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INTRODUCCI6

La L-glutamat deshidrogenasa (E.C. 1.4.I.3.) catalitza l'oxidaci6 re-
versible de l'acid glutamic a 2-oxoglutarat i i6 amoni. El paper d'ambd6s
substrats posa en relleu la importancia d'aquest sistema enzimatic en
diverses vies metabbliques, encreuament del metabolisme glucidic i pro-
teic i clau per a la incorporaci6 de nitrogen inorganic.

La glutamat deshidrogenasa (GDH) pot actuar amb els coenzims
NAD i NADP (5,8) en molts essers vius. L'especificitat del coenzim depen
de la font. L'enzim de plantes sembla actuar solament amb NAD, i el
que prove de fetge d'animals superiors empra NAD i NADP. Inicial-
ment hom cregue que l'enzim de Ilevat treballaria solament amb NADP.

Despres d'alguns anys de treball hom ha arribat a la conclusi6 que la
GDH de Ilevat pot actuar amb NAD i NADP; es tracta, doncs, de dos
sistemes enzimatics, amb diferents caracteristiques cinetiques i probable-
ment amb diferent localitzaci6 cellular. L'Iis d'un coenzim o altre,
el sentit de la reacci6 i la repressi6 o induccio de 1'activitat enzimatica
depenen de les conditions metaboliques i, conseguentment, de la disponi-
bilitat de nucleotids. Tot aixo posa de manifest el paper regulador
d'aquest enzim 7.

Hem estudiat l'activitat GDH del Ilevat de forneria cultivat en di-
ferents fonts de carboni i a diferents concentracions.

El llevat ha estat cultivat en aerobiosi i en anaerobiosi. Tambe hom
ha estudiat, a la upetite mutant)), la repressio de la reaccio aminant per
altes concentrations d'amoni, la qual cosa planteja la possible existencia,
en aqueixes condicions, d'una altra via d'aminacio. La comparaci6 entre
les activitats GDH-NAD i GDH-NADP de cellules normals i mutants
i 1'efecte Crabtree product per la creixent concentraci6 de sucres poden
contribuir a aclarir aquesta cruilla metabolica 4.

MATERIAL I METODES

Hom cultiva les cellules a 300 C. Els cultius en anaerobiosi s6n duts a
terme en un flux d'oxigen, i hom cull les cellules al cap de 24 hores.
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Els cultius en anaerobiosi a la Campana de Mackintosh, en cambra ter-

mostatitzada, i la mutant creix per simple aireacio produlda per agitacio

mecanica; en ambdos casos hom cull les cellules al cap de 48 hores. Horn

mesura l'activitat enzimatica a 34o nm en un espectrofotometre Beck-

man DB amb registrador automatic. Horn controla la teinperatura de

reaccio a les cubetes a 30° C. Horn determina la concentraciu proteica

pcl metode de Lowry '°. Les cellules creixen en el medi de Lindegren 9

modificat per l'addicio d'amoni, aminoacids o sucres (glucosa i galactosa

o.i a io g per ioo ml de medi).

RESULTATS

Horn mostra a la taula I cis nivells d'activitat enzrrnatica de la ((petite

mutant)) i de cellules normals crescudes en aerobiosi i en anaerobiosi en

medis enriquits amb sucres (0,3 i io g %). Horn pot observar que quan

les cellules creixen en un medi que contc o,3 % de sucres (glucosa o

galactosa), Factivitat significativa de la reaccio aminant correspon a la

GDH-NADH.

D'altra banda, quan les cellules normals creixen en anaerobiosi (glu-

cosa o galactosa) l'activitat GDH-NADH disininueix, mentre que la GDH-

NADPH predomina. En la ((petite mutant)) les activitats son de sentit simi-

lar a les de cellula normal crescuda en anaerobiosi. Quan hom alimenta les

cellules amb una alta concentraciu de sucres, els valors alts d'activitat

corresponen en tots els casos, a la GDH-NADPH. Per a les cellules cres-

cudes en aerobiosi, la incorporacio d'amoni es major quan les cellules

creixen en galactosa que quan creixen en glucosa 14.

A concentracions molt baixes de sucres (o,i Factivitat GDI-I-NADH

es menor quc la GDH-NADPH. Hom pot explicar aqucsts resultats per

una repressio inicial per sucres dels enzims respiratoris i que en esgotar-se

la font carbonada i disminuir el creixement no cs produeix derepressiu

de l'efecte inicial11 i es troben les activitats resultants a les cellules

collides al cap de 24 hores. Efectivament, despres de 2-.1 hores d'incuba-

cio, la glucosa del medi ha estat consumida i en aquestes condicious

la cellula no posseeix capacitat oxidativa i el creixement s'atura. A una

concentraciu del 0,3 o horn ha observat que Factivitat GDH-NADPH

decrcix i que hi ha un augment de Factivitat quc col-labora amb NADH.

A l'i % l'activitat d'ambdos enzims es practicament igual.

L'efecte de la font nitrogenada sobre l'activitat GDH-NADPH ha

estat tambe estudiat. Sempre damoni actua corn un repressor de Factivitat

de la glutamat deshidrogenasa. A les cellules normals els nostres resultats

estan d'acord amb els obtinguts per Holzer'. A la taula II horn mostra els
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efectes de la font nitrogenada sobre l'activitat GDH-NADPH en ((petite
mutant)). L'activitat major correspon als cultius amb glutamat i alanina
com a font de nitrogen. En tots cls casos la presencia d'amoni (sol o amb
una altra font nitrogenada) reprimeix l'activitat.

I AULA I

Glucosa 0,3 % Galactosa 0,3 o Glucosa io % Galactosa xo %
NADH NADPH NADH NADPH NADIT NADPH NADH NADPH

Cellules crescudes

en acrobiosi 210 27 2.I8 4(1 168 16 430

Cellules crescudes

Cu anacrobiosi
37 14 34 ;6 112 18 248

Cellules deficients

respiratbrics (((pe-

tite nultanto) 30 92 66 f)0 27 207 21 17:;

Efectc de la font dc carboni i concentiacib de sucres sobre l'activitat GDH-NADH
i GD11-N:1D1'II. Activitat cxpressada en munlols/nlg protcina/min.

'I AULA 11

Pont de Nitrogen GDH-NADPH GDII-NADH

NH4+ (*) 0.15 9/ 100 nil do mcdi 74 1 `t
N1141 2.0 g/ioo ml dc mcdi 15 2
I'cptona n „ 52 6
I'cptona -4- NH44 (1 : 1) n n 18 4
Glutamat " 135 8
(,Intantat + NIT,-( (1 : 1) n „ 49 7

1Ltnina „ (1 135 5
Alanina + NH4+ (1 : 1) » n 55 5
Glicocola 0 » 78 4
Glicocola -f NHt l 43 6
.1-Anliuobutiric n „ 37 2

4-Alninobutiric + N114+ (1 ; 1) n „ 14 1

Efecte de la font nitrogcnada sobre l'activitat GDH-NADPH i GDII-NADH a ((petite
rnutant)). Activitat cxprcssada cn mlamols/mg proteina/min.

(*) Corn SO4(NH4)2.
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DISCUSS16

Probablement 1'activitat depen de la disponibilitat cellular de nu-

cleotide (rao NADH^NAD s i NADPH^NADP). En el title tricarbo-

xilic lee reactions que collaboren amb NADP tenen lloc entre el pi-

ruvat i el 2-oxoglutarat, mentre que per a lee reactions que van de

succinat a citrat cal solament NAD. Aixo, unit a la funcio limitant

de la z-oxoglutarat deshidrogenasa, suggereix que el treball del title

tricarboxilic tindr^ una influencia directa sobre 1'activitat de la glutamat

deshidrogenasa.

Com hem vist, hom troba diferencies significatives a la reaccio ami-

nant entre GDH-NADH i GDH-NADPH. Quan 1'administracio de

NADPH esta assegurada pd tide de lee pentoses-fosfat (elevat en hipilxia)

i per la isocitrat deshidrogenasa del citoplasma, llavors la GDH^NADPH

actuarl preeminentment en sentit aminant. Hom coneix molt be que en

molts microorganismes la biosintesi de diversos enzims es reprimida per

L'addicio de glucosa al medi de cultiu13. La repressio per altes con-

centrations de glucosa de certs enzims del title tricarboxilic i de la ca-

dena respiratoria es comprcn be, perque es mes senzill per a la cellula

d'obtenir energia per fermentacio'-, el pas a etanol essent la millor

via per a recuperar el NAD. Quan la relacio NADH^NAD augmenta,

la concentracio de 2-oxoglutarat disminueix i la produccio de NADH

deguda al title tricarboxilic s'atura 3. L'activitat amb els dos nucleotide

segueix un cami invers a mesura que augmenta la concentracio de sucres

en el medi. L'activitat NADPH augmenta quan els aportaments nutri-

tius afavoreixen lee reactions que collaboren amb NADP.

D'altra banda, 1'activitat GDH disminueix a mesura que augmenta el

gradient d'amoni. Segons Holzer, 1'amoni sembla actuar tom un repressor

de la sintesi «de novo» de 1'enzim'•$, pero en estudiar la reaccio en sen-

tit desaminant en extrets de ccpetite mutant», no hem trobat corresponden-

cia amb la inhibicio observada en sentit invers. ^s probable que tant els

sucres tom 1'amoni actuin sobre 1'activitat, sense afectar la biosintesi de

1'enzim, en la regulacio de la qual incidirien efectors unidireccionals.

La baixa activitat trobada a la upetite mutant» quan la concentracio

d'amoni es alta -essent notable el creixement cellular- suggereix 1'exis•

tencia d'una altra via d'aminacio cellular simulrlnia a la de glutamat

deshidrogenasa.

5^



LA L-GLUTAMAT DESHIDROGENASA DE LLEVAT

BIBLIOGRAFIA

7

1. BERNH.ARDT, AV.; PANTEN, K., i HOLZER, H. - (Biochem. Bioph)s. Acta)), 99,

P. 531 (1965)-
2. BERNHARDT, NV.; ZINK, M., 1 HOLZER, H. - ((Blochcm. Blophvs. Acta)), 118,

P. 549 (1966).

3. CHAPMAN, C., i BARTLEY, W. - ))Biochcm. J.)), 107, P. 455 (1968).
4. FOURCADE, A. - ((Bull. Soc. Chico. Biol.)), 50, p. 1671 (1968).
5. FRIEDEN, C. - ,.J. Biol. Chem.)), 240, p. 2028 (1965).
6. GAUTHERON, D.; DURAND, R.; YOUNES, A., i HONG CHOUG Ho. - ((Bull. Soc.

Chico. Biol.)), 50, p. 2121 (1968).

7. IHOLZER, H. - ((Biochem. J.)), 98, P. 37 (1966).
8. LI:JOHN, H. B. - ((Biochem. Bioph}s. Res. Comm.)), 28, p. 96 (1967).
g. LINDEGREN, C. C.; NAGAI, S., i NAGAI, H. - ((Nature)), 182, p. 446 (1958).

10. LowRY, O. H.; RoslasROUGH, N. J.; FARR., A. L., i RANDALL, R. J. - J. Biol.
Chcm.,)) 193, p. 265 (1951).

11. MILLS, A. K. - Aspects of Yeast Metabolism. Blackwell Scientific Publications.
Oxford, p. 197 (1967).

12. MILLS, A. K. - Aspects of Yeast Metabolism. Blackwell Scientific Publications.
Oxford, p. 171 (1967).

13. POLARIS, E. S.; BARTLEY, W., i MEEK, G. A. - ))Biocheni. J. ) ), 9o, P. 369 (1964).
14. POLAKIS, E. S., i BARTLEY, W. - (<Biochem. J.)), 97, P. 284 (1965).

DISC USSIO

DR. ORIOL i BOSC

Fa nits quants ant's hom intentava d'explicar l'accio hormonal mitjan-

cant un possible efecte de les hormones sobre l'activitat dels enzims. Yiel-
ding i Tomkins (Recent Progress in hormone Research 1962) demostraren
un efectc dcls estrogens sobre la Glutamic Deshidrogenasa de fetge bovi.
Es pregunta si aquest efecte es manifesta tambc amb l'enzim de llevat que
utilitza el Prof. Mayor, prcgunta que pot teiiir interes en relacic amb
1'evoluci6 molecular, tot i que no creu que aquests organismes tinguin
necessitat, ni puguin produir, hormones estrogeniques.

DR. MAYOR

Disposa aqul d'un extens treball fet per la Dra. Ugarte, en el qual
1ion1 recull la bibliografia dels efectors que, fins al moment present, sem-
blen actuar sobre la reaccio a traves d'un proces de despolimeritzacio-
polimeritzacio (l'efecte del GDP i GTP es especialment interessant).
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Concretament, les hormones estrogeniques -i aquelles substancies,

coin el dietil-estilbestrol, que to una configuracio espacial semblant

i una similar activitat- produeixen ((in vitro)) la despolimeritzacid de

la glutamat deshidrogenasa obtinguda de diversos origens en els quals

es troba, aparentment, en grau clevat d'agregacio (C. M. Tonkins i col-lab.

((Proc. Natl. Acad. Sci.)) 47, 270, ig6i; Yielding i collab., ((Biochem. Biophys.

Research Com.)) 2, 2o3, ig6o). Tambc ha estat comunicat el clar efecte

que produeixen la tiroxina i la triiodo-tironina (J. Wolff. (J. Biol. Chcui.)),

237, 236, 1962). Aixo no obstant, Frieden (C. Frieden, (<Biochem., Biophys.

Research Com.)) 10, 410, 1963) ha interpretat de manera molt diferent

els resultats pertanyents a la influcncia de les substaincics esmentades.

Un aspecte molt suggestiu de la pregunta formulada pcl Dr. Oriol

6s el referent a la distinta complexitat de polimeritzacio des del punt

de vista evolutiu. Efectivament, els treballs fets amb glutamat deshidro-

genasa de tauro (L. Cot-man i col-lab. ((J. Biol. Chem.)) 242/7, 1383, 1967)

i de cap-gros (T. A. Wiggert i C. P. Cohen, ((J. Biol. Chem.)), 241, 210,

1966) indiquen que es tracta d'un monomer, mentre que la procedent

d'altres origens (fetge d'animals superiors) mostra un grau de polimerit-

zacio molt mes alt (16 unitats o mcs). Sembla que hi ha, per tant, una

notable correlacio entre la polimeritzacio i el nivell evolutiu. Es tracta

de sistemes isoenzimatics , perque la funcio que produeixen cs la mateixa,

pero amb diferent grau d'agregacio molecular.

Referent a aixo, nosaltres help limitat cl nostre interes a 1'estudi de

1'efecte del GTP, que s'origina en la reaccio apr6xinuua de la 2-oxoglu-

tarat deshidrogenasa. Els experiments amb nucleotids comprenen aspectes

generals del metabolismc, mcnys concrets -pero no menys importants-

que els de les hormones, 1'estudi de les quals cal centrar, logicanlent, en

els sistemes enziulatics procedents d'csscrs superiors.
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