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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es
la forma de demencia mas comin en la
edad adulta. Se manifiesta con la pérdida
progresiva de la memoria a medida que
las neuronas en la corteza cerebral y el
hipocampo mueren. En todas las formas
de EA se evidencia aumento de la ex-
presion de diferentes proteinas, asi como
la presencia de agregados insolubles de
péptido-B-amiloide (PBA). La glutamina
sintetasa (GS) es una enzima clave en el
metabolismo del glutamato y en la detoxi-
ficacién de amonio (NH4*). Previamente
se ha reportado una posible interaccion
GS-PBA que puede estar asociada con
EA. En este trabajo se realiz6 la purifica-
cion de la enzima cerebral de rata a partir

de un extracto sometido a precipitaciéon
fraccionada con (NH4),SO, del 20-60 %
de saturacién y posteriormente a través
de cromatografias sucesivas de filtracion
en gel, intercambio i6nico y afinidad. El
peso molecular del complejo fue calcu-
lado en 137 kDa por el orden de elucién
en la columna de filtracién. Se identi-
fico interaccion de la enzima con PBA
1-40, lograndose la purificacion de una
sola banda de 45 kDa, correspondiente a
la forma monomérica de la GS. En este
trabajo se presenta un nuevo método de
purificacion de la enzima y se demuestra
la interaccion de GS con el PBA. Se pro-
pone que esta interacciéon GS-PBA puede
ser uno de los procesos que se presentan
en la enfermedad al explicar la reduccién
de la actividad de la enzima en pacientes
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con EA, ya que podria alterar el ciclo
glutamato-glutamina y generar cambios
en el entorno celular que favorecen ex-
citotoxicidad por glutamato tipica de los
procesos de neurodegeneracion.

Palabras clave: glutamina sintetasa,
purificaciéon de proteinas, péptido beta
amiloide.

ABSTRACT

Alzheimer’s disease (AD) is the most
common form of dementia in adulthood;
it is manifested by the progressive loss of
memory since neurons in both cerebral
cortex and hippocampus die. In all the
forms of AD is observed the increased
expression of different proteins, as well
as the presence of insoluble aggregates
of B-amyloid peptide (BAP). Glutamine
synthetase (GS) is a key enzyme in the
metabolism of glutamate and in the de-
toxification of ammonium (NH4%). A
possible interaction GS-PBA has been
previously reported and it can be asso-
ciated with AD. In this work we per-
formed the purification of the enzyme
from rat brain extract subjected to frac-
tional precipitation 20-60 % saturation
with (NH4),SO,, and thereafter through
successive chromatographies of gel fil-
tration, ion exchange and affinity. The
molecular weight of the complex was
calculated at 137 kDa by the order of
elution in the column filtration. The in-
teraction of the enzyme with 1-40 PBA
was identified, achieving the purification
of a single band of 45 kDa corresponding
to the monomeric form of the GS. In this
paper we present a new method of the
enzyme purification and we demonstrat-
ed the interaction of GS with the PBA.
We propose this interaction GS-PBA can
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be one of the processes that occur in the
disease and it could explain the reduction
in enzyme activity in patients with AD,
since it might alter the glutamate-gluta-
mine cycle and generate changes in the
cellular environment which favor gluta-
mate excitotoxicity typical of neurode-
generation processes.

Key words: Glutamine syntheta-
se; protein purification; beta amyloid
peptide.

RESUMO

A doenca do Alzhéimer (DA) ¢ a forma
mais comum de deméncia na idade adul-
ta, que se manifesta pela perda progres-
siva da memoria, ja que 0s neurénios em
cortex cerebral e hipocampo morrem. Em
todas as formas de AD ¢ observado o au-
mento da expressao de proteinas diferen-
tes, bem como a presenca de agregados
insoluveis de B-amildide péptido (BAP).
Glutamina sintetase (GS) ¢ uma enzima
chave no metabolismo do glutamato e na
desintoxica¢do de amoénio (NH4"). Uma
possivel interac¢ao GS-PBA foi relatada
anteriormente e pode ser associada com
o AD. Neste trabalho, foi realizada a pu-
rifica¢do da enzima a partir do extrato do
cérebro de rato e foi submetido a precipi-
tagdo fraccionada com (NH,),SO, de 20-
60 % de saturagdo e, subsequentemente,
através de cromatografias sucessivas de
filtragdo em gel, permuta i6nica e de afi-
nidade. O peso molecular do complexo
foi calculado em 137 kDa por ordem de
elui¢@o na filtragdo de coluna. A interac-
¢30 da enzima com 1-40 PBA foi identi-
ficada, alcangando a purificagdo de uma
unica banda de 45 kDa correspondente
a forma monomérica do GS. Neste arti-
g0, apresentamos um novo método de
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purificagdo da enzima e demonstramos a
interacdo da GS com o PBA. Propomos
que esta interaccdo GS-PBA pode ser um
dos processos que ocorrem na doenga e
pode explicar a redugdo na actividade da
enzima nos pacientes com o AD, uma vez
que poderia alterar o ciclo de glutamato-
glutamina e gerar alteragdes no ambiente
celular que favorecem a excitotoxicidade
tipica do glutamato nos processos de neu-
rodegeneragao.

Palavras-chave: Glutamina sinte-
tase; purificacdo de proteina; peptideo
beta-amiloide.

INTRODUCCION

Las enfermedades neurodegenerativas, y
en especial las demencias, afectan a mi-
les de personas de forma creciente de-
bido al aumento de la esperanza de vida
de la poblacion, lo que hard que la pre-
valencia de estas patologias sea mayor
en los proximos afos. La enfermedad de
Alzheimer (EA) se caracteriza por una
pérdida progresiva de la memoria y de
otras capacidades mentales a medida que
las neuronas en la corteza cerebral y el
hipocampo se atrofian y mueren (1). Las
lesiones tipicas extracelulares son las pla-
cas seniles (PS) o amiloides, cuyo princi-
pal constituyente es el péptido -amiloide
(PBA). La secuencia DAEFRHDSGYE-
VHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGL-
MVGGVV del péptido de 40 residuos
(PBA 1-40) corresponde a una parte de la
region hidrofébica de la proteina precur-
sora amiliode (PPA ) (2). También
se pueden encontrar intracelularmente
otras lesiones denominadas ovillos neu-
rofibrilares, que estin compuestas por
la proteina tau hiperfosforilada (3). Los
depdsitos de PBA y las alteraciones en su
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procesamiento son reconocidas en todas
las formas de EA (4). El mecanismo de
autoagregacion, la cinética y la forma-
cion de complejos moleculares insolubles
se conocen como la “hipdtesis amiloide”
(2, 5). Aunque la mayoria de grupos han
enfocado sus investigaciones a entender
las interacciones del PBA con proteinas
neuronales, otros han reportado interac-
ciones con proteinas astrociticas, que en
condiciones patoldgicas pueden ser libe-
radas al espacio extracelular (6). La glu-
tamina sintetasa (GS) (E.C. 6.3.1.2) es
una enzima astrocitica clave en el meta-
bolismo de los mondémeros nitrogenados,
y esta involucrada en el balance metabd-
lico y el reciclaje de aminoacidos para
el normal funcionamiento del cerebro
(7). Los astrocitos cumplen diferentes
funciones en el cerebro, como el man-
tenimiento de la homeostasis ionica, la
compartimentacion metabdlica, el man-
tenimiento del reservorio de neurotrans-
misores y la proteccién de las neuronas
contra la neurotoxicidad del glutamato
(8). La GS cataliza la reacciéon entre el
glutamato procedente de las neuronas y
el amonio (NH,*) para la formacion de
la glutamina con gasto de una molécula
de ATP. La glutamina es liberada por los
astrocitos de nuevo a las neuronas, que
la emplean como precursor de glutamato
en un proceso metabdlico que se conoce
como el ciclo glutamato-glutamina (9,
10). En condiciones patolégicas como
EA se produce la activacion de los as-
trocitos, pero sus funciones en la enfer-
medad adn no son bien entendidas. Sin
embargo, parece que este proceso se
encuentra intimamente asociado con las
vecindades de las PS, en donde se depo-
sita PBA. Adicionalmente, los astrocitos
reactivos contienen diferentes formas de
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PBA, y se reporta que estas células pue-
den degradar formas extracelulares del
péptido (11, 12). Lo anterior sugiere un
papel importante de estas células en la
progresion de la enfermedad, ya que po-
drian intervenir en la acumulacién y lim-
pieza de PBA. Usando modelos celulares
se ha evidenciado la interacciéon de GS
con el PBA, resultando en la inactivacion
oxidativa de la GS y en el incremento
de la formacion de radicales libres y el
aumento de la neurotoxicidad del péptido
(13). Estas observaciones sugieren que
existe una relacién entre la interaccién
de la enzima con PBA y la formacién de
la placa amiloide que podria evidenciarse
con el compromiso en la toxicidad por
NH, " (13).

En este trabajo se utiliz6 como es-
trategia de purificacion de la enzima la
interaccion de la GS y el PBA, propo-
niéndose un nuevo protocolo de extrac-
cion y purificacién de la GS de cerebro
de rata en el que se utilizaron, de forma
secuencial, precipitacion fraccionada con
sulfato de amonio, filtracién en gel, in-
tercambio i6nico y cromatografia de afi-
nidad. En este ultimo paso se inmovilizd
el PBA 1-40 en un soporte de Sepharo-
sa-NHS y se purificd la enzima de una
mezcla de proteinas, obteniéndose una
banda correspondiente al peso molecular
del monémero de la enzima. Esta inte-
racciéon GS-PBA resulta ser fundamental
para explicar el mecanismo de patogéne-
sis de la EA.

MATERIALES Y METODOS
Material biolégico

Se utilizaron ratas Wistar machos de seis
meses de edad, mantenidas a una tempe-
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ratura entre 20-25 °C, con un ciclo luz/
oscuridad 12/12 h. Se alimentaron ad
libitum con una dieta sélida estandar y
en todo momento tuvieron acceso libre
al agua. Los animales se sacrificaron por
decapitacion y se extrajeron rapidamente
los cerebros intactos que se conservaron
en bafio con hielo hasta la preparacién
del extracto.

Preparacion del extracto

La extraccién de la enzima se realizd
modificando un protocolo previamente
publicado (14). En un experimento tipi-
co se procesaron aproximadamente 100
g de cerebro en 150 ml de buffer HE-
PES 10 mM pH 7,4 con NaCl 137 mM;
KCI 4,6 mM; KH,PO, 1,1 mM; MgSO,
0,6 mM y EDTA 1,1 mM. Al buffer
se le adicionaron los siguientes inhibi-
dores de proteasas: leupeptina (0,5 upg/
ml), pepstatina (0,7 pg/ml), fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) (40 pg/ml) y
aprotinina (0,5 pg/ml). Posteriormente,
se homogenizaron en el mismo buffer y
se centrifugaron a 18000 rpm por 1 h a
4 °C. Bajo estas condiciones se obtuvo
el sobrenadante (extracto crudo), que se
utiliz6 para el proceso de purificacién de
la enzima.

Precipitacion fraccionada con sulfato
de amonio

El extracto crudo obtenido se precipitd
con sulfato de amonio ((NH,),SO,) en
el rango de 0 a 20 % de saturacion (0-
20 %), luego se dejo reposar durante
toda la noche y se centrifugé a 18 000
rpm durante 20 min. El sobrenadan-
te del 20 % de saturacion se precipitd
nuevamente hasta el 60 % de saturacién
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(20-60 %), repitiendo el proceso ante-
rior. Se obtuvieron entonces al final dos
precipitados (rangos 0-20 % y 20-60 %
de saturacion), y un sobrenadante con el
60 % de saturacion que fueron dializados
contra agua desionizada y luego contra
el buffer HEPES pH 7,4 a 4 °C durante
toda la noche. Al final la fraccion de ma-
yor actividad se concentrd por ultrafil-
tracion, utilizando una celda de Amicon
con una membrana de tamafo de poro
(Cut-off) de 100 kDa, a fin de separar las
proteinas de menor peso molecular. La
soluciéon se mantuvo en agitacién cons-
tante a 4 °C.

Cuantificacion de la actividad
enzimatica

Laactividad dela GS se evalu6 entodos los
pasos del proceso de purificacién median-
te la reaccion de la y-glutamiltransferasa,
que cuantifica a 492 nm el producto
(y-glutamilhidroxamato) generado por la
enzima. La concentracién de proteina se
determiné por el método del 4cido bicin-
coninico (BCA bicinchoninic acid assay)
(15, 16).

Inmunoensayos

La presencia de la enzima también fue
evaluada por pruebas de elisa, para lo
cual se sensibilizaron placas de 96 po-
zos con distintas fracciones, siguiendo
el método publicado previamente (17).
Para el ensayo se coloco 1 pg de pro-
teina por pozo en buffer carbonato 0,1
M pH 9,6 durante 3 h a 37 °C y durante
toda la noche a 4 °C. Se bloque6 con
PBS-BSA (1,3 %), luego se incub6 con

Revista Colombiana de Quimica 41-2.indb 183

100 pl de IgG anti-GS (1:5000) (gene-
rado en conejo) durante 1 h a 37 °C. Se
adicionaron 100 pl de IgG (anti-conejo
peroxidasa) (1:1000) como anticuerpo
de reconocimiento. Posteriormente, se
reveld con 4acido 2,2' azino-bis (etilben-
zoatizoline)-6-sulfénico (ABTS). Se leyo
la absorbancia a 405 nm en un lector de
microplaca BioRad® Modelo 550. En
cada paso se hicieron tres lavados con
PBS-Tween 0,1 %.

Electroforesis

La preparacién de los geles se realizd
segin el método descrito (18). En cada
pozo se sembraron 10 png de proteina
disuelta en 5 ul de NH,HCO, 20 mM,
mas 5 pl de buffer muestra en condicio-
nes no reductoras. Se utilizaron geles de
separacion T,C,,y T,C, ; para concen-
tracion. Luego del corrido, los geles se
colorearon con solucién de Coomassie R

250 0,1 %.

Ensayos cromatograficos
Filtracion en gel

Una alicuota de 53 mg de la fraccién con
mayor actividad obtenida en los ensayos
de precipitaciéon se pasé por una colum-
na de Sephacryl S-300 (96 cm x 1,5 cm)
equilibrada previamente con HEPES pH
7,4 e inhibidores de proteasa. Se deter-
miné el peso molecular aproximado del
complejo enzimético, comparando los
volimenes de elucion para las proteinas:
IgY (170 kDa), BSA (66 kDa), ovoalbu-
mina (45 kDa) y tripsindégeno (24 kDa),
con el de la fracciéon de mayor actividad
de la enzima.
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Intercambio catiénico

Una fraccién de 25 mg de proteina enri-
quecida con GS proveniente de la croma-
tografia de filtracién en gel se coloco en
una columna DEAE-Sepharosa (42 cm x
1,5) equilibrada con HEPES pH 7,4 e in-
hibidores de proteasa. Luego se eluyeron
las proteinas retenidas en la columna con
buffer HEPES pH 7,4, usando un gra-
diente discontinuo de NaCl 0,2 M y 0,5
M. Se colectaron las fracciones con ma-
yor actividad eluidas de la cromatografia
de intercambio y se sometieron cromato-
grafia de afinidad.

Cromatografia de afinidad

Se efectud acople del péptido PBA 1-40
con un soporte de sepharosa-NHS, para
lo cual se modific6 un protocolo previa-
mente publicado (19, 20). E1 PBA 1-40
(4,5 mg) se disolvié en dimetilsulfoxi-
do (DMSO) y se mezclé con 1 ml del
soporte sepharosa-NHS durante toda la
noche a temperatura ambiente. Después
se inactivaron los grupos que no reac-
cionaron agregando una solucion de eta-
nolamina 0,5 M; NaCl 0,5 M a pH 8§,3.
El soporte se equilibr6 con HEPES pH
7,4 e inhibidores de proteasa y se apli-
caron 10 mg de proteina provenientes de
la cromatografia de intercambio idnico
en una columna de 1 ml. Se recogieron
las fracciones no retenidas y posterior-
mente se usd alta fuerza iénica (HEPES
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pH 7,4; NaCl 2 M) para eluir la proteina
retenida.

Western Blot

Después de realizar la electroforesis en
las condiciones previamente descritas,
se hizo la transferencia de las proteinas
en una membrana de nitrocelulosa por
30 min, usando una camara semiseca a
condiciones de 2 V, 200 mA. Al termi-
nar la transferencia la membrana se blo-
qued con PBS-BSA 1,3 % por una hora a
temperatura ambiente y luego se incubd
con IgG (anti-GS generado en conejo)
(1:5000) en PBS-BSA 1,3 % durante 1
h a 37 °C. Luego se adicion6 anticuerpo
secundario IgG (anti-conejo peroxidasa)
(1:1000) en PBS-BSA 1,3 % y se dejo en
agitacion 1 h a temperatura ambiente. Se
revel6 con una solucién de 50 mg de dia-
minobencidina (DAB) en 100 ml de PBS
y 10 ul de H,O, al 30 %. La reaccion
se detuvo con agua desionizada. En cada
paso se hicieron tres lavados con PBS-
TWEEN 0,1 %.

RESULTADOS Y DISCUSION

Dado que el objetivo principal de este
trabajo fue extraer y purificar la enzima
GS de cerebro de rata, se disefié un pro-
tocolo que incluy6 diferentes estrategias
que se resumen en la Tabla 1. Adicional-
mente, se evidencid la interaccién de la
GS y el PBA, y se emple6 dicha interac-
cién como estrategia de purificacion.
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Tabla 1. Resumen del protocolo de extraccion y purificacién de la glutamina sintetasa de cere-
bro de rata. Se presentan todos los pasos del proceso de purificacion, indicando las fracciones
de mayor actividad especifica y la cantidad de proteina

Volumen Proteina Actividad
(ml) (mg/ml) Total (U)

Proteina
Total (mg)

Actividad
Especifica
(U/mg)

a Factor b Porcentaje
Purificacion (%)

Extracto

210 18 2460
crudo

3780 0,66 1 100

Precipita-
do Sulfato
de amonio
20-60 %

36 58 1925

2029 0,95 1,43 78

Filtracién
en gel
Sephacryl-
S300

240 1,7 1430

409 3,5 5,3 58

Intercam-
bio i6nico
DEAE-

sepharosa

151 0,17 909

26 34 51,5 36

Cromato-

grafia

Afinidad 10 0,82 861
PBA-

sepharosa

0,82 1050 1590 35

*Incremento de la actividad especifica con relacion al extracto crudo.

"Recuperaci6n de la actividad relativa con respecto a la actividad total de la extraccién soluble.

A partir del extracto crudo que pre-
sentd una actividad especifica inicial de
0,66 U/mg, se realizaron los ensayos
de precipitacion fraccionada y en ellos
se determiné que la fraccion (NH,),SO,
0-20 % de saturacion no presenta activi-
dad especifica para GS, mientras que en
la fraccion (NH,),SO,20-60 % de satura-
cion los valores de actividad aumentaron
hasta 0,95 U/mg, lo que sugiere que GS
se precipita en este rango, dado que la
actividad especifica obtenida es mayor
que en el extracto crudo (Tabla 1). No
se encontré actividad especifica para el
sobrenadante del 60 % de saturacion. La
fraccion precipitada en el rango 20-60 %
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de saturacién se concentrd 5 veces por
ultrafiltracién en una celda de Amicon
utilizando una membrana con limite de
exclusion de 100 kDa. Todas las frac-
ciones obtenidas en los experimentos de
precipitacion fueron sometidas a pruebas
de elisa (Figura 1). Estos resultados con-
firman la presencia de GS en la fraccion
del precipitado 20-60 % de saturacion, lo
cual corresponde a los resultados presen-
tados en otros estudios en los que se re-
porta la presencia de GS hepética de rata
en precipitados con sulfato de amonio en
el rango del 30-55 % de saturacion (21) y
GS humana entre 20-40 % de saturacién
(22, 23).
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Figura 1. Determinacion de la presencia de GS por elisa para los ensayos de precipitacién con (NH,),SO,.
Se presentan la comparacion de los valores de absorbancia de tres fracciones obtenidas por precipitacion,
con respecto al extracto crudo y a la fraccion concentrada por Amicon.

Ensayos cromatograficos
Cromatografia de filtracion en gel (FG)

Con el fin de estimar el peso molecular
del complejo proteico en las condicio-
nes experimentales, se utilizo un soporte
Sephacryl S-300 en una columna (96 cm
x 1,5 cm), para lo cual se realiz6 una
curva de calibracion a partir de diferen-
tes patrones de proteina de peso molecu-
lar conocido. Se midieron los volimenes
de elucion de las siguientes proteinas: in-
munoglobulina Y, albdmina sérica bovi-
na fracciéon V (BSA), ovoalbimina, trip-
sindgeno y lisozima. Se realiz6 la curva
de calibracion de referencia con el valor
del logaritmo de los pesos moleculares
de cada proteina contra el volumen de
elucion obtenido (datos no mostrados).
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Se determiné la actividad especifica en
cada fraccion y se relaciond con el vo-
lumen de eluciéon de la GS (correspon-
diente a la fracciéon de mayor actividad
especifica). A partir de este volumen se
calcul6 el peso molecular del complejo a
estas condiciones en 137 kDa.

En la Figura 2A se muestra el perfil
cromatografico de la cromatografia de
filtracién en gel (FG). En todos los en-
sayos se obtuvo el mismo patrén croma-
tografico y solo en la fracciéon uno (FG-
F1) se evidencié actividad enzimética,
recuperandose 1,7 mg/ml de proteina y
con un aumento de la actividad especifi-
ca con relacién al extracto crudo (Tabla
1). Lo anterior permite evidenciar que
es en la FG-F1 donde predomina la enzi-
ma con una pureza 5,4 veces mayor a la
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obtenida en el extracto crudo. En el per-
fil electroforético de las fracciones obte-
nidas en filtracién (Figura 2B), se obser-
va que en FG-F1 y FG-F2 predominan
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bandas de alto y mediano peso molecular
(carriles 1 y 2), mientras que en FG-F3
predominan las bandas de peso molecu-
lar menor.
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Figura 2. A. cromatografia de filtracion en gel (FG) sobre Sephacryl S300. Se presenta el perfil caracte-
ristico obtenido en este proceso y se distinguen tres fracciones obtenidas: FG-F1 o primer pico de elusion,
FG-F2 o segundo pico de elusion y FG-F3 o tercer pico de elucion. B. Electroforesis (SD S-PAGE) 12 %
para los ensayos de FG. En la imagen se observan cuatro carriles de muestras correspondientes a las tres
fracciones obtenidas en filtracién en gel: 1) FG-F1; 2) FG-F2; 3) FG-F3, y 4) patrones de peso molecular

(10 pg de proteina se sembraron en cada uno).

Cromatografia de intercambio
anionico (10)

Una fraccion de 25 mg de FG-F1 fue co-
locada en una columna DEAE-sepharosa
(42 cm x 1,5 cm). El perfil cromatogra-
fico tipico se muestra en la Figura 3A.
Se observan tres fracciones: una no re-
tenida (IO-F1) y dos eluidas con un gra-
diente discontinuo de HEPES pH 7.,4;
NaCl 0,2 M (I0-F2) y 0,5 M (I0-F3).
Los ensayos de actividad muestran que
solo en la fraccion IO-F2 esta presente la
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enzima, obteniéndose 34 U/mg, lo que
corresponde a un valor 51,5 veces ma-
yor que la obtenida para el extracto cru-
do (Tabla 1). La retenciéon de la enzima
en el soporte DEAE-sepharosa indica
que la proteina en estas condiciones de
pH estd cargada negativamente y el in-
cremento en la actividad especifica res-
pecto al extracto crudo y al precipitado
del 60 % de saturacién con (NH,),SO,
indica menor presencia de contaminan-
tes. Los resultados anteriores evidencian
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también que al someter el extracto ini-
cial sucesivamente a cromatografia de
filtracién en gel e intercambio idnico
sobre DEAE-sepharosa se favorece la
eficiencia del proceso de purificacion de
la enzima. Esto se hace evidente en el
perfil electroforético de las fracciones
obtenidas en las cromatografias de inter-
cambio (Figura 3B), ya que en el carril
3 correspondiente a IO-F2 se observa un
menor nimero de bandas predominantes
de peso molecular 30, 40, 55 y 60 kDa
que podrian ser responsables de la acti-
vidad enzimética. Sin embargo, debido
a que en este perfil electroforético se
observan varias bandas de proteina, se

hizo necesario utilizar otros métodos de
purificacién adicionales. Todas las frac-
ciones obtenidas por filtracion en gel e
intercambio i6nico se sometieron a ensa-
yos de elisa; los resultados para tres en-
sayos cromatograficos y los triplicados
por fraccion se muestran en la Figura 4.
Estos resultados corroboran la presencia
de GS en FG-F1, mientras que en FG-
F2 y FG-F3 se evidencia la ausencia de
la enzima. En las fracciones provenien-
tes de la cromatografia de intercambio
i6nico se observo presencia de la enzima
solo en la fracciéon I0-F2 y ausencia de
esta en I0-F1 y I0-F3, confirmando los
resultados de los ensayos de actividad.
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66
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4 45
£ 0.6
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% NaCl 0.5 M
< 0.4 y 30
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 — 14
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0 50 100 150 200 25C

Figura 3. A. Cromatografia de intercambio iénico (IO). Se observa el perfil tipico obtenido en IO, mostran-
do una fraccion no retenida (IO-FI) y dos fracciones eluidas (I0-F2 y 10-F3) en un gradiente discontinuo
de NaCl. B. Electroforesis (SDS-PAGE) T12 % para los ensayos de 10. 10 ug de proteina de las diferentes
fracciones de la cromatografia de intercambio fueron utilizadas. Carril 1) patrones de peso molecular; 2)
10-F1; 3) 10-F2, y 4) 10-F3.
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Figura 4. Determinacion de la presencia de GS por el método de elisa para los ensayos cromatograficos
de filtracion en gel (FG) y de intercambio iénico (I0). Una alicuota de 1 mg de proteina obtenida en las
diferentes fracciones en los ensayos cromatograficos se fijo a la placa y luego se determiné la presencia de
GS utilizando el anticuerpo especifico para la enzima.

Cromatografia de afinidad usando PBA
1-40 (CA-PBA)

Para la cromatografia de afinidad se en-
say0 el acople del péptido beta amiloide
1-40 (PBA 1-40) con sepharosa-NHS,
para lo cual se hizo una modificacién a
un protocolo previamente reportado (19).
Se tomaron 4,5 mg de PBA disueltos en
3 ml de DMSO (1,5 mg/ml) y se aco-
plaron en 1 ml de sepharosa-NHS. Pos-
teriormente, se calculd el porcentaje de

1 10

acople del péptido sobre la columna en
77 %, es decir 3,5 mg de PBA 1-40/ml
de soporte. En estas condiciones se efec-
tué el acople por aminacion reductiva,
cuyo intermediario es una base de Schiff
que forma aminas secundarias estables
entre los grupos carbonilo del soporte y
los grupos amino de diferentes residuos
del péptido PBA 1-40. En la Figura 5
se presenta la secuencia del péptido con
los residuos (subrayados) que favorecen
la reaccion.

30 40

DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVYV

Figura S. Secuencia del péptido 3 amiloide PBA 1-40. Se resaltan los residuos que podrian ser responsables
de las reacciones de aminacion reductiva que favorecerian la interaccion de PBA 1-40 al soporte.
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Una fraccion de 10 mg de I0-F2 se pas6
por la columna de afinidad, obteniéndose
el perfil de elucién de la Figura 6A, don-
de se observa una fraccién no retenida
(CA-PBA-F1) y una fraccion retenida
(CA-PBA-F2) que se eluy6 utilizando
alta fuerza i6nica (HEPES pH 7,4 con
NaCl 2 M). En el perfil electroforético
(Figura 6B) se observa la presencia de
diferentes bandas de proteina correspon-
dientes a la fraccion CA-PBA-F1 (carril
2), lo que indica que estas no interac-

tdan con el péptido; el carril 3 corres-
ponde a la fraccion CA-PBA-F2 donde
se evidencid una sola banda de 45 kDa,
responsable de la actividad especifica ob-
tenida, indicando la presencia de la enzi-
ma. Para confirmar la presencia de GS
en las fracciones eluidas con HEPES pH
7,4 y NaCl 2 M, se realiz6 transferencia
a una membrana de nitrocelulosa que se
reveld con DAB (Figura 6B, carril 4),
donde se observa una dnica banda inmu-
norreactiva.
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Figura 6. A. Cromatografia de afinidad PBA-sepharosa. Se presenta el cromatograma tipico obtenido, se ob-
serva una fraccion no retenida (CA-F1) y otra retenida eluida con alta fuerza ionica (CA-F2). B. Electroforesis
(SDS-PAGE) T12 %. 1) Patrones de peso molecular; 2) CA-F1; 3) CA-F2 mostrando una banda ~44 kDa, y 4)
membrana de nitrocelulosa revelada con DAB, donde se visualiza una tinica banda inmunorreactiva.

Utilizando la cromatografia sobre el so-
porte sepharosa-PBA se obtienen 0,82
mg de proteina total con una actividad
especifica de 1050 U/mg y un factor de
purificacién de 1590 veces mayor que el
extracto crudo (Tabla 1). En el ensayo de
western-blot se evidencia una sola banda
de proteina correspondiente a ~44 kDa
reconocida por el anticuerpo especifico

190

Revista Colombiana de Quimica 41-2.indb 190

contra la enzima. Lo anterior permite
evidenciar la pureza de la enzima y es-
tablece la interaccion GS-PBA como la
estrategia final de este proceso. Adicio-
nalmente, este protocolo permite obtener
valores de actividad especifica mayores a
los reportados en otros trabajos para otras
enzimas eucarioticas (GS clase II); GS de
cerebro humano (179 U/mg) (24), GS de
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cerebro de oveja (200 U/mg) (25) y GS
de cerebro bovino (400 U/mg) (26). Se
ha reportado previamente que PBA 1-40
presenta capacidad de interaccién con
diferentes proteinas, lo que le confiere
la caracteristica de ser amiloidogénico o
con gran potencial de formacion de agre-
gados moleculares insolubles (2), posi-
blemente debido a la presencia de dos
hojas plegadas B que pueden organizarse
para formar hojas B paralelas mas esta-
bles con otros PBA o con otras proteinas
formando protofilamentos (27). La iden-
tificacion de proteinas que interactiian
con PBA es fundamental para entender
las caracteristicas que pueden favorecer
la formacién de agregados solubles (tem-
pranos) e insolubles (tardios) de gran im-
portancia en la EA. En este trabajo se
logré evidenciar la interaccion GS-PBA,
inmovilizando el PBA 1-40 a un soporte
de sepharosa-NHS, lo que permiti6 puri-
ficar la enzima de una mezcla de protei-
nas, obteniéndose una banda correspon-
diente al peso molecular del monémero
de la enzima. Debido a que la GS fue
eluida de la columna utilizando un buffer
con una alta fuerza idnica, esto sugiere
que las interacciones electrostaticas son
las que predominan en la formacién del
complejo GS-PBA. Por tanto, se espera
que los aminoicidos polares presentes
especialmente en la region aminotermi-
nal sean responsables de esta interaccion.

La GS es fundamental en la comparti-
mentalizacion del sistema glutamato-glu-
tamina y diversas observaciones sugieren
que la actividad de la GS empieza a dis-
minuir a principios de la EA, durante la
fase de deterioro cognitivo leve elevando
los niveles de amoniaco extracelular, el
estrés oxidativo, los procesos inflamato-
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rios y amplificando la cascada de neu-
rodegeneracion. Otros estudios muestran
que PBA actda sobre GS causando ni-
trosilacion y disminuyendo la actividad
enzimatica (28). En este trabajo se evi-
dencia la interaccion GS-PBA, lo que
contribuye a explicar los hallazgos de
otros investigadores en esta area.

CONCLUSIONES

El esquema de purificacion empleado en
este trabajo consider6 los siguientes pro-
cesos: precipitacion fraccionada con sul-
fato de amonio, filtracién por gel y cro-
matografia de intercambio. Finalmente,
la cromatografia de afinidad usando PBA
1-40 acoplado a sepharosa-NHS permiti6
establecer la interaccion de este péptido
con la GS. La importancia de este mo-
delo radica en que puede extrapolarse al
humano en el sentido de que existe un
92 % de identidad de secuencia entre la
GS de rata y la enzima humana. Por lo
anterior se propone que la interacci6n
entre la GS y el PBA 1-40 sea similar a
la que se observa con la enzima de rata.
Esto podria explicar la baja actividad de
la GS y el aumento de iones amonio en
la EA.

AGRADECIMIENTOS

Los autores agradecen a la Vicerrecto-
ria Académica de la Pontificia Univer-
sidad Javeriana por el apoyo financiero
del proyecto N° 000036 titulado “Puri-
ficacién y caracterizacion parcial de la
glutamina sintetasa de cerebro de rata”
y al Grupo de Investigaciéon en Protei-
nas del Departamento de Quimica de la
Universidad Nacional de Colombia (sede
Bogotd).

191

03/07/2013 10:07:38

ioquimica

Organicay B



REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA, VOLUMEN 41, nro. 2 DE 2012

REFERENCIAS

1.

192

Castellani, R. J.; Rolston, R. K.;
Smith, M. A. Alzheimer Disease.
Disease-a-Month. 2010. 56(9): 484-
546.

Murphy, R. M. Kinetics of amyloid
formation and membrane interaction
with amyloidogenic proteins. Bio-
chimica et Biophysica Acta (BBA)
- Biomembranes. 2007. 1768(8):
1923-1934.

Kang, J.; Lemaire, H.-G.; Unter-
beck, A.; Salbaum, J. M.; Masters,
C. L.; Grzeschik, K.-H.; Multhaup,
G.; Beyreuther, K.; Muller-Hill, B.
The precursor of Alzheimer’s dis-
ease amyloid A4 protein resembles a
cell-surface receptor. Nature. 1987.
325(6106): 733-736.

Roher, A. E.; Baudry, J.; Chaney,
M. O.; Kuo, Y. M.; Stine, W. B.;
Emmerling, M. R. Oligomerization
and fibril assembly of the amyloid-3
protein. Biochimica et Biophysica
Acta (BBA) - Molecular Basis of Dis-
ease. 2000. 1502(1): 31-43.

Tanzi, R. E.; Bertram, L. Twenty
Years of the Alzheimer’s Disease
Amyloid Hypothesis: A Genetic Per-
spective. Cell. 2005. 120(4): 545-
555.

Robinson, S. R. Changes in the cel-
lular distribution of glutamine syn-
thetase in Alzheimer’s disease. Jour-
nal of Neuroscience Research. 2001.
66(5): 972-980.

Seiler, N. Ammonia and Alzhei-
mer’s disease. Neurochemistry Inter-
national. 2002. 41(2-3): 189-207.

Revista Colombiana de Quimica 41-2.indb 192

10.

11.

12.

13.

14.

Albrecht, J.; Sonnewald, U.;
Waagepetersen, H.; Schousboe, A.
Glutamine in the central nervous
system: function and dysfunction.
Frontier in Bioscience. 2007. 12:
332-343.

Welbourne, T.; Routh, R.; Yudkoff,
M.; Nissim, I. The Glutamine/Gluta-
mate Couplet and Cellular Function.
Physiology. 2001. 16(4): 157-160.

Felipo, V.; Butterworth, R. F. Neu-
robiology of ammonia. Progress in
Neurobiology. 2002. 67(4): 259-279.

Wyss-Coray, T.; Mucke, L. Inflam-
mation in Neurodegenerative Dis-
ease A Double-Edged Sword. Neu-
ron. 2002. 35(3): 419-432.

Koistinaho, M.; Lin, S.; Wu, X;
Esterman, M.; Koger, D.; Hanson,
J.; Higgs, R.; Liu, F.; Malkani, S.;
Bales, K. R.; Paul, S. M. Apolipo-
protein E promotes astrocyte colo-
calization and degradation of depos-
ited amyloid-[beta] peptides. Nature
Medicine. 2004. 10(7): 719-726.

Butterfield, D. A.; Hensley, K.;
Cole, P.; Subramaniam, R.; Akse-
nov, M.; Aksenova, M.; Bummer,
P. M.; Haley, B. E.; Carney, J.
M. Oxidatively Induced Structural
Alteration of Glutamine Synthetase
Assessed by Analysis of Spin Label
Incorporation Kinetics: Relevance
to Alzheimer’s Disease. Journal of
Neurochemistry. 1997. 68(6): 2451-
2457.

Oliver, C. N.; Starke-Reed, P. E.;
Stadtman, E. R.; Liu, G. J.; Car-
ney, J. M.; Floyd, R. A. Oxidative

03/07/2013 10:07:38



REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA, VOLUMEN 41, nro. 2 DE 2012

15.

16.

17.

18.

19.

damage to brain proteins, loss of
glutamine synthetase activity, and
production of free radicals during
ischemia/reperfusion-induced inju-
ry to gerbil brain. Proceedings of
the National Academy of Sciences.
1990. 87(13): 5144-5147.

Miller, R. E.; Hackenberg, R.;
Gershman, H. Regulation of gluta-
mine synthetase in cultured 3T3-L1
cells by insulin, hydrocortisone, and
dibutyryl cyclic AMP. Proceedings
of the National Academy of Scienc-
es. 1978. 75(3): 1418-1422.

Smith, P. K.; Krohn, R. I.; Her-
manson, G. T.; Mallia, A. K.; Gart-
ner, F. H.; Provenzano, M. D.;
Fujimoto, E. K.; Goeke, N. M.; Ol-
son, B. J.; Klenk, D. C. Measure-
ment of protein using bicinchoninic
acid. Analytical Biochemistry. 1985.
150(1): 76-85.

Vega, N. A. Caracterizacién Bio-
quimica Funcional y Bioldgica de la
Lectina de Salvia bogotensis. PhD
Tesis. Facultad de Ciencias. Uni-
versidad Nacional de Colombia. Bo-
gota. 2004.

Laemmli, U. K. Cleavage of Struc-
tural Proteins during the Assembly
of the Head of Bacteriophage T4.
Nature. 1970. 227(5259): 680-685.

Oyama, R.; Yamamoto, H.; Titani,
K. Glutamine synthetase, hemoglo-
bin o-chain, and macrophage mi-
gration inhibitory factor binding to
amyloid B-protein: their identifica-
tion in rat brain by a novel affinity
chromatography and in Alzheimer’s

Revista Colombiana de Quimica 41-2.indb 193

20.

21.

22.

23.

24.

25.

disease brain by immunoprecipita-
tion. Biochimica et Biophysica Acta
(BBA) - Protein Structure and Mo-
lecular Enzymology. 2000. 1479(1-
2): 91-102.

Hermanson, G. T. Chapter 2 - The
Chemistry of Reactive Groups. Bio-
conjugate Techniques (Second Edi-
tion). New York, Academic Press.
2008. pp. 169-212.

Tiemeier, D. C.; Milman, G. Chi-
nese Hamster Liver Glutamine Syn-
thetase. Journal of Biological Chem-
istry. 1972. 247(8): 2272-2277.

Boksha, I. S.; Tereshkina, E. B.;
Burbaeva, G. S. Glutamine Synthe-
tase and Glutamine Synthetase-Like
Protein from Human Brain. Journal
of Neurochemistry. 2000. 75(6):
2574-2582.

Burbaeva, G. S.; Boksha, I. S.;
Tershkina, E. B. Glutamine synthe-
tase from human brain: Purification,
properties, possible involvement in
Alzheimer’s disease pathogenesis.
Biological Psychiatry. 1997. 42(1,
Supplement 1): 93S.

Yamamoto, H.; Konno, H.; Yama-
moto, T.; Ito, K.; Mizugaki, M.;
Iwasaki, Y. Glutamine Synthetase of
the Human Brain: Purification and
Characterization. Journal of Neuro-
chemistry. 1987. 49(2): 603-609.

Wedler, F. C.; Denman, R. B.;
Roby, W. G. Glutamine synthetase
from ovine brain is a manganese(II)
enzyme.  Biochemistry. 1982.
21(25): 6389-6396.

193

03/07/2013 10:07:39

Organica y Bioquimica



REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA, VOLUMEN 41, nro. 2 DE 2012

26.

27.

194

Maurizi, M. R.; Pinkofsky, H. B.;
McFarland, P. J.; Ginsburg, A.
Mg2+ is bound to glutamine syn-
thetase extracted from bovine or
ovine brain in the presence of 1-Me-
thionine-S-sulfoximine phosphate.
Archives of Biochemistry and Bio-
physics. 1986. 246(1): 494-500.

Tycko, R. Insights into the Amyloid
Folding Problem from Solid-State
NMR. Biochemistry. 2003. 42(11):
3151-3159.

Revista Colombiana de Quimica 41-2.indb 194

28. Castegna, A.; Aksenov, M.; Ak-

senova, M.; Thongboonkerd, V.;
Klein, J. B.; Pierce, W. M..; Booze,
R.; Markesbery, W. R.; Butter-
field, D. A. Proteomic identification
of oxidatively modified proteins in
alzheimer’s disease brain. part I:
creatine kinase BB, glutamine syn-
thase, and ubiquitin carboxy-ter-
minal hydrolase L-1. Free Radical
Biology and Medicine. 2002. 33(4):
562-571.

03/07/2013 10:07:39



