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PROPIEDADES DE LA QUITINA SINTETASA PRESENTE
EN LAS SUBUNIDADES 165 DE Mucor rouxii

Por Ricardo Hernandez Delgadillo*
y José Ruiz Herrera**

PROPERTIES OF CHITIN SYNTHETASE PRESENT IN
16S SUBUNITS FROM Mucor rouxii

SUMMARY

Chitin synthetase present in crude wall-membrane fractions from Mucor rouxii
was dissociated with digitonin and separated in the form of 16S subunits by centrif-
ugation in lineal sucrose gradients. This enzyme synthesized microfibrils made of
highly crystalline =<-chitin. Chitin synthetase from 165 subunits was extremely un-
stable specially once activated by controlled proteolysis. These results plus the
effect of inhibitors of neutral proteases on enzyme stability led to the conclussion
that 16S subunits contain 3 forms of chitin synthetase in an active equilibrium:
pre- "zymogen", “zymogen" and active enzyme.

General characteristics of 16S-chitin synthetase are very similar to those of
the chitosomal enzyme. However, it was observed that whereas the properties of the
allosteric site of both enzymes were almost identical, the catalytic site lost affin-
ity for the substrate, the cofactor Mg¢*, and the competitive inhibitor, polyoxin D.

RESUMEN

Se disocio la quitina sintetasa a partir de fracciones crudas de paredes y mem-
branas de Mucor rouxii por tratamiento con digitonina. La enzima, presente en sub-
unidades TBS, se separo por medio de centrifugacion en gradientes de sacarosa, y se
procedio a medir algunos de sus parametros. La enzima fue capaz de sintetizar micro-
fibrillas de e<-quitina con un alto grado de cristalinidad. La enzima fue sumamen-
te inestable, especialmente después de ser activada por protedlisis controlada. Los
resultados obtenidos en estos analisis conjuntamente con el efecto de inhibidores de
proteasas neutras sobre la estabilidad de la enzima, permilen sugerir que las parti-
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Fig. 1. Sedimentacion de las subunidades 165 en gradientes de sacarosa. A. Primer
gradiente. B. Segundo gradiente. ® -Actividad total de quitina sintetasa.

0 -Absorbencia a 280 nm.
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cuias 165 mantienen tres formas de quitina sintetasa en equilibrio dinamico: pre-
"zimogeno", "zimdgeno" y enzima activa. Las caracteristicas cinéticas de la enzima
en las subunidades 16S fueron similares a las de la enzima quitosomal, aunque se
observd que mientras las propiedades del sitio alostérico de ambas enzimas eran
practicamente idénticas, el sitio catalitico de la enzima de las subunidades16S per
dio afinidad por el substrato, el cofactor Mg2* y el inhibidor competitivo, polioxi-
na D.

INTRODUCCION

La quitina es el polisacarido estructural mas ampliamente distribuido entre los
hongos (Bartnicki-Garcia, 1968), siendo responsable de la rigidéz y la resistencia
de la pared de estos organismos; de ahi la importancia que reviste el conocimiento
de su mecanismo de sintesis. Glaser y Brown (1957) utilizaron fracciones particula
das de Neurospora crassa para sintetizar quitina in vitro por primera vez. Estos au~
tores mostraron que Ta enzima utilizaba como substrafo a la uridina-difosfato-N-ace-
tilglucosamina (UDPG1cNAc); que la accidn catalitica requeria de un ion divalente,
siendo el magnesio el mas activo; y que la N-acetilglucosamine (GlcNAc) activaba a
la quitina sintetasa. Estas caracteristicas han sido confirmadas posteriormente pa-
ra las diferentes preparaciones con actividad de quitina sintetasa estudiadas en un
jran nimero de hongos (revisién por Ruiz-Herrera, 1982)., Posteriormente se ha demos
trado que la GlcNAc active en forma aldsterica a la quitina sintetasa (McMurrough y~
Bartnicki-Garcia, 1971; Ruiz-Herrera et al., 1977). Una caracteristica comin de las
distintas quitina sintetasas es el hecho que la cinética de la enzima no es Michae-
liana (Ruiz-Herrera, 1982), aunque se ha descrito al menos una excepcidn, la quitina
sintetasa de Cunninghamella elegans, la cual a bajas concentraciones de substrato
muestra una cinetica normal (Moore y Peberdy, 1975).

En relacion con la localizacion celular de la enzima en hongos filamentusos y
algunas levacuras, se ha demostrado que la mayor parte de la enzima se encuentra pre
Sente en microvesiculas especializadas denominadas quitosomas (Ruiz-Herrera, 1982;
Bartnicki-Garcia y Bracker, 1984; Gozalbo et al., 1987; Flores y Schwencke, 1988;
Leal-Morales et al., 1988) aunque datos de Saccharomyces sugieren que en esta levadu
%abggrt?gg$)li'eﬁiﬁma estd asociada con la membrana plasmatica (Duran et al., 1975;
Lal . =

A partir de fracciones membranales crudas (Gooday y Rousset-Hall, 1975; Duran

y Cabib, 1978; Vermeulen y Wessels, 1983) y quitosomas (Ruiz-Herrera et al., 1980;
Hanseler et al., 1983) ha sido posible disociar la quitina sintetasa con digitonina
en subunidades con un peso molecular de 500,000 y una velocidad de sedimentacion de
165. Sin embargo no existe un estudio comparativo global de las propiedades de la
quitina sintetasa asociada con los guitosomas y la enzima disociada. Estos estudics
permitirian establecer las alteraciones que pudiese sufrir la actividad catalitica
cuando la enzima se encuentra fuera de la membrana quitosomal. En el presente traba
Jo hemos estudiado las propiedadés generales de la guitina sintetasa de Mucor rouxiy
presente en las subunidades 165 obtenidas por disociacidon con digitonina, y estable-
cemos una comparacion con las caracteristicas de la enzima quitosomal.
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Fig. 2. Inactivacion de la quit%na sintetasa por incubacion de las subunidades 16S
a 28°C. A-Enzima no preactivada. @ -Sin adiciones; 0 -Con antipaina (10 g/
ml):; 4 -Con PMSF (15.3 mM);  A-Con antipaina y PMSF. B-Enzima preactivada.
8-Sin adiciones; 0 -Con antipaina (10 ug/ml).
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MATERIALES Y METODOS

Organismo empleado y métodos de cultivo. En este estudio se empled Mucor rouxii
lﬂgﬂ TATCT Z4905). La cepa se mantuvo en tubos inclinados de medio YPG solido
(Bartnicki-Garcia y Nickerson, 1962). Para obtener esporas en gran cantidad, a par
tir de tubos inclinados se sembraron botellas de Roux conteniendo medio YPG solido,
las cuales se incubaron a 28°C por 3 a 5 dias. Las esporas se cosecharon con agua
destilada estéril, se lavaron 3 veces por centrifugacion y se resuspendieron

en agua destjlada estéril. Su numero se determind con un hemocitometro; y se emplea
ron 3-4 X 10” esporas/ml para inocular matraces Erlenmeyer conteniendo 600 m1 de
medio ¥fG];iquido. Los matraces se incubaron en un bafio de agua agitado a 28°C du-
rante 11-12 h.

Separacion de la fraccion de paredes con membranas. El1 micelio se cosechd por fil-
tracion a trave: de papel Tiltro Whatman No. 40 y se lavo 3 veces con 2 1 de agua
destilada. Posteriormente se resuspendid en regulador FM que contiene KHzPO4-NaOH
50 mM de pH 6.5 y MgClz 10 mM. Se mezclaron alicuotas de 20 m1 de la suspensidn
con 20 ml de perlas de vidrio (0.45-0.55 mm de diametro) y se agitaron por 1 min en
un homogenizador de células Braun MSK enfriando con C02 liquido. Los extractos asi
obtenidos se centrifugaron a 1000 g por 10 min a 4°C, y el residuo se lavo 4 veces
con regulador FM por centrifugacion.

Disociacion de la quitina sintetasa. La fraccion residual antes obtenida se resus-
pendio en una solucion de digitonina al 0.5% en regulador FM (preparada a partir de
una solucion que contenia 200 mg/ml de digitonina en dimetil sulfoxido). La mezcla
se agito a 22°C por 60 min y se centrifugd a 9000 g por 10 min. E1 sobrenadante
asi obtenido se centrifugd a 62000 g por 60 min a 4°C.

Purificacion parcial de la quitina sintetasa por centrifugacion en gradientes de sa-
carosa. La fraccion de quitina sintetasa discciada se concentro hasta 0.5 ml a
empTeando un ultrafiltro Amicon Modelo 202 equipado con una membrana XM 100A. Se re
cuperd el material concentrado y la membrana se lavd con regulador FM. Se colocaron
fracciones de 3 ml sobre gradientes lineales de sacarosa (5-20%, p/v), conteniendo
digitonina al 0.25% y se centrifugaron a 154000 g durante 10 h a 4°C en un rotor
Beckman SW 40. Se colectaron fracciones de 1 ml con un fraccionador ISCO Modelo 185,

se midio en forma continua la absorbencia a 280 nm con un registrador ISCO modelo

A5. De cada fraccion se tomaron 251 para medir la actividad de quitina sinteta-
sa. Las fracciones con mayor actividad enzimatica se mezclaron, se diluyeron 1:5
con regulador FM y se procedid a concentrar y centrifugar como se describio anterior
mente, excepto que la muestra aplicada a los gradientes fue de 1 ml y estos se cen-—
trifugaron por 5 h. Las fracciones con mayor actividad de quitina sintetasa se mez-
claron y se usaron como fuente de la enzima disociada.

Determinacion de la actividad de quitina sintetasa. Se utilizd el método de filtra-
€ion descrito por Ruiz-Herrera y Bartnicki-Garcia (1976). La mezcla de reaccion con
tenia UPGIcNAc  14C , 0.4 mM, 0.08 i; GlcNAc, 16.7 mM; ATP, 0.18 mM; renilasa
(una proteasa acida de Mucor miehei), 1 mg/ml; una cantidad variable de digitonina;

y enzima, en un volumen final de 150 sl de regulador FM. Las muestras se incubaron

por 30 o 60 min a 22°C. La reaccion se detuvo afiadiendo 0.1 ml de acido acético gla
cial y la mezcla se aplicé a filtros de fibra de vidrio Reeve Angel 934 AH de 2.4 cm

de diametro que se lavaron con 50 ml de una mezcla de acido acético 1M: etanol al
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Fig. 3. Efecto de la concentracidon de UDPGIcNAc sobre la activida quitin
b tetasa. Izquierda. Velocidad de reaccion en funcién de la concentracion dc
substrato. Derecha. Representacion grafica de los datos de A, por el método
de Lineweaver y Burk.
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95% (7:3, v:v) y se secaron a 100°C. Los filtros se colocaron en frascos de cente-
11eo conteniendo 4 ml de liquido de centelleo (100 mg de dimetil POPOP y 2 g de PPO
en 1 1 de tolueno) y se midio la radioactividad. La actividad de la enzima se ex-
presd como nanomoles de GIcNAc incorporados en quitina (material insoluble) en 1 min;
la actividad especifica se refirio a 1 mg de proteina.

Identificacion del producto de la reaccion enzimatica. Esta se logro por difraccidn
de rayos X empleando un difractometro Norelco Phillips, al que se adaptd una camara
de polvos Debye-Scherrer de 114.6 mm usando radiacion CuKex.

Determinacion de proteinas. Se usd el método de Lowry et al. (1951) para proteinas
insolubles, con albdmina bovina como patrdn. i~

RESULTADOS

Extraccion y separacion de la quitina sintetasa en gradientes de sacarosa. La enzima
disociada con digitonina cedimento en gradientes de sacarosa en forma de un solo pi-
co de actividad, (Fig. 1A), aunque como era de esperarse, el pico de la segunda cen-
trifugacion fue mas definido por el menor volumen de muestra empleado (Fig. 1B).
Las caracteristicas de sedimentacion de la enzima en los gradientes de sacarosa coin-
cidieron con las de las subunidades 165 obtenidas a partir de quitosomas de la fase
de levadura del hongo (Ruiz Herrera et al., 1980). La recuperacion de la actividad
fue baja (Tabla 1), ya que la enzima disociada es muy inestable (Ruiz-Herrera et al.,
1980; ver mas adelante). T

Estabilidad de la quitina sintetasa. Para estos experimentos la enzima se pre-activo

0 no con renilasa (1 mg/ml1) por 45 min; en el primer caso la activacion se detuvo
por adicion de 10 mg/ml de pepstatina A. Las muestras preactivadas o no, se incuba-
ron en la obscuridad a 28°C, y a intervalos de tiempo se tomaron alicuotas que se in
cubaron por 30 min en las condiciones normales para determinar la actividad de qui-—
tina sintetasa, excepto que en el caso de la enzima preactivada se omitio 1a renila-
sa en el ensayo. Las muestras de quitina sintetasa, tantc activada como no activada
por proteolisis, fueron sumamente inestables, con vidas medias cercanas a 150 y 180
min respectivamente (Fig. 2), aunque cabe hacer notar que durante la primera hora de
}ncubaciﬁn, el nivel de enzima no activada subid mas de un 30% de su valor inicial
Fig. 2A).

Preguponiendo que la pérdida en la actividad de la quitina sintetasa fuese debida a
una accion proteolitica, se probo el efecto de dos inhibidores de proteasas neutras,
la antipaina y el PMSF. Los resultados obtenidos (Fig. 2) fueron inesperados. Por
un lado, la antipaina efectivamente disminuyd la velocidad de inactivacion de la qui-
tina sintetasa preactivada, cuya vida media se incrementd de 70 a 140 min en presen-
cia de la droga, y de la enzima sin activar cuya vida media se incrementd a 4 h; pe-
ro sorpresivamente la adicion de PMSF acelerd la inactivacion de la quitina sintetasa
reduciendo su vida media a cerca de 90 min, en tanto que la mezcla de PMSF y antipai-
na acelerd aun mas la destruccion de la enzima no activada cuya vida media se redujo
a cerca de 30 min (Fig. 2A). Resultados similares en los que los inhibidores de pro-
teasas neutras aceleraron la inactivacion de la quitina sintetasa "zimogénica" fueron

obtenidos con la enzima de Neurospora crassa (Arroyo-Begovich y Ruiz-Herrera, 1979).

Identificacion del producto de la reaccion enzimatica. Se incubd la enzima disocia-
da con UDPGIcNAC 1.95 mM, GIcNAc 32 mM y 0.4 mg/ml de renilasa en un volumen final
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Fig. 4. Efecto de la concentracion de GlcNAc sobre la actividad de quitina sinte-
tasa.
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de 12.7 ml de regulador FM a 28°C en la obscuridad por 140 min. Al cabo de este
tiempo se centrifugd la mezcla de reaccion a 5000 g por 10 min y se separd el sedi-
mento. Al sobrenadante se afiadieron 8 mg de UDPGIcNAc y se continud la incubacion
por 4 h mas en las mismas condiciones, al cabo de las cuales la mezcla se centrifu-
go nuevamente. Ambos precipitados se lavaron separadamente por centrifugacion 4 ve
ces cada vez con 10 m1 de agua destilada, NaOH 1M, agua destilada, HC1 1M y final-—
mente, 6 veces con agua destilada. Se liofilizaron y se determind su espectro de
difraccion de rayos X. Ambas muestras demostraron ser o -quitina con un alto gra-
do de cristalinidad.

Requerimiento de activacion proteolitica. La actividad de la enzima disociada no
sometida a proteolisis controlada, fue muy baja. La adicion de renilasa (0.8-1
mg/ml) activd la enzima entre 10 y 15 veces.

Cinética de 1a reaccion. En las condiciones de ensayo empleadas, la actividad fue
Tinealmente dependiente del tiempo y la concentracion de enzima en el rango de 90
min y 0-25 g de proteina, respectivamente.

Efecto de la concentracion de substrato sobre la reaccion catalitica. Se incubaron
alicuotas de Ta enzima disociada conteniendo 9./ #Ag de proteina con concentracio-
nes variables de UDPGlcNAc, manteniendo constantes los demas reactantes. Al cabo
de 60 min de incubacion se detuvo la reaccion y se midid 1a quitina sintetizada co-
mo se describio en Materiales y Métodos. La grafica que relaciona la velocidad de
reaccion en funcion de la concentracion de substrato mostrd una cinética normal
(Fig. 3A). La representacion grafica de los resultados por el método de Lineweaver
gegurk fue lineal, con valores calculados para la Km de 3.3 mM y para 1a V max de
nmoles/min (Fig. 3B). A partir de estos resultados se expresaron los resulta-
dos por el método de Hi1l que relaciona el log v/V-v con el log [S) , donde v es
la velocidad de reaccidn a una concentracion de substrato S, y V es la velocidad ma-
xima (Segel, 1976). E1 valor calculado para el coeficiente de Hill (ny) fue de 0.94.

Efecto de la concentracion cde GlcNAc. Alicuotas de la fraccion enzimatica conte-
niendo 1.7 #g de proteina se incubaron en la obscuridad con concentraciones varia-
§1es de GlcNAc, manteniendo constantes las concentraciones del resto de los reactan
tes. Al cabo de 60 min de incubacion se detuvo la reaccion enzimatice y se midio —
la quitina sintetizada. Los resultados obtenidos se muestran en la Fig. 4. Se ob-
serva que la GIcNAc estimuld fuertemente la actividad; de hecho la actividad en au-
sencia del azucar fue minima. La concentracidon necesaria para obtener la mitad de
la velocidad maxima (Ka) se calculd por el método de Lineweaver y Burk, dando un va-
lor de 13.57 mM.

Efecto de 1a concentracion de magnesio. Como se sefialo anteriormente, practicamen-
Te todas las _quitinas sintetasas requieren de un catidon divalente para su actividad,
siendo el Mg2* generalmente el mas eficiente (Ruiz-Herrera, 1982). Para determinar
el efecto de este ion sobre la actividad de la quitina sintetasa disociada se incu-
baron fracciones de la enzima conteniendo 9 g de proteina en presencia de diferen
tes concentraciones de MgClz, manteniendo constantes el resto de los reactantes.
La quitina sintetizada se midio al cabo de 60 min. En ausencia de MgClz no se ob-
tuvo actividad alguna (Fig. 5). La actividad maxima se obtuvo con concentraciones
de MgClp entre 30 y 50 mM, siendo 7.65 mM la concentracion necesaria para obtener
la mitad de la velocidad maxima (Ka), segin datos calculados por el método de
Lineweaver y Burk.
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Efecto del UDP y la polioxina. E1 UDP, el cual es un producto de la reaccion en-
Zimatica, es un inhibidor dela quitina sintetasa de varios hongos (Ruiz-Herrera,
1982}, incluyendo Mucor rouxii (Ruiz-Herrera et al., 1977). Para determinar su
efecto sobre la enzima disociada, se incubaron por 60 min fracciones de enzima con-
teniendo 8.3 g de proteina en mezclas de incubacion normales conteniendo UDPGlc-
NAc 0.2 6 0.4 mM, y concentraciones variables de UDP. Se observd que el UDP inhi-
bid 1a enzima, pero con una cinética anormal. Al analizarse los datos por el méto-
do de Dixon se observa que la cinética es competitiva solo a concentraciones muy ba
Jjas de inhibidor, con una Ki de 0.25 mM (Fig. 6). =

La polioxina D es miembro del grupo de inhibidores competitivos de la quitina
sintetasa conocidos como nucledtido-péptidos (Endo et al., 1970). Se probd su
efecto sobre la quitina sintetasa disociada incubando Tracciones de la enzima
(8 g de proteina) con concentraciones variables del inhibidor a dos concentracio
nes de substrato, 0.2 y 0.4 mM. Al cabo de 60 min de incubacion se midido la quitV
na sintetizada. Los resultados obtenidos (Fig. 7) muestran que la polioxina D es™
un inhibidor competitivo. La Ki calculada fue de 3.4 aM,

| DISCUSION

Al igual que se describid para la quitina sintetasa disociada con digitonina
thartir de quitosomas de Mucor rouxii (Ruiz-Herrera et al., 1980), la enzima diso=
ciada a partir de fracciones crudas de pared y membranas, fue activada por proted-
lisis controlada. Estos resultados estan de acuerdo con la observacion que la en-
zima disociada a partir de fracciones membranales crudas de Saccharomyces (Duran y
Cabib, 1978) y Schizophyllum commune (Vermeulen y Wessels, 19837, 0 quitosomas de
@g&ricus bisporus (Hanseler et al., 1983), tiene una pobre actividad catalitica, a
menos que sea activada por proteolisis controlada.

La enzima disociada de M. rouxii demostrd ser sumamente inestable, especialmen
e una vez activada por proteolisis. Una observacion importante fue que los nive-—
es de la enzima activable por protedlisis ("zimogénica") se incrementaron durante
a primera hora de incubacion a 28°C, lo que indica que existia inicialmente una
raccion de la quitina sintetasa insensible a la activacidon proteolitica. Este re-
1tado combinado con el efecto mostrado por los inhibidores de proteasas, sugieren
ye la enzima se encuentra en tres estadios que mantienen un equilibrio dinamico:
tiva, “zimogénica" y pre-"zimogénica". De acuerdo con esta hipdtesis la enzima
activa seria inactivada por un sistema parcialmente sensible a la antipaina, en tan

0 que la fraccion pre-"zimogénica" seria transformada en "zimdogeno" por un sistema
“inhibible por PMSF y en forma sinérgica por PMSF y antipaina. De estos analisis
puede ademas concluirse que la enzima y los mecanismos de activacion e inactivacion
se hallan asociados en las mismas particulas o al menos en particulas muy semejan-
tes. Sin embargo, la posibilidad de que los elementos activadores e inactivadores
sean proteasas inespecificas adsorbidas durante el proceso de rompimiento del hon-

0, no puede ser eliminada. Cabe hacer notar que el concepto de zimdgeno no debe
tomarse en su sentido literal, ya que el mecanismo de activacion proteolitica, y su
papel fisiologico, aun no han sido esclarecidos (para una revision, ver Ruiz-Herrera,
1982 y Martinez-Cadena y Ruiz-Herrera, 1987). Un mecanismo en cascada ha sido suge
rido, mediante evidencias experimentales, para la activacion de la quitina sinteta-
sa de Phycomyces por la Tuz y la tripsina (Reyna y Ruiz-Herrera, 1987).
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En la Tabla 2 se muestran las caracteristicas cinéticas generales de la quiti-
na sintetasa presente en las subunidades 16S, comparada con la enzima quitosomal o

~ particulada, obtenida de levaduras y micelio de Mucor rouxii. Algunas consideracio-

nes pueden hacerse respecto a estos datos. En primer Tugar se debe mencionar el ti-

- po de cinética de la reaccion catalitica, la cual en presencia de altas concentracio

nes de GlcNAc es sigmoidal a bajas concentraciones de substrato, y parabdlica si se
consideran solamente los datos obtenidos a altas concentraciones de substrato

~ (Ruiz-Herrera et al, 1977). La enzima disociada con digitonina mostrd una cinética

‘de tipo MichaeTis=Menten a altas concentraciones de substrato, en presencia de

~ GlcNAc.

Jrame—

E1 requerimiento de GIcNAc por parte de la enzima disociada con digitonina fue
casi absoluto. Estos resultados coinciden con los datos obtenidos con quitosomas
aislados de levaduras de M. rouxii, pero no con aquellos aislados del micelio, los
cuales se estimulan a un mivel significativamente menor (Martinez-Cadena et al.,
1987). Los valores de Ka para GIcNAc de la enzima presente en fracciones membrana-
les crudas y para la enzima disociada fueron similares, y mayores que los de la en-
zima quitosomal (Lopez-Romero, 1975), aunque cabe hacer notar que la enzima disocia-
da no se saturd, incluso con concentraciones de GIcNAc mayores de 40 mM. La GlcNAc
en altas concentraciones corrige la cinética de la enzima (datos no mostrados), al

~ igual que ocurre con la quitina sintetasa quitosomal (Ruiz-Herrera et al., 1977).

En el caso de la quitina sintetasa de Coprinus cinereus (Rousset-HaTT y Gooday,
1975) y de Agaricus bisporus (Hanseler et al., T9B3], Ta GlcNAc incluso a altas con-
centraciones fue incapaz de corregir la cinetica sigmoidal de la enzima.

E1 valor del coeficiente de Hill (Nn) de la enzima fue muy parecido al de la en

- zima quitosomal (Ruiz-Herrera, 1982). El valor de np para la enzima de C. cinereus

L

fue de 1.7 y 4.0 a concentraciones de UDPGIcNAc mayores y menores de 0.1 mM respecti
vamente (Rousset-Hall y Gooday, 1975). En forma similar el valor de ny para la enzi
ma de A. bisporus fue de 1.9 en ausencia de GlcNAc y 1.3 en concentraciones saturan-
tes deT azucar. Considerando que tanto la GlcNAc como el propio substrato son efec-

uiz-Herrera et al., 1977), es posible suponer que el mayor numero de sitios de union

5 gores alostéricos (McMurrough y Bartnicki-Garcia, 1971; Rousset-Hall y Gooday, 1975;

del substrato son alostéricos y no cataliticos. La enzima mostrd un requerimiento
absoluto de Mg2t; en tanto que la enzima quitosomal mostraba una actividad basal en

ausencia del ion (Ruiz-Herrera et al., 1977). Este resultado puede ser_atribuido a

que la enzima en el segundo casG estuviese contaminada con trazas de Mg?*, ya que si

las frac&iones enzimaticas se dializan contra EDTA, muestran un requerimiento absolu

to de Mgc" (Ruiz-Herrera, 1982).

Al igual que la enzima quitosomal (Ruiz-Herrera et al., 1977), la enzima diso-
ciada fue inhibida por el UDP con una cinética mixta CompTeja, y por la polioxina
con una cinética competitiva. La cinética compleja de inhibicion por el UDP puede
ser debida a que se una preferentemente al sitio alostérico. Finalmente es importan-
te sefialar que aparentemente las propiedades del sitio alostérico de la enzima Ka
GIcNAc, np, Ki UDP, no fueron afectadas por la disociacion de la quitina sintetasa
por la digitonina; en tanto que las propiedades del sitio catalitico si fueron afec-
tadas durante la disoclaciﬁn, disminuyendo la afinidad por el substratu, cofactores e
irhibidores: Km, Ka Mg¢", y Ki polioxina. Estos resultados sugieren que la organiza-
cion de 1a enzima en la membrana quitosomal modifica significativamente su estructura
En este sentido es importante sefialar que se ha demostrado que e] ambiente hidrofobi-
co que aportan los 1ipidos, parece jugar un papel importante en la reaccidn cataliti-
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Polioxina (uM)

Cinética de inhibicion de la quitina sintetasa por la polioxina D.
sultados aparecen expresados por el método de Dixon.
ponde a la actividad especifica. ® -UDPGlcNAc 0.4 mM;

La velocidad (v) corres-
0-UDPG1cNAc 0.2 mM.
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a (Lopez-Romero, 1975; Vermeulen y Wessels, 1983).

ABREVIATURAS USADAS

c, N-acetilglucosamina; UDPGIcNAc, uridina-difosfato N-acetilglucosamina; PMSF,
-metil-sulfonil-fluoruro; EDTA, etilen-diamino tetraacetato de sodio; POPOP,
-bis 2-(4-metil-5-fenil-oxazolill-benceno; PPO, 2,5-difeniloxazol.
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Propiedades comparativas de la quitina sintetasa de las subunidades 165 y

Tabla 1. Disociacion de la quitina sintetasa con digitonina y purificacion de las C
quitosomal

subunidades 16S

FRACC IGN PROTEINA TOTAL  ACTIVIDAD TOTAL  ACTIVIDAD ESPECIFICA nsm(l;fnmdn 165 QUITOSOMAS REFERENCIA
Sobrenadante "Zimogénico" "Zimogénico" 1
#0009 ATLER 1iee. Ly L Sigmoidal o normal Sigmoidal o normal 1
Ier. gradiente 4,40 142.4 32.3 12.8 3.3 mM 0.5 mM R |
2° gradiente 2.44 74.1 30.4 6.7 0.94 1.0 1
7.7 mM 2.5 mM 1
‘MgZ*  PARA V max 30 mM 5 mM 1
Ka G1cNAC 13.6 mM 12.5 mM 2
[G1cNAc ] para V max 40 mM 20 mM 3
Cinética polioxina Competitiva Competitiva 1
Ki Polioxina 3.4 uM 0.65uM 1
Cinética UDP Compleja Compleja 1
Ki Upp " 0.25 mM 0.4 mM 1

* 1. Ruiz-Herrera et al, (1977); 2. McMurrough y
Bartnicki-Garcia (1971); 3. Lopez-Romero (1975).

Dependiendo de la concentracion de UDPGIcNAc; ver texto.
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