond o A miEmMo Se b
oheerviedo  ane  en diferentes  preparsciones  de G5 ouras; que
conlienen une deTerente proporcidh le GE g con respecto 8 la
Cody,  le relscion &/T7 de lg zetdvidad de la GS Mavor entre
MErnoOT s la  cenbided de GSK pr
correlacionasr GO Luna  menor  capascicds
clulaming Expecimerntos en ourse  tretare
Proposi

vbes,  lo aue podris

parz  sintetizer
v ode comprober ests

sering 4 alanine disminugen le velocidaa de
cepa silvestre en presencis de aleauno de los
sueltratos de G como  Tuente de ndtrdeeno . Ademas, la
glivineg tiene un efeeto en diswinuir ls sintesis de la isozima
o e lw LS de N, crassz, Fste efecto producido por le glicine
puede  sep  represenltetivo el efecto producido por: los atros
dos aminodcidese En los  experimenlos que se presentaran mas s
saelente propg el efecto de le glicnz, serins v alanins en
la sobtivided v en la sintesis de lz 68 » los tres tisner ur
eafecto similar.

L2 olicing
cracimiente g

[

2

LebErr el erecimiento de cepas molantes en las enzivas de

2
P ;- ;
similacion de 2moOMio.

&

Coan - el objelo de aumentar el posible efTeclo de lz alicvine,
sering v glanine en el cerecimiento celular en presencia de
P - I 23
#lovno de los sustrelos de la 08, se estudid el efecto en ung
muterte  que  liene dissurmefds  la  cepscidad de asimiler el

camonio en glutaaing.

Cono  srtecedente, s sabfe de un efecto de le elicing
sobre el crepiciento de una mulanle deficiente en su capacidad,
de  zeimiler el emonio 4 que carece de le GDH (48)., Se reportd
aue le cepa GDHT de My cresse presents wn crecimiento residuosl

i -
Q

@
. —_— s . e . .
en  seopdo come Fuente de nilrdgeno gl cuwel es inhibide i ge.
gareqsz qlicinsg o serime en 2ltes concentraciones en el medio



i .
anespun con obras eninedcidos
puede ser wun ejemplo de
in=vivo, sin emharqo se

e oultivo. B efecta no
que 2> probaron (48, :
i efeclo de 12 olicinzg u de ]
desconoce la  rezon de esle pf- se derostrd ern N
eraseEs  ta presencia de la GOGAT (14) se postuld gque la motsnte
.GDH @ puede  crecer wmnniw i Lo iouel e una cepa
eilvestre, oraciss @ GOGAT junto con l&
BE ern lp esimil uvl 14y, ddemids, se
rerortd  aqu la CN49|» aetividad de la
GOCAT  ern zmmomio  en eMee e voslru C1Ey. La
wleveds  Pe l ividad de  GOGAT v por cig
aronio por le wiaz O

e ovecer @

e
rrbe wne
1
1o

Z)!

OB Mo
celula ur Vg
Pars tretsr de
en la dnhibicion
aMmomio e
@s inhibide

solo le
i
v la sering
_ 2 GDH®
k e La GOEAT e Mo oo
obseraed pireune inhibieidn .
i s por glicines (G MHumtelt v J
lo Lento podvfa Hedueir quag
mointibdir el ereciseinto de la ceps
do por lz inhkibicidn de le h&
cont resultado una LﬂhlblCIDH
imiento de lea cnlnlne

indicarie aue lm

2 pars anied
evplicar el elaclo I
el crseimientno PP‘]ﬁHHl
determing i 1
sor olicing. Ho s
de  la GOGAT pure de N
Mo, debts mo publicados)
el eTecto de 1z glicin
GoHe ern o anonio rodris ester oz
por este nmznnac1mnr gue Lraerd
iy le esimilacidn del amonio v en el creo

. &

. ., a3 I . . . e
S midiao el efecto de la glicinz, serinz 4 alanita en el
crecimiento de wnre  motante guxdirelz pareizl de la glutamins

(a9 Cbabla 1) en presenciz de glutzmeto cono foente des

cte mutente 668 conzerve 1z GSe 2etiva w tiene wns

nit?ﬁt?ho.' E
rlte ert #l  peso soleculsr de  le BSE pre
pol1pnpi}d0 ce B0 000 dellones de peso moleeoulsr (170, V|
muatzrte  conserve la  capacidad,  menor que la de la cepa
stre;  para  crecer en glutzeato como  fuente de nitrdgeno

sl @ horgo se  corece a8 37°C , Jo ave debhs estar dado por la
actividad residuel de le G8 que presenta ( 173, La figurs 5.4
bra @] erecimiento de le | copz 68 en glutamalo 4 en

olutamelo mee  olicina;  serine 4 zlendns. 5o observa  que

mientress  aue el liempo de dupliceeidn en olutasaty es de 4,5

hores;  on olutemele  mee  2lenine  diegminuge 20 6 horas. 8in
enbaroe; i =sdemzs de glulsmeloe se eor alicing o serinas la
cepr  GS o orece durante legs primeves 12 hores. Bl efecto que

am vron ocon nlicineg v ogevrine ss clerpen tw H‘fﬂvent@ @l e
e cor 2lenine. Este cepa LS idlh Be incepay de

crecer on glicine o serine cope dnices fubnt“ de nitrdgeno,
gste efecto es exclusive de estos dos seinodcidos vz dque esta
. - ]
cepa  puede  orecer en otreog  aminogcideos ya eea wsados como
Tuente e nitrogerno o /Junta corn glutemete (detos  no
prasentados). Eete efecto drdetico de abolir el crecimiento de
1% cepz (8D con qlicine ¥ - serine  se  observd ussnde una
. i s = .
concentracion  elevads de estos smincacidos (50 mM) como se

la getividad

mbando wn
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ey la Tiguras D0A

s @enor concentract
sminodeidos de 10 =M o 21 LI s efeclo
) Lo | NG pr ¢ For 1o tanto, ernn lo
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cler olicin serine v oalaning nomly elevadas
une de 06 aminogcd L2 P Les Como
ity dneno (detos mo prese

to corn olicine w.s
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ento de la cepe ;e

N . v .- v
Se  propone owe e dnbdibdicion del ore
i G% por los

fecto in vive de’ ls drhibdoion de

i
ricos alicineg ¥ oserins.
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OFT G VE BPOMEGs losw ¢ tados que se
L Tioure S.8 Le gloat ;o procucto de lg GSy

riny en la ceps GO°.
N - ) G
nitrogeno la ceps G

fecto e alicine w 1
oz olutaming couro Tuenle
cracimiento  dplimo, =i edemse le glutamineg se
i o serinz. este ceps <f crece, @ diferencis de lo
de glutemalo, sustrzlo de la 68y mes
FMATIOE dose Re puede coneluir que 1z glicine 4
s un eteclo drsstico in-viveo uye que arulan el
glitbameto de 1z ceps GEF, que tiene reducida la
ginletizer cluteming por efeclo 1l motacidn g
; hracidn  intrecelulzr  de 0% foidos -
‘ T 68 pedria inhibir tetelsente lo setivided de
arudendo asi le pocibvilidad de zintetizer gluteming

camet o

PEv]

&1 fryé

a& partir de

La evidencie proese demsestre  Aue le inbibicion del.
cresimiente  por olicdne, sering v elaning  depende de 1
2 v ode le concenlreac de suslretos de la GEP

3:2, Efeclo sobre 1o ressimilascion del amonio.



Bl Lleabajo carrollado por  Je Calderdn Yy Je More ha
demostracdo  que  cugrndo  se  use  gluta2ring CcomMo fuente de
nitrdoeno en Ne ar: 2 ea deorapdads pripcipelmente hasta
amordio u "ﬂdu revanenta, En le eiclaje de le
aluteminag irrbervienen aue dearedan 1o
Lranst i i
chde Lo Sl
'mdi&nte ol
taramelor La
. vl dzcuug]n{;r;m(Lu @
B au dow zobividedes

dpp-givn tia Auuu
e PP’IdP“LJOH/e
ible de la2 glothmins
uncampLeste que e
hace imposible 1z rwucciun
peto que no de clclize es
iv; h a retoglutarato
g Liene como
s la GOGAT
degradacidn de

Twertte  de

Calderdn v J.
prupnoa(o aque @l
imilade tanto
inm por le G {(27).

cie glutaminsg-140 &
Coe elutesming (Je

2l A Lm;'lu
Lo wque

Luaians
rteriormente
la aluteming purde
> GDH comoe g
demostrado T:
Farl: ) i : s L0 en presen
Cw]uwrﬂu wode Morey en rrupnr>"J&ﬁ).

M Lrdgeno

Morae, en pre

amonio  que
~
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For  otro  Lados tisbies observado que si s crece a N
gz 37° C an presencie de aluwlazping sprodecto de le GB
oMo Teente  de nitrdgeno hey cilerls activided de le enzims
que @e mayor g lg  ectivided que se observe en pregencis de
aluteming & 285°0 4 que ¢ debe 8 que 2 Z5°C se reprime maes 1s
{ e la 68 9 por lo Lento de il elotanmins (19,21,22).
P neisz  de  one »Clividud elevads de la 68 en presencis
de  aluvlesine 5 37° € podedfa relecionarse con que @ requiere

. . -
AT resinlesis rie aolutaming en esta econdicion de
crecimiento. 21 pronio  de lz alut: 3 ressimils en

alutzmpto o ?mine 1p cdlula nuede rltir de
estos  sminodcidos, todes lps. otros compueslos uilrununadou Grie
requiere o parg e de  meeromcleculas 5 Ya sez por
transemingcionas e olutemelo o gluoteeine psras
obtener  diferentes aminodeides (Tige &) 4 por transsnidacidn
de  le olutaming otros esqueletos de carbono pere le sinlesis
e obtree  aminogeides; beses nibregengdes;  aminoazucares Yy
vitaminees.

Erm  bhase lo znterior; se decidid revigar los resulisdos
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difTerencia de lo que ocurre oon 2laning v lewcina. Fars

. 7, . .
comprobar B hipotesis -,  se delrminaron las  pozaes
0] k' ”
Lntravﬂlnlarnn de  alubtzmato presentes en eslte ceps d@spugs i@
1z horae G eracimiento en  leg  fuegnte de nilrdgenp

MPHC1ﬁh8dP%° eetos resultedos se moestran en le figure 13, En
te condiciones en 1 que este cepe puetde orecer; la
Jnlrtvu1u]ar e glutamato ez mucho mzeor 2 la que ge




olulemineg mas  qglicing ©  serina en. les que la
v ola pore de alutamato es muy haja.

4

determing :
g

celula no cre

fr la Tigura 13 también se gJ@stran las pozas
intrecelulaeres  de glutzmine de la ceps GDHT,G5 " & las 12 hores
e crecimi ere los mismes Toenles de nitrobheno. Se observas
aque ern ing  ecore unice  Teente de nitriheno; le pozs
intree slulamine : g beje  (nivel NG
deteel Lo “””'lURF POPr que aran
: YRS N se degrasde vy la
eI g rntanlte; la
verivendo hecis 13
i 31 creciniento Gptimo de le
mostro dque en alutaning como Toente
Lenteo de esle cepe of oplinmo 9 gque s
1 crecimiento  hay  wne  elevade excrecidn de
SO Moo poce de glulemine que se observe en alutamninsg
mas  glaning,  leucina o €eminoischolirico comparsda con ls que
aw  ohservas rluLamnnh podriz deberse @ aue eén presencis de
ealtos RES : 1 menor velociasd de crecimiento
(fig. 11y lo implicar aue se requlere dgerivar menor
cermbicesd de pare le sfitesis de proteinas en estes
condiciones ] boe  For o olre parte, en presencis de
gatos aminméktdo" le roze de olulameto es mavor 9 esto podris
PYOVEET  ung  megor capecidad pare resintetizer glulaminae. Asi,
wre meygor  resinlesis de glutsmineg w/0 une menor derivaeci@n de
1 oglutaming psre sintesis de macromulé&nlﬂr; GETIan Une meygor
pors  intrscelolzr de qlotaming. En presencis de glicinsg g de
sevina tombien se observa urnes eleveds poxs intracelular de
alutemineg  lo  cual podris  indicer ave le glutamine que ests
erbrando @ 1 célule u que no es o aradades se acumuls durenle
las L& horegs de incubecion en eslos medios de cultive en los
que le cdlules no este creciendo.

i

ol

La cepecidad aue conserve lg ceps GDH ,Gc(aparﬁ ﬁintvgjrar
gluteanato & partir de Lz alulssing como fuente de nitrdageno
Fuede  ser el resulledo He le trenssmidecidn de la q@lutamins

por diferentes trancauidesas o por la GOEAT 3w de la.
trenseninacian reversible e otros eminodcidos heeis

glulemato. Es obvio que la &Pﬂle*d pevre sintetizer glutamaeto
como  producto de le. lransamidecion de ls  gluleming no es
5ufiuiﬁnte rars  proveer 1;5 concantraciones opltimes de esle
amincgrido, Cele o se comento enlervioresenie al nostrer aue le
ceprs  GDH @ SGOGAT® T (Tig. 10 que no puede sintetizer glulamela
por  la GDHM ni por le GOGAT: presentz vna wenor velocidad de
erecimiento  en qlutapine como Tuente de nitrdaeno aue lz que
rresenta lg cepe silveslre, Como se indice en el esquema de la
fTigura &, 3 transaminesss de glutamate pueden Tuncieonsr de
LR MBEMETE reveraible dando aglutemelo 2 parlir de
deetoglutarale w olre /aminua‘ido; o cual  depernde de aque
ete unz congentracidn suficiente de estos sustratos paras

) |\Ii
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7 . N
csinlesis de elutamato. Agi

ET 3opar GAT requicre que
puista wne pozas paTiciontemenle el g de acelogluterato
Id .
pues tamhiern es unn de lee swetyalos de ests enzing.
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simbetizer gluls

ERE:!
ITtla pare

1a GDEAT o dé uﬁ; T;Qlu(

poras  intvrescelulasres  de
; b arae tratar de-corvelacionar la
i aolutarsto LHLPHCQt”JdP con le acuMmulacidn
aque indicarfe wune dismirmcion en le utilizecidh de
1a  fuente CaEThong . Le tatble & nuesltre que en glicing:
sering  w srine hay une seumulacidn de ls pors irndracelular
de  aluceose = difeverncis de cusndo alotamineg o alutaning mas
leuwcing o daeinolsobutfricoe esztdn presemtes. El efecto de
gevmalar la alucosz en presencia de elicing v sering se puede
interpreter  come  aue haey  un blogueo en el calabolismo de 1z
fuente i cartono aque  traeriz como  cons ecueneia - una
geumulacion  on le poze de q1nv09n YW oLna disninucidn ern la pors
de  geoetoglutarateo 4 quizd de otros melsbolitos intervediarios
el melzgbolisen del cavrbono, El efeclo de le a2izrni;me en ol
aumento cies 1# pore intveeelulsr de  la  olucosz . podrie
interprolares  como aue le 2lenire 21 lrensaminer df piruvato y
pete  puede estar  siendo wWilizedo eficientements como fuente
de carbono lo aue resolleri® an acumulecion de le aelucosa,

1

e nl;lr(n

Se poede distinauir el efecte fisiclohicdo re s elicing 4
lg serine en lzs  diferentes cepezs estudisdses con el de la
alaning, aunawe los  tre¢  son  inhdibidovres de la GS. Esto se
podriz euxplicer por wna diferente "apacidad e der glutamato 8
partir de czde ono de estos ires sminoseido L roxa elevada
de  acetoaluwtereto en presencie de alanineg pueden desplazar el
@%uiljbriw de le T-qlu hapis le sintesis de aliaamstod La
eelules  pueds  sintelizar spficiente olutamelo’ s partir de una
corncerntracicn  eleveda de elsnines sin lz necesitsd de | la




petivided de  la GDH v vna concentracion egleveda de glutamato

L bl “ /N o " N, a5 S T - - e - o g ’, - g o - .
diemirmirie el electo inhibidor de esle amindeacido sobre la
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constituyen el aran
Fludn e Toien 2z le célule 4 es
loaien et @eian : nlesis puede estar
. 0 ’ ) .
e maw distlint viveles de slecion por circuwitos
rnml]r;u' | ERIN muy Finemente el
P
oL sceeldedes de
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= mileoaenae e e lere.
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sminoacides cone elicing,
Tlujo del esmomio Yy
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s seimilascidn
le S por estos
serimncidn en lae
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el Tutamineg por
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Sureio 1l pregurnts de aue si la inhibdicion de le sintesis
s glutemineg por la glicineg 4 sering 2si como un bloaquen en la
wlbilizecidn de  le Toenle de cerbono que reduce  la  pozae
intracelular de toglutarato puede explicerse por @l ¢ismo
. b . . g s ey e 0 I " - " . [«

eeto reanletorio de eetos  sminodcides  sobre lz G, A

. . - . - d - e e
contirecion describird el anfoaque experiserttel wlilizado para
trater de vesponder ests prequrnla.

II, FReaulaeidn del rlujo de le Tuerle de carbonn por el

A . ~ . 0 .
flujo de nitroeene hseciz le sintegis de olulanminag.

Le aimtesis de glulemato 4 glutsming son purdos claves en
@l metzbolismo celular(aa aue & Lraves de so cihteﬁiﬁ v de la
cistribucich del nitrogens e 0% exninodcidos  ocurre el
fluwjo - de tode el cerbono ¥ el nitroweno de lg célulaa Se han
repportado  ejemplos que dindican que wnz disnirocion en le
valeecidad de  orecimiento Uﬁ_ﬂt pregsacdeblido @ wr hlogueg en

la sintesis de elutamato o de glotzming de come reswltsdo wneg

goumuizeidn  del  deetoglulerete intrecelulasr. La cepa GDHO que
presentz  une  velocided de crecimiente reducids en aMonio como
fusrle de nmitrdgeno, por  que ro poede 2eimilar el  2monic en
clutemeto por la GDH, preserte  wune poza intrscelwlsr de
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tocloteraslo wmevor @ le  aue  prosents la ceps silvestre
iendo  obtimavernle  en amonio (23). FPov otro lado, como 4a
menciondé  em 1z introduceidn, se han oreporltade estodios sobre
g rr]aﬁidn erbre la deprivacidn de ls Tuenie de carbono g la
ge la 69 de M. craessa (400 4 de_g: otilis (41,42),

ne hay reporles Sobpre Une T Tl e coardine
d@ la gloltamins con la whili 10 de ls Twernte de
b ar los resultedos eoperimernts mostrados
lp drhihicidnh de le sintesis de ia
rcidh e lee poz AICI Andc. )""]“Ld"‘r'tﬂ -1
eotos  dos  efectos resuletorios estan

1

I

erimenlel que se siguid pars
comparar como e metabalizse la 1
lula Liene on Tlujo dpling oe ﬁitrcna“'
ar wete  Tlojo e gieminuido v cusndo
Ihh!' e Le fuente cETon  due
CETOGE; Que dearpduxda  en
alucosa 2 Tructo por le inver
o melaholi pare
1. Se midisron [re celulares de
ale que zdemds de ser un irdermedizric del ciclo de
Krehe e¢ ol swstlrato de lae GDH, o g el ogqumleLu the carhono
anie 1 whilizes pare  Tijar el HLLTUQCHU inorgarnico @n
compuestos oreénicos.

Bl enfeaue @
pragonts  Tue el
cEriono
cie
Lotwﬁ

o

voclagpiiy

I /.,
e gL @ b

intracelular
cids  an

la figura 14 moeestra el crecimienlo v l:
e Aoegtaolutarste presente en l& cepe
diferentes foentes de miltrogenos El crecimie BAONLD &N
eveesn  tiene wung Tese lag debido 2 que que esls e no puete
geimilarle por la  GDH 4 solemente tiene s vis GS-GOGAT para
s geimilaed un. 81 adesds de zmonio se sorege plicine o sering
estos  seinodeides inhiben totaslmente el crecimiento de le cepa
COH® (48 (fige L4¢A), Asd mMismo; este cepa ws incapaz de usar
3 1z aqlicine o =& la_sering coeo fuente de nitrdaeno (fig
144, Comp uyr comepte zrleciormente; el gfecto de amuiar el
erecinient e la cepa GDH con . glicina « serins se ha
irberpre como el resultsdo de le inhibicidn de ls 69 por
Los fwidos 12 que disminuge tolzluente la capacided de
aeinilecidn o gmonio  de estz cepae Le melionina gsolfoximina
(M8 - eg wn inhibidor irveversible e lz 85 (98); cone se puede
danne by ey i g6 BOTEIR B WD medio de culiive con amonio oomo
e &

em nhrrrw e la Tiguwra 14, A para la ceps GDH®, 1.z Tigura
14.8 Cmuestre el wvalor de les porzse intrscelulares de

dectogluotarstlo presentes 2 las 12 pa e crecimiento de la
vepe  GDH® en cade wne de las foente de nitrdaero MFﬁ“iUﬁ”ddao
Er  eamonic como Tuwerte de nitrdaenno se observa hna acumulacidn
del M"UtUO?HLGPBIU aue s& ha interprelado como oL rdsuliodo de

I
la T2lte de etividad Ol Lo DML EN cambie; en m

Lrogene  se inhibe telzleente el ereciciento comp
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clicing; sering o M8 4 en glicing ¥ sering  como
ritrdoene le poze intracelular de acetoglutersto es
Laniio nesta 20 veces mMenor que en- amonic. Esle
n oes paraddiico senft 1o irlerpretacion que se habie
solire le seueuleeidn del Jeetoceluterato tanto en le ceps
} e sEEardo ern la cepa silvestre en amonio limitado
(23, TIndcigleenle Toque si se bleoaver totslmente el
fluogo por inhdbir aptividad de le 8% se deberifan  soumular
i POTEs seetogihvisrate iempre  que  gstuviera

T4 wan de - carbone.  Los resulliados de le
148 & interprelacidn  vya que el
(2N e inkdibie ls sinlesis de ls glotepins
2lo de cerbono, Letoglutarato, son muay

. p .
Gurojoe 1z se prede ver el mismo efedlo de
. . 7 o .
dismiriaier  la ir la

foepcbe de carpono el dnbkit
1 la ¢
i dn de snonio.e Farae esto
de deztoglutarato de la
R 2E BN ZMONLO Y OGN @monlo Maes
= a6 ave  ern anenio se obliene wn
apting, arn preosenciz  de ¥MS fe inhibke totslrente
e creciniento (Fioe 1590 Le poze dntreceluler  de
etoslotareto aue se observe cuando se usd smonio come fuernte

Cfog, 19.B) es menor & le que se observaebs en 1a
(Tig. 14.B) lo cewdl se esperaba  pues 1a ceps
Presents ure erecimiente  dhting  en  amonio  a
diterenciz de la GHH® por el bloqueo awe presents, 51 se mide
la poze inbtreceluler de «etoelutarsto en el oultive cone
smonio wes M5 spenss se detecles une pozae baszly 10 veces menor
2 la que e observe en smornio como fuente de nitrdoeno,

e e
Mmasm hloauees e}

compararon lag

, Se  propone  que sl parar el flujo de carbonb 9 de
nitroceno por irhibir le sintesis de lg glutening se disminuge
le whilizecidn de la Tuente de carbono extracelolar.,

Los experimentos sntericres fTueron realizedos partiendo de
conidiss de M. cressa aee 2l incuwbarse en un medio de cultivo
en el que ne  crecen s Yye ees conr elicine, serins o M5, Es
posible awe en getes corddiciones se estén inhibiendo procesos
Intc] difqyenciacioﬁn oelular My importantes como  la
aermiraeion,  Mes preguntanes si el efTeclto que observamos sobre
1p inhibicidn de - la ‘wlilizacidn de Sla - fvente  de carbono
pudiers ser @l resulterdo de wn efeclto colateral por la
irhibicidn de procesos de diferencizcidn celular  cone . la
‘germination de  las  comidias v no el resulitado de wna
poordinacidn  entre esta W la irnhibicidn de lz2 sintesis de
glutaming, Pare explorar eslo se realizd el experimento que se.
~presenta en la Tigure 14,

epa silvestre, sin que’
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a8 ceps GQH@ de N. cracss precrecio durante 6 horas, a
2 Lienpo el ti Tig se lave 4 <6 cembid a olros medios de
cltivo  en lc e se siguid el crecimignlto por elras Z hores,
Conn  se  observe en lag Tiligure 1é ls cope copaz fe orecer si
Cumh1¢ s oun medio con BHonio o carn amonioe pes @lgning Como
i PEro 2 o6i 0] medio Liene smonio
} { le poza inlracelular
de thHﬂd"TOh ‘ern cads

@

rie
[Ixts) Lonificatives
on rencia de lo

cuando se delterminaen lag
‘HL“UuU ¢ por 12 horas. £l
v ie @)l valor de deetoglutsrato

s pero partiendo ce unsg poras
de M, crasss a tiempo’cero
Yo Exeocapbios en

se PPrecrecleron
trdeeno v en este
intrzeelular de
mpo en el

qx 16

cornidiae

memolass/me protedn

e las cond

como Toente de n

cambio e pedics, l& pozs

cie 5 n@olas/mﬁ de proteing. EL Lie
L '

Lﬁ*dl
Qe es
@l  experim
durnntn 4

o

'h [ il mbio puede ser
Tooun cambio  en la poze de

pertid w en reslidad ls poze
condieiomes JWHﬂﬁjanW que larnto
foernte de carbono, For este razdn se
el gretoolutsralo sintelizede de novo despuds
s omedio  de  cultive. Eslovse loord nao a los

cultiuvos  un vulv. covto, 2 minvtos zrles de les 2 horas, con
v determinande  ls  vadigctividsd incorporsds
@ deatoglutarsto que  fue  prevismenle
Q]ugemato corn 1 GODH comerciel 9o el
sppard  ewn un @nslizedor de arinodcidos. La
incorporee e este es  proporcibnel & la
deetoalutereto simtetizedo de nove a partir
14C durante el tigmpo ave se le did el pulso

doatooluta
1ntranﬁ1n1°r

p“OGﬂdtd 3
del  cambio

k=)

1rﬂn fnrm 0
aluteznato-14C

redizelive; pnr
daum

&

' Fr g figurz 16 se muestran los resultados de
seidn e dndicen  que en presencia de amonio Mas
alicing; rineg o MY, aue inhibern el crecimiento de la cepe
GDH9 por . innibir  la idn  de  ewonio por 12 G8 , 1a
incorparzeidn rie radisobividad (=14 deaeloaluterato  es
i : male 1o que se inlerprets come un blogqueo en la

la sac2rol bste es diferente 8 lo que s

; zsencie de sronio o amonio mes 2lanine ys que en
medins  ern los que lz cfluls crece; y se observa una
s de nove de  Aeeloeluterato degpué% de dos hores de
miernto. En  este experismento tesbidn se determinaron las
pozas  inhy slolares de alucosa. En 1g Tigure 16 se observa
nue despuds  de cdos hores de erecimiento en smonic 9en amonio
mas slenine,;  les poras inlrecelulazres de glucosz son menores

L@
peta celersine

=R

mto o ¢e estd tomando en oventz la poza de:
lotarateo oL haye sido sintelizedo w/0 scuvwelado
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olras Lres condiciones en les que 1a ediule no
recsnllados se puedern interprelsr comno que hiiy an
el  cetebolismo de  le zlucoszs  awe viene e La
de la secarosa, por Lo aue no hew sinlesis de novo
Lum1ntaern en presenciz  de alicing, sering o MB que
1nhLbor @l crecineinleo ¥ son inhibidores e le GS, Esto es, en
el micelio 4ys aerdinado de M cra 3 h“w una reavlzeidn
coordirzds  entre  le  inhibicidh de da ssrle de olutaming 4
Yoo wlild SiAn de 1z Tuenle de corbono.

quE @

L4 - +
By P i Y los resullacdos presercledos en

7 wobhre 1z accumuwla 2 uluuoau y lo
oo deetooluterato gn lae cepe GOH «hﬁg @1
2w ogerime que inhiben el PFE"JM]”“LO cor
Gp ie le siguiente maners, Debido a
LGODH v 1w e lg cepe v & la pr cig de
alicine eale  dimhitidae  totslmente 1 capacidad de
imilecidn 1T amarie e olvteesley v en olubaring, 4 por lo
tertn el Tluje de 2ETHONG W Oe nitr&éenm pstd parada. Como
vor ia  cel hloowes o tos  Flujos, se regularis la
nt11 Tuente o avbono hleguesndela 8 wn nive}
podmule  olucesy 4w e dissminogs el

lﬂnﬂnh

Fioura 17 esquepsltize lagy encruci jad metabdlicss del
ligmn  del arbornn v del  pitrogeno  d lz sintesis de
1atw u ﬂiutamina o la distribweidn del nitrogeno de
aitferenles soqualetes  de  carbono.e La
letos  obtendds e fuente de casrbono
idad  de  esimileeidn de swonic hacie la

1& L cEpE

u
; inhilie este fPlujo de cerbono v nitrdgerno. ? Se
podrian  acumular ol ntos  intermedisrios del ciclo de Krebs

come  destoglutarsto  que ro estarda Tloyerdo heciz laz sintesis

de  elutemato, ademds se  sewaulsrfan Lodos 105 esqueletos de
cartoro que  Torman  los  aminofcideos: beses nilrosensdes,
aminoazucares, vitaminas que se obtienen @ partir de glutemato
v pringipelmnente de glutamine. La celuls debe pudtr SENBIT . el
fivgp heciz qglutaminae; denasdor Hn:vurua‘ de ribydaeno; para
reqular g reeldn  de la P
de muehios conpu or e
doe heeiz  sintesis  de
ersrodtice  aue este

&

ala conelueidn aeneral ghre un parorsmsma uobr

rL - s L, N .
regulacion metebdlice moy 2eplio Yz que implics wne re uulsc;unv

coneaer artre el metabolismo de carhono 4 de ritrdeenc que
no  ha  gido contesplade pare mingdn otro sislews e“perlmental.

alutamate w  olulemine por la GDH u le GS. 0ud
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aueE eslta v ieirs ; Crompuesta por
cireuitos mnt ph@licos oy CUMP1(fJUL Qe por dilucidarse
SR RR1 ; del estudio de remulecidn del metabolismo
Tuter  un provecto de investicezeidn cada ver mas interesante.

Ferdemes frear

5

Q

s, N I P
FPor  ultimo, comenlare solo  alounse 2 les pregurlas g
i Eaperimentzles o G [l LT para
e e deriven  oe 1e PF“PO"!LJ(H arribs

de la celula La
TiIO Comg re la
mive P Cono g menciond,; son
*'HmH]>r & Junlhu @l
Te wir ‘e la
stahalitos son les
realacidn.

Faonletopid
e

Hb nzlrn
nnn 4]

g carbonn oourre eslte

’ . .
2 oud  nmivel  del g
G SRR |1(vnrnn 2 Proponer que

blogueo 7 Los resulledos

exislte  wun blogqueo ern 1 ~arhiono se a2saron en
megir  laog s intecel 2o 4 ode olucoss.

e

thiemenln, arbre la Al d"‘iUmlHLd?” o8 partir de

alucogs  existen muchos posibles niveles de reoulacidn de ests

vie 4 aquedan  por eOnoLeT loe puntos del meleboliemo en donde

E come  los  nivel reculatord

. . g 1) ~

detentes. Dalos prelimi : indican  q pudiers haber
S . e

tanbidn  unz  eeunalacidn de GTF en les condicionss en les que

i . . - ” .
as drthibio 1g G w le sintesis de geeltoglutarsto,

En el arupn de oy More g€ he pensaco aue wne posible
eetrelecis permite dilucdider los mecernismog
oriog ceriz @l an: e sendtivo~fisielduico
Lanto de P(pah SRR ntes ocomo ibles a2 la glicinag
inhibider e le sintesis de oluotemine, Este Lines de
investinecion <@ siguiendo actualeenlte por Y. Morse v J.
Mora W  seqin dov: puy prelising
sET LN 4 revimentel  que  awude & resolver este
rregunlas.  For ejemplo; e

Tl

» obtovo une cepe sensible g olicing a
arlir de la cepz silvestre v  presente wng  alteracidn
estructural  en la arrle a2 etres gllersciones
estructurzles  report El e cepas msalentes

.
[y

tante con
st spenas

a2 glicing
nes sernsible s este

LR M
GDH

sre e

resistentes & olicine hh'wnluwr‘a
e delecidn on el nene Ocirnrlnrnl
=ivndn i srecerie  qu le
poe & tarmto por upnae GS M

-;i
dinhikdidor  como por une reaulacidn difevernle de la wlilizaecior:

de 1a Tvente de cerbono,
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TABLA 1.

Cepas de neurodpora crassa

TGS

cruza de las mutantes senci-
llas anteriores

Nombre? Alelob Fenotipo Referencia
" Silvestre 74~-A
® .

GUH am-1 mutante estructural que ca 10,48
rece de la actividad de la
GDH

S .
gln-la mutante auxbtrofo parcial 17,49,
de glutamina que carece de
la GSg# activa
=)

GOGAT en-am mutante que carece de la ac
tividad de la GOGAT 15

ngo 1b-R8 mutante regulatoria que pre
senta solamente de la GSo 50

GDI-f!:GOGA'f3 en-am,am-1 doble mutante obtenida de la
cruza de las mutantes senci-
llas anteriores

(= ) ; .
GDH,GS am~1,glnla doble mutante obtenida de la

a. Nombre gue se utiliza en este trabajo para cada cepa.

b, . De acuerdo con el Fungal Genetics Stock Center.




TABLA 2,

Actividad especifica de la transaminasa de

glutamina y la transaminasa de glutamato.

Sustratos Actividad especifica
aminodcido acetoacado nmoles producto/mg prot.
glutamina glioxalato 0.04
glutamina piruvato .18
glutamato glioxalato 1.15
glutamato piruvato : 7.70

Las actividades enzimdticas se determinaron en la cepa silvestre
74-A después de 10 horas de crecimiento a 37°C en glutamina co-:
nmo fuente de nitrdgeno. Se cuantificaron el acetoglutarato y. el
acetoglutaramato, productos de las transaminaciones -de glutamato
y glutamina respectivamente (Ver Material y Metodos]. i




TABLA 3.

Pozas intracelulares de glutamato de la cepa GS~.

F. de N. Glutamato
' pmoles/mg prot.

glutamato 0.89

glutamato +
glicina 0.72

glutamato +
serina 0.58

glutamato +
alanina 0.82

la pozas intracelulares de glutamato se determinaron despuésvde- 
12 hrs de cultivo a 37°C en las- fuentes de nitr6geno (F. de"N.)
que se indican. i :




TABLA 4.

Proteina sintetizada, incorporacién de la glutamina del medio de cultivo y
excresién de amonio de la cepa GDH™GS™.

© 'F. de N. Tiempo de cre- Proteina sintetizada gln incorporada NH4‘+ extracelular
cimiento
Hrs. mg/ml cultivo mM T omM
Glutamina 12 0.331 2.83 2
: : 24 - 0.578 4.65 0.11
glutamina 12 0.002 0.91 0037
+ 91icina 24 0.012 1.16 0.90 ¢
" glutamina 12 0 0.10 0wl
‘+.serina 24 _ 0 ‘ 0.20 Coe -0.40.
_glutamina 12 0.061 0.42 ' 021
+ alanina 24 0.311 0.70 co - 0480
" 'glutamina ! 12 0.082 0.46 S 0.8
+ leucina 24 0.637 0.89 Co1 70,03
" glutamina 12 0.049 0.86 RO
# ac.oaminoisobu- - 24 0.344 4.4 :

. tirico

.Lé concentracién de los aminodcidos usada es la misma que en la figura 11..




TABLA 5.

Pozas intracelulares de amonio de la ccpa GDﬁ?hSCD

F. de N. Amonio. ,
mM
glutamina 3.9

glutamina + :
glicina ) 15.1

glutamina +
alanina 14.2

glutamina +
leucina 5.4

La poza‘lntracelular de amonic se determind a las 24 horas de .
crecimiento a 37°C. La concentracion de los am1n0501dos usada -
es. la misma que en la figura 11, o

F. de N. = Fuente de Nltrogeno.




TABLA 6.

Pozas intracelulares de acetoglutarato

y glucosa de la cepa GDH™,GS™.

F. de N. acetoglutarato® Glucosa¥*

Glutamina 27.6 26.5

Glutamina +
glicina 2.9 78

Glutamina +
serina 5.2 85.5

Glutamina +
alanina 19.5 . 163.8

Glutamina +
leucina 15.3 10.1

Glutamina +
ac.ecaminoiscbutirxico 22.8 40

* La cepa GDH™,GS™ de N. crassa se crecid a 37°C durante 12 hrs;, .
en cultivos con las fuentes de nitrdgeno (F. de N.) que se in-
~dican, o :

* Expresados en pmoles/mg proteina.




A. Via GDH-GS.

amonio

GoH glutamato

o< cetoglutarato

B. via 65-G0GAT

amonio

amonio

LGS

> glutamina

~glutamato L GS
t GOGAT

-> glutamina

)

{

- glutamato

;

~cetoglutarate

- Figil Vfas Ge asimilacién de amonio. GDH: Geshidrogenasa glutdmica bio—

' sintBtica, GS: glutamino sintetasa, GOGAT: glutamato sintasa.
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Fig.2 Electroforesis en geles de acrilamida-SDS urea de las GS puras (A)
y inhibicifn de la actividad de la GS por glicina (B),serina (C), yala
'nina (D).A. Carril 1: GSo purificadas de la cepa 1b-R8; carril 2: GSB pu -

rificadas de la cepa silvestre. B, Cy D.

inhibicién de la GsB.

(o) inhibicién de la GSa,(®)
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Fig.3 Crecimiento de la cepa silyestre de
Newrospoan crnssa en diferentes aminodci~
 ~dos camo fuentes de nitr6geno.A.{D0) glu- -
tamato (glu) 5mM, {O) glu + glicina 50mM-
{v) glu + serina 50mM, (&) glu + alani-

na 50mM. B.(®) glicina 50mM, (¥) serina = -~

SOmMy (Aa) alanina 50mM.
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Fig.4 Crecimiento {A), actividad especifica (B) y sintesis
de novo de la GS(C) de la cepa silvestre de Newtoipora cra
ssa, B, Se determind la actividad de sintetasa de la GS a—
las 10 hrs de crecimiento del hongo en extractos libres de

células dializados contra buffer de extraccifn. Ia activi-
dad especifica se expresa en unidades por mg de protefna -

del extracto.C. Fluorograffa de la electroforesis en geles

de acrilamida-SpDS-urea a la gue se sometieron los inmuno--

precipitados de la GS de los extractos celulares radiacti-
vos, Estos se chtuvieron marcando in-vivo a los cultivos -

déndoles un pulso de 1 hr con leu-“H. (ver material y méto-

dos). Se indica la relacifn B/o cbtenida al cuantificar el

&rea de barrido a-600 nM de absorbancia. (o) MH,* 25 M y-

(o) NH4+ + glicina 50 mM camo fuentes de nitrddeno.



500

100

g proteina/mi

=

i
(o] 6 120 6 12
tiempo(horas)

Fig.5 Crecimiento de la cepa o ge New--
nospora crassa en diferentes aminodeidos-
camo - fuentes de nitrBgeno. A.(0O) glutama
to (glu) 5mM, (O) glu + glicina 50mM, —-
(v) glu + serina 50mM, {A) glu + alani-
na 50mM, B. (@) glutamina (gln} 5md, (@)
gln + glicina 50mM, (w) gln + serina - -
50mM, (4) gln + alanina 50mM.




aa =
<ca <Cg @
wﬁ “C8 GOGAT

¢ N
S glu 55, gin
of-Cg—ED-HNH: «<Cca
/L T-gin
: T ‘ aa

«<cgm
w-amidasa

Fig.6 Ciclo de la glutam:ma glugluizmato, gin:glutam;in'a,“ aaam_J_._
noacidos ocg: wcetoglutarato, aca: acetoicido, acgm: acetoglutara
mato, T-gln:transaminasa de glutamina, T-glu:transaminasa de glu-
tamato. . :



Fig.7 Crecimiento (A), actividad especifica (B), concentracifn (C) y sin
tesis de nove (D) de la cepa silvestre de Nwaépum crassa crecida en -
diferentes aminoicidos camo fuente de nitrbgeno. A. t, de d. = tiempo de
duplicacidn. B. Se determind la actividad de sintetasa de la GS en ex—~ -
tractos libres de cé&lulas dializados contra buffer de extraccién. Ia ac-
tividad especifica se expresa en unidades por mg de proteina del extrac-
to. C. Electroforesis en geles de acrilamida-SDS-urea de los inmunopreci
pitados de la GS cbtenida de extractos libres de c&lulas marcadas radlac
tivamente Ln-vivo al darles a los cultivos un pulso de 1 hr con una mez—
cla de aminodcidos tritiada (ver Material y Métodos). Se muestra la tin-
cibn del gel con azGl de Coomasie, indicando la posici6n donde migra la-
cadena pesada de las IgG(H), los mondmeros de la GS ( oy B) y la cadena
ligera de las IgG(L). D. Fluorcgrafia de los geles que se muestran en B,
y relacidn B/ obtenida del andlisis densitamétrico a 600 nm.fuentes de
nitrdgeno: 1, glutamina (gln) 5mM, 2.gln + glicina 50mM, 3.gln + sering -~
50mM, 4.gln + alanina 50mM, 5.gln + leucina 50 mM, camo fuente de nitr6-
geno. .




A l 2 3 4

(&)

tded. 2hr 25hr 3 hr 2 hr.  25hr,

B | 2 3 4 5

0.5}

QIoF

Unidades/ mg prot




STh TESS
iR PEMA

B
o
e Oloj
[
a
[~ ]
]
=
~ -
o b
-= c
z =
e ot /
-]
-
-3
o> C
a
L] o
...... -

horas

Fig.8 Crecimiento (A) actividad especifica (B). y sintesis
" de novo de la GS(C) de la cepa GSB™ de Newrospora crassa-
B.Se determin® la actividad de sintetasa ([J) y de trans-
ferasa (B) de la GS a las 10 hrs de crecimiento de los -
cultivos. la actividad especifica se expresa en unidades-

por mg de proteina del cultivo.C, Fluorografia de la elec
troforesis en geles de acrilamida-SDS-urea a la que se sO

metieron. los inmunoprecipitados de la GS de los extractos

celulares marcades radiactivamente .n vive con un pulso - °
de 1 hr con una mezcla de aminodcidos tritiados (ver Mate

rial y Métodos) .Fuentes de Nitrégeno:(®) glutamina (gln)-

5mM, (O) gln+g11c3_na 50- mM, ‘

o ORE
mas
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Fig.9 Crecimiento (A) y concentracién de amonio
extracelular (B) de la cepa GDH® de Newtospora- -
crassa en diferentes aminoficidos camo fuentes -
de nitrégenc. (@) glutamina (gln) 5wM (O) gln- -
+ glicina 50 mM, (v) gln + serina 50mM, (&) -~
gln + alanina 50mM, (O) gln + leucina 50mM.
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Fig.10 Crecimiento (A) y concentracifn de amo ~
nio extracelular (B) de la cepa GDHS,GOGAT® de-
Newrtospora chassa en difeventes aminofcidos --
camo fuentes de nitrbgeno. Ios simbolos usados-
son los mismos que los de la figura 9. ‘
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Fig.1l Crecimiento (A) y concentracifn de amonio
extracelular (B) de la cepa GDH2,GS® de Newrospo
ha crassa en diferentes aminodcidos como fuentes
de nitrégeno.los simbolos usados son los mismos-
que en la figura 9, (4) glutamina (gln) 5mM, +
ac. caminoiscbutirico 20mM.
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Fig.12 Ia cepa GDHe, GSe de Newrospora-
chaséa se incubS por 12 hrs en glutami
na 5mM + glicina 50mM camo fuentes de-
nitrdgeno. Al tiempo indicado {{3) el-
cultivo se cambib a un medio con gluta -
‘mina 4.09 mM + NH, Cl 0.37 mM como —=
fuente de nitrégeno. '
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Fig.13 Pozas intracelulares de glutamato (l) y glutamina (@) de la ce~ g
- pa GD de Newnospora catssa a las 12 hrs de crec:.mlento en las. fuen" '
tes de mtrogeno indicadas.
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Fig.14 Crecimiento (A) y pozas intracelulares de o cetogluta
rato (B) de la cepa GDH® de Newwospora crassa en diferentes=
fuentes de nitrégeno. (®) Ni,* 25mM, (A) NH,* + glicina -
50mM, (V¥) NH4-+ +  serina 56rnM, (0) Wi, ¥ + metionina qu.—
oximina 3mM,%(A) glicina 50mM, (v¢) sefina 50mi. ‘
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Fig.1l5 Crecimiento (A) y pozas intra-
celulares de acetoglutarato (B). de la-
cepa silvestre de Newrospoha crassa en
(@) NH;f 25mMy (o) NH,* + metioni
na sulfoximina 3 mM camo fuentes de ni -
trégeno. '
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Fig.16 Crecimiento (A), pozas intracelulares de glucosa (B) y acetoglutarato sinteti-
zado de novo de la cepa GDH () A. Ia cepa GOH se crecid durante 6 hrs en (@) alanina
SomM camo fuente de nitrSgeno al tiempo indicado (}) el cultivo se cambib a diferen——
tes medios con: (O) N+ + 25mM, (O) NH,* + alanina 50mM, (&) Md,* + glicina SonM,
(v) Ng,+* + serina SOm!éI, (o) NH,* + M 3mM, camo fuente,de nitrSgenoc.B. Ias pozas-

intraceful_ares de glucosa se de inaron 2 hrs después del cambio de medio (ver Mate-
rial y Métodos) C. Los cultivos recibieron un pulso dé 15 minutos ‘con sacarosa —
para determinar la radiactividad incorporada en ocetoglutarato a las 2 hrs despufs -—-
del canbio de medios. El ocetoglutarato - 14c se separ® en un analizador de amino&ci- -
dos después de convertido a glutamato con la GDH Bovina (ver Material y Métodos). . ..

LA
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Fig.17 Esquema sobre 1os flujos de carbono y de nitrégeno en Newrospora o ST
45a. F. de C.: Fuente de carhcno, F. de N.: fuente de nitrbgeno, occg:-oceto =
glutarato, glu: glutamato, gln: glutamina, aa: aminofcidos. = - ‘ ’
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