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1 RESUMEN

La enzima glucosa cinasa cataliza la fosforilación de glucosa de manera

dependiente de ATP, La glucosa cinasa de Streptomyces peuceíius var, caesius

fue purificada'a homogeneidad (292 veces) La enzima se encuentra en el cítosof

y está compuesta de cuatro subunidades idénticas de 31 kDa cada una Después

de la purificación, el tetrámero se disocia fácilmente a dímero, aunque en

presencia de D-glucosa (100 mM) la enzima mantiene su forma tetramérica Su

máxima actividad se encontró a pH 7 5 y 42*C. Su punto isoeléctrico fue de 8 4 La

secuencia de los aminoácidos de los extremos amino- y carboxilo terminal fue la

siguiente: MGLTIGVDIGAAGVPD y VYFAREPDPIM, respectivamente

La glucosa cinasa de Streptomyces coelicofor también es una enzima citosólica

compuesta de cuatro subunidades de 32 kDa cada una Su máxima actividad se

encontró a pH 7,6 y temperatura de 33°C El punto isoeléctrico de esta enzima fue

de 8.4,

El mecanismo cinético de las glucosa cinasas de ios dos microorganismos fue

BiBi ordenado en equilibrio rápido, donde la D-glucosa entra como primer sustrato

Para la glucosa cinasa de S peucetius var caesius se determinaron ios siguientes

valores de Km para D-glucosa y MgATP2': 1 6±0,2 y 0 80±0 1mM, respectivamente

El valor de Vmax fue de 1086 7±28 6 nmol min"1 mg"1 El ion Mg2+ a

concentraciones mayores de 10 mM inhibió ia actividad de la enzima Para la

glucosa cinasa de $ coeíicolor los valores de Km para D-glucosa y MgATP2"



fueron 1 4+0 1 y 0 5±0 1 mM, respectivamente, Su \ W fue de 1666 7±170 0

nmolmin'1 mg'1,



ABSTRACT

Glucose kinase catalyzes the ATP-dependent phosphorylation of glucose,

Streptomyces peucetius var caesius glucose kinase was purifíed 292-fo!d to

homogeneity The enzyme has a cytosoüc focalization and is composed of four

identical subunits, each of 31 kDa The purified enzyme easily dissociates into

dimers, However, in the presence of 100 mM glucose the enzyme maintains its

tetrameric form, Máximum activity was found at 42°C and pH 7,5 Isoelectríc

focusing of the enzyme showed a pl of 8 4 The N- and C-terminal amino acid

sequences were MGLTIGVDIGAAGVPD and VYFAREPDPIM, respectively

Glucose kinase from Strepíomyces coelicolor \s also homotetrameric, composed

of subunits of 32 kDa, Máximum activity was found at pH 7,6 and 33°C, Its pl was

84

The kinetic mechanism of glucose kinase from both microorganisms appears to be

a rapid equilibrium ordered type, i e, ordered addition of substrates to the enzyme,

where the first substrate is D-glucose In the case of glucose kinase from S

peucetius var, caesius the Km valúes for D-glucose and MgATP2" were 1 6± 0 2

and 0 80±01 mM, respectively Vmax was determined to be 1086 7± 28 6 nmol

min"1 mg'1 Mg2+ ¡n excess of 10 mM inhibits enzyme activity For the glucose

kinase from S coelicolor the Km valúes for D-glucose and MgATP2" were 14+01

and 0 5± 0,1 mM, respectively Vmax was determined to be 1666 7±170 0 nmol

min'1 mg"1,



2 INTRODUCCIÓN

El gran interés industrial en los estreptomicetos se debe a la capacidad que

presentan para producir una amplia variedad de metabolitos secundarios, muchos

de los cuales tienen propiedades de antibióticos, agentes antitumoraíes,

herbicidas, helminticídas, etc, De los 12,000 antibióticos conocidos en el año

1995, 55% fueron producidos por bacterias de este género (Demain, 1999),

A pesar de que la producción de metabolitos secundarios está ligada a la

disponibilidad de nutrientes, se sabe relativamente poco acerca de cómo es que

los estreptomicetos detectan y regulan la utilización de diferentes fuentes de

carbono, nitrógeno, etc, y como éstos pueden afectar la síntesis de los

metabolitos secundarios

La represión catabólica por fuente de carbono (RCC) es uno de los principales

mecanismos que regulan el metabolismo de carbono En el género Streptomyces

puede ser ejercida por varios carbohidratos como la glucosa, fructosa, manitol, etc

(Kwakman y Postma, 1994, Segura etal, 1996), aunque el mecanismo molecular

que causa la RCC en este género no se conoce Sin embargo mutaciones en el

gen glkA, que codifica para la enzima glucosa cinasa (Gik), y en los genes bíd y

ccrA, que codifican para posibles proteínas reguladoras, originan insensibilidad a

RCC (Angelí et al,, 1992, Ingram et ai, 1995; Pope et al, 1996, Segura et al,

1996) De estas, sólo se considera que la Glk juega un papel global en el

mecanismo de RCC en el género Streptomyces (Angelí eí al., 1992, Kwakman y

Postma,1994); sin embargo esta enzima no está involucrada en la RCC de todos

los genes sensibles en este género

10



Aunque aparentemente !a Glk juega un papel importante en la regulación del

metabolismo de carbono en el género Streptomyces, poco se sabe sobre sus

características bioquímicas,

Con la finalidad de continuar los estudios del mecanismo de RC en

Streptomyces peucetius var caesius se planteó como objetivo de este trabajo

purificar y caracterizar bioquímicamente a la glucosa cinasa de este

microorganismo y comparar sus características con las de la glucosa cinasa de S

coelicolor, microorganismo considerado como modelo en este género

11



3 ANTECEDENTES

3 1 Características generales del género Streptomyces

El género Streptomyces (Fig, 1) es uno de los 102 constituyentes del grupo

filogenético de actinomicetos Los miembros de este género son bacterias Gram

positivas con alto contenido de G+C (69 - 78 %) La mayoría son aerobios

estrictos, aunque existen reportes de algunas cepas microaerofílicas (Hodgson,

2000), En la naturaleza se encuentran comúnmente distribuidos en los suelos (los

estreptomicetos son los actinomicetos predominantes en el suelo), aunque pueden

ser encontrados también en ambientes acuáticos Los estreptomicetos se

caracterizan por ser miceliares y por presentar en su ciclo de vida una

diferenciación morfo-fisiológica única dentro de los procariontes (Hirsch et al.,

1985, Hopwood, 1988) (Fig, 2)

El crecimiento de una nueva colonia empieza con un inoculo transferido a un

medio adecuado (el inoculo puede ser esporas, un fragmento de hifa: una

pequeña parte de una vieja colonia, o un cultivo "stock" de micelio o de esporas)

En medio sólido, el inoculo desarrolla inicialmente el micelio vegetativo, también

conocido como primario Las hifas de aproxidamenté 1 jam de diámetro (tamaño

típico para bacterias y mucho más pequeño que las de hongos), crecen por

extensión apical para formar un micelio ramificado Una vez que los nutrientes se

han agotado, comienza el proceso de diferenciación morfo-fisiológica, que se

inicia con el surgimiento de hifas aéreas que crecen nutriéndose del micelio

12
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vegetativo lisado Posteriormente, las hifas aéreas comienzan a enroscarse y

septarse para dar lugar a la formación de esporas (Fig 3), las cuales adquieren

Dispersión de las esporas

Maduración de las esporas

Septacíón

Espora libre

Enrollamiento de la hifa

Germinación de la espora

Crecimiento del micelio vegetativo

Desarrollo de! micelio aéreo

Crecimiento de ia hifa aérea.

Figura 2 Ciclo de vida de Streptomyces coelicolotA3(2)

(Fuente'. Atlas of Actinomycetes Sociedad Japonesa de Actinomicetos 1997)

ii.*.-.'-'—"^i
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pigmentación al madurar Las esporas constituyen la única etapa en el ciclo de

vida en la que se observa la característica unicelular, ya que al germinar éstas

vuelven a generar un micelio vegetativo La formación de las hifas aéreas

comúnmente coincide con la producción de metaboütos secundarios (Hirsch et

a/,1985, Hopwood.1988)

Los metabolítos secundarios más importantes producidos por el género

Streptomyces son los antibióticos Además,

se ha observado que algunos de estos son

también agentes antitumorales, herbicidas,

inmunosupresores, antiparasíticos, etc

(Demain, 1999) Esta versatilidad

biosintética, aunada a su complejidad

morfológica, confiere a este género gran

importancia industrial y científica (Hirsch et

al, 1985; Hopwood, 1988)

Figura 3 Micelio aereo y esporas de S coelicolor

{Fuente: F Butíner and Findíay, John Innes Centre, 2002)

FALLA DE ORIGEN
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3,1 1 Streptomyces coeHcolor

Streptomyces coelicolot• A3(2) es ei organismo modelo del género Streptomyces

y actualmente es el estreptomiceto mejor caracterizado a nivel bioquímico,

fisiológico y genético Se conoce la secuencia completa de su genoma (Hopwood,

2001) Los análisis de esta secuencia revelaron su enorme capacidad

codificadora, ya que el cromosoma de este microorganismo cuyo tamaño es de

8,667,507 pb codifica para más de 7,500 proteínas Una proporción substancial de

su genoma parece estar dedicada al metabolismo secundario (Hopwood, 2001) A

pesar de que ninguno de los metaboiitos secundarios producidos por este

microorganismo es de importancia industrial, la diversidad de metaboiitos

secundarios producida y la facilidad de su manipulación genética convirtieron a

esta bacteria en el sistema biológico modelo para estudios de regulación

metabólica y expresión genética,

3,1,2 Streptomycespeucetius var. caesius

Streptomyces peucetius var, caesius, obtenido por tratamiento mutagénico a

partir de S, peucetius (el microorganismo productor de daunorrubicina; DNR), es

la cepa productora de doxorrubicína (DXR) (Fig 4), un antibiótico del grupo de las

antraciclinas, que posee una importante actividad antitumoral (Arcamone et ai,

1969) A pesar de varios efectos tóxicos no deseados (mieiosupresión y

cardiotoxicidad, principalmente), actualmente DXR es el fármaco antitumoral más

usado a nivel mundial para el tratamiento de diferentes tipos de tumores sólidos y

15



hematológicos Su mecanismo de acción no está completamente esclarecido

aunque probablemente, e! mecanismo princípaf de este compuesto sea la

inhibición de la topoisomerasa II, al intercalarse entre los pares de bases de la

doble hebra del DNA, produciendo ruptura de la cadena e impidiendo así la

replícación del material genético,

Fórmula PM

Daunorrubicina
Doxorrubicina

CH3CO
CH2OHCO

CH3

CH3

C27H29NO10
C27H29NO10

527 51
543 54

Figura 4 Estructura química de la doxorrubicina y la daunorrubicina
(Fuente: Hutchinson C R y Colombo, A L , 1999)

Aunque un gran número de microorganismos son capaces de producir DNR, e!

precursor inmediato de DXR, S peucetius var caesius es el único organismo

reportado capaz de producir DXR (Hutchinson y Colombo, 1999) La producción

16



mundial actual de DXR es de alrededor de 225 kg por año (Hutchinson y Colombo,

1999)

Como otros metaboíitos primarios y secundarios producidos por este

microorganismo, la producción de DXR se encuentra regulada por represión

catabólica (Segura eta/,1996; Escalante ef a/,, 1999)

3.2 Represión catabólica (RC)

El crecimiento, o simplemente la supervivencia de un organismo requiere un

complejo grado de coordinación en sus actividades que responda a los cambios

en e! medio ambiente, Todos los procesos fisiológicos están sujetos a alguna

forma de regulación para asegurar niveles adecuados de cada metabolito y evitar

gastos de energía innecesarios

Los microorganismos pueden asimilar una amplia variedad de substratos

orgánicos e inorgánicos, muchos de ellos de gran complejidad Sin embargo, en

presencia de substratos más fácilmente asimilables, se evita el gasto de energía

empleada en sintetizar enzimas necesarias para el metabolismo de estos

complejos nutrimentos Este mecanismo regufatorio, conocido como represión

catabólica actúa al nivel de transcripción Se conoce represión catabólica por

carbono, por nitrógeno, por fósforo, etc, dependiendo del nutriente que la causa

17



3 3 Represión catabóiica por fuente de carbono (RCC)

Este mecanismo regula et metabolismo de carbono, inhibiendo la expresión de

muchos genes catabólicos y de algunos otros, en la presencia de una fuente de

carbono rápidamente utilizable (Saier, 1992) Los mecanismos responsables de la

RCC son diversos y muy complejos y aunque las consecuencias fisiológicas son

las mismas probablemente existen varios sistemas control en un solo organismo

(Angelí, 1994),

A pesar de que este fenómeno regulatorio fue descubierto en el año 1901 (Saier,

1992), hasta la fecha son pocos los mecanismos que han sido elucidados En los

procariontes los únicos mecanismos esclarecidos lo han sido en Escherichia cotí y

Bacillus subtílis

18



3,3,1 Mecanismo de represión catabólica por fuente de carbono en

Escherichia coli

En E coíi el metabolismo de carbono está regulado por el sistema de transporte

de fosfotransferasa (sistema PTS) dependiente de fosfoenol piruvato (PEP)

El sistema PTS es un complejo enzimático que además de transportar y

fosforilar diferentes carbohidratos también interviene en la quimiotaxis y en

diversos mecanismos regulatorios Generalmente consiste de dos enzimas

solubles, citosólicas, no específicas: la enzima I (El) y la proteína estable a calor

(heat-stable protein, HPr); así como de un conjunto de enzimas específicas para

cada carbohidrato (las enzimas II). El sistema PTS es el más impórtame en el

transporte y fosforilación de carbohidratos en las bacterias Gram negativas y en

algunas Gram positivas Más de 20 carbohidratos diferentes son transportados por

este sistema (Postma et a/,1993), en donde se usa el PEP como ei donador del

grupo fosfato, según la Fig, 5,

En B, coli este sistema controla metabolismo de carbono, modulando la

actividad de las permeasas de los carbohidratos que no son transportados por el

sistema PTS (como simportadores de azúcar-H*, azücar-Na+) y de transportadores

activos dependientes de ATP Esta regulación unidireccional permite a la célula

utilizar a los carbohidratos que son substratos de PTS preferentemente sobre los

carbohidratos transportados por otros sistemas (Saier, 1995)

Además de su papel en la regulación del transporte de carbohidratos, el sistema

PTS de E coli también regula indirectamente la expresión de genes cuyos

19



Citosol Manitol 1-P Periplasma

PEPi

Piruvato P-EI

P-HPr

HPr

HA IIB

Manitol

Glucosa

Mañosa

Figura 5: Sistema de PTS en E, coii Las enzimas I, HPr, HA y IIB son las fosfo-
transferasas y la IIC es una permeasa que cataliza la translocación del
carbohidrato al citoplasma, Sólo se muestran las enzimas IIC específicas para
manitol (mtl), glucosa (glc) y mañosa (man) (Postma et al, 1993)
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productos están involucrados en el catabolismo de diferentes azúcares así como

de muchos otros genes, regulando la actividad de la enzima sintetizadora de AMP

cíclico (AMPc), la adenilato ciclasa, La concentración citosóüca de AMPc, así

como la de la proteína receptora de AMPc (CRP) modulan la expresión de cientos

de operones catabólicos, cuya transcripción se activa únicamente si el complejo

AMPc-CRP se une al ADN (Figura 6),, El sistema PTS regula la actividad de !a

adenilato ciclasa, regulando a su vez diferentes operones a nivel transcripcional

¿Cómo es que el sistema PTS de £ coli regula a todas estas permeasas,

enzimas catabólicas y a la adenilato cicfasa?

Una de sus enzimas, la enzima NA específica para glucosa (UA9tc), parece ser el

efector alostérico que controla el mecanismo de RC al unirse en su forma

desfosforilada a algunas permeasas de otros carbohidratos o a algunas otras

enzimas catabóiicas (por ejemplo la glicerol cinasa) La enzima ÍIA9!c se fosforila

reversiblemente en un residuo de histidina por la enzima I y la HPr, utilizando PEP

En presencia de glucosa, la enzima IIAglc se desfosforila transfiriendo el grupo

fosfato a la enzima IIBC membranal y posteriormente a la glucosa, produciendo

así glucosa-6-P, La MA9lc desfosforilada inhibe alostéricamente la actividad de

permeasas de otros azúcares o de otras enzimas catabólicas, además de

desactivar la adenilato ciclasa (Figura 6), La desactivación de esta enzima tiene

como consecuencia la reducción de la concentración de AMPc en el citosol

inhibiendo así la transcripción de los genes sensibles a la represión catabólica

En el año 1996 Saier Jr, reportó otro mecanismo de RC en E. coli independiente

de AMPc

21



Aden ¡lato
ciclasa

(inactiva) Represión caíabóüca

Permeasas de diferentes
carbohidratos,

enzimas catabólicas
(inactivas)

IIAslc

PEP

Piruvato

Azúcar-P

Azúcar

Adenilato
ciclasa K~ |JAolc

DNA

Activación de transcripción por el complejo AMPc-CRP

Figura 6 Modelo ilustrando el mecanismo de represión catabóiica por fuente de
carbono en E colí (Saier, Jr, 1995)
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En este mecanismo está involucrada la proteína Cra (del inglés: catabolic

represor/activator protein) que reprime el catabolismo de azúcares y activa el

anabolismo Cra controla la síntesis de un gran número de enzimas de una

manera sistemática; actúa reprimiendo la síntesis de las enzimas involucradas en

la fermentación de azúcares y activando fas enzimas necesarias para ia oxidación

del sustrato,

Adicionalmente, las bacterias púrpura Gram negativas, como las especies

Rhodobacter, Rhodospirillum y Azospiríllum, exhiben un fenómeno conocido como

RC reversa En este mecanismo los intermediarios del ciclo de Krebs reprimen la

síntesis de las enzimas involucradas en el catabolismo de los azúcares (Saier Jr,

1996)

3.3 2 Mecanismo de represión catabólica por fuente de carbono en Baciffus

subtílis

En B subtilis la regulación del uso de fuentes de carbono está también mediada

por el sistema PTS, aunque el mecanismo es diferente que el de E coíi En el

caso de B subtilis, la glucosa u otra fuente de carbono rápidamente metabolizable

genera intermediarios metabólicos, como por ejemplo la fructosa 1,6-bisfosfato

(FBF), Este metabolito activa a una HPr(Ser) cinasa y la enzima activada fosforila

a HPr en su residuo Ser46 HPr{Ser-P) activa a la proteína de control catabólico

(CcpA) uniéndose a ella y así induciendo una conformación que tiene alta afinidad

por secuencias que actúan en cis, conocidas como elementos de respuesta a

catabolitos (CREs) De esta manera el complejo FBF-HPr(Ser-P)-CcpA unido a
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las CREs en las regiones regulatorias de tos operones sensibles a la RC, inhibe la

iniciación de la transcripción (Figura 7),

mms

FBF

CcpA

HPr

ATP<=x A N Fosfatasa

ADP H2O

HPr " 1 — P

FBF

HPr — p HPr

FBF- CcpA FBF

Inhibición de transcripción
(Represión catabólica)

Figura 7 Mecanismo de represión catabólica por fuente de carbono en B subtilis
(SaierTJr,1995)
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En el año 1999 fue reportado otro mecanismo de RC en B subtilis,

independiente de las proteínas del PTS, en cuaf pudiera estar involucrada la

enzima glucosa cinasa (Rosana-Ani et al,,1999) aunque este mecanismo no ha

sido aclarado todavía

3 3,3 Mecanismo de represión catabólica por fuente de carbono en el género

Streptomyces

En el género Streptomyces el mecanismo de RC controla la expresión de

muchos genes como por ejemplo: genes involucrados en el transporte y en la

utilización de fuentes de carbono alternas (Hodgson,1982; Smith y Chater, 1988;

Wong ef al,, 1991, Ramos 1999), así como en la síntesis de enzimas

extracelulares y metabolitos secundarios (Servín-González et al; 1994; Virolle

andGagnat, 1994 ; Segura et al, 1996, Escalante ef al., 1999)

A pesar de la gran importancia comercial y la interesante biología de este

género, los conocimientos sobre cómo las células detectan la presencia de la

fuente de carbono, cómo la transportan y cuál es el mecanismo de la RC son muy

limitados,

La detección de los nutrientes y la generación de señales como estímulo para

producir RC está fuertemente ligada a los respectivos sistemas de transporte

Mientras que el sistema de transporte para glucosa, el azúcar que causa la

represión más fuerte no ha sido identificado, se ha demostrado que los

estreptomicetos transportan celotriosa, maltosa y xilobiosa por el sistema de
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transportadores ABC y la fructosa es aparentemente transportada por el sistema

PTS (Parche efa/,,1999),

La presencia del sistema PTS en S coelicolorfue reportada por primera vez, en

el año 1995 {Titgemeyer, 1995), En 1999 dos grupos reportaron la clonación del

gen ptsH cuyo producto es la fosfotransferasa HPr del PTS (Butler eí al, 1999,

Parche eí al, 1999) Posteriormente Parche y col, en el año 2000 reportaron la

existencia de tres genes de S coelicolor que codifican para las proteínas

homologas de las enzimas no específicas del PTS y 6 genes que codifican para

las proteínas homologas de las enzimas especificas Es muy probable que este

microorganismo tenga menos genes pts comparado con ías decenas de pts de E

coli o con los 27 genes pts de B, subtilis

Los estudios de RC realizados en S, coelicolor demostraron que los niveles

de AMPc no varían con ei cambio de fuente de carbono {Hodgson,1994),

Tampoco fue identificada una proteína-cinasa capaz de fosforilar a la enzima HPr,

(Titgemeyer eí al,, 1995; Parche eí al ,1999) lo que sugiere que el mecanismo de

RC en Streptomyces es diferente al que existe en E. coli o B subtilis (Angelí eí al,

1994)

3,3,3 1 Papel de la glucosa cinasa en la RCC

Mutantes de S coelicolor (mutantes 2-dogR), aisladas por su capacidad de

crecer en presencia de un análogo de glucosa, la 2-deoxiglucosa (2-dog), son

insensibles a la RC (Hodgson, 1982) Este tipo de mutantes son incapaces de

utilizar glucosa, aún cuando el transporte de glucosa no está afectado (Hodgson,
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1980,1982) La insensibilidad de estas mutantes a la RC fue correlacionada con la

pérdida de la actividad de la gfucosa cinasa (Glk),

Resultados similares se obtuvieron con las mutantes 2-dogR de S, peucetius

var, caesius (Segura ef al, 1996). Estas mutantes también se caracterizan por ser

insensibles a la RC y la actividad de Glk se encuentra disminuida entre 10-30% de

la cepa original, A diferencia de ias mutantes de S, coelicolor, las de S, peucetius

var. caesius pueden crecer en glucosa como única fuente de carbono y tienen

afectado el transporte de glucosa (Segura ef a/,,1996, Ramos 1999),

La complementación de las mutantes 2-dogR de S coelicolor con ef gen que

codifica para esta enzima, glkA restablece la capacidad de utilizar glucosa, ía

actividad de Glk y también la sensibilidad a la RC (Ikeda eí al ,1984) La expresión

de glkA en E. coli confirmó que su producto es una proteína que cataliza la

fosforilación de glucosa (Angelí, 1992), Sin embargo, la complementación de

mutantes glkA de S coelicolor con un gen análogo de glucosa cinasa de

Zymomonas mobiiis reestablece la capacidad de utilización de la glucosa y la

actividad de Glk, pero no la sensibilidad a RC (Angelí, 1992) Esto sugiere que la

Glk juega un papel importante en la regulación del metabolismo de carbono

La secuencíación de un fragmento Bell del genoma de S coelicolor, que

contiene el gen de glkA, demostró que éste contiene dos marcos de lectura

abiertos completos, SC6E1019C (orf2) y SC6E10 20c (orf3), que codifican para

proteínas de 20,1 y 33 1 kDa, respectivamente y el C-terminal de una tercera

proteína (ORF1) Ef producto del oriZ es la enzima Glk (GlkA) Este gen se

transcribe a partir de dos promotores: de su propio promotor y del otro promotor

río arriba del orf2 (Angelí eí a/, 1992) En mutantes de S, coelicolor resistentes a
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2-dog el gen glkA (0RF3) por sí solo reestabiece la actividad de Glk, la utilización

de glucosa, así como la sensibilidad a 2-dog y a la RC, pero para alcanzar los

niveles de actividad de Glk encontrados en la cepa silvestre es necesaria la

transcripción a partir de ambos promotores, El análisis de la secuencia de glkA

muestra la existencia de largas secuencias de aminoácidos similares a las

encontradas en una familia de proteínas, conocida como la familia ROK (represor,

orf, kinase), que incluye diversas glucosa-cinasas y proteínas represoras, como

NagC de E coii y XylR de B. subtilis (Títgemeyer et al, 1994) Sin embargo, a

diferencia de estas proteínas represoras, la Glk de S, coelicolor carece de una

extensión en la región N-terminal con dominios de unión a ADN que se encuentra

en las proteínas represoras (Titgemeyeref a/,, 1994)

La función del producto del orfZ aún no se conoce y su secuencia no se parece a

ninguna de las proteínas reportadas, aunque la cotranscripción de orf2 y orf3

sugiere que existe alguna conexión funcional entre estos dos productos Como ya

fue mencionado, el gen glkA es capaz de reestablecer la sensibilidad a la RC en

las mutantes sin glkA y orf2, lo que sugiere la hipótesis de que el orf2 no es

esencial para la RC

Otro dato que apoya la participación de la Glk en la RC consiste en que el

efecto represor de diversas fuentes de carbono como la arabinosa, galactosa,

citrato y glutamato, sobre la expresión de la glicerol cinasa y la agarasa se pierde

en mutantes de S.. coelicolor con deleciones en el gen glkA, aún cuando estas

fuentes no sean metabolizadas vía la glucosa cinasa (Kwakman y Postma, 1994)

Por otro lado, Angelí eí al (1994) aislaron mutantes de S coelicolor con

deleciones en el gen glkA capaces de utilizar glucosa, las cuales aparentemente
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expresan una segunda Glk, la Glkll, La Glkll reestabléció la utilización de glucosa

y la sensibilidad a 2-dog, pero no la sensibilidad de! gen dagA a la RC Al probar

la movilidad electroforética de Glkll en un gel de actividad in st'tu,, ésta fue

diferente a la presentada por !a Glk de la cepa original

Sin embargo, existen ciertas anomalis en esta historia de la Glk, Cuando el gen

de quitinasa, chi63, aislado de Streptomyces plicatus, fue introducido en S

coelicolor A3(2) se observó que su expresión fue inducida por quitina y reprimida

por glucosa, de una manera independiente a laGlkA(lngramy Westpheling, 1995;

Hodgson, 2000), mientras que la represión por glucosa de este mismo gen en S

lividans es dependiente de GlkA (Saito, 1998) Otros casos de represión por

glucosa independiente de glkA fueron reportados para la ct-amilasa de

Streptomyces reticuli (Hodgson, 2000) y para a-amilasa de Streptomyces

kanamyceticus (Flores etal,1993),

Otra anomalía es la observación de que el gen de la a-amilasa de S limosus,

que se encuentra bajo la RC por manitol, cuando se transfiere a S coelicolor

A3(2), está sujeto a la RC por glucosa dependiente de glkA

Existen evidencias de que la velocidad del crecimiento juega un papel

importante en la represión de a-amilasa de Streptomyces sp IMD 2679 (Hodgson,

2000)
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3 3 3 2 ccrA1: Mutación en Streptomyces coelicolór que afecta el control de

la represión catabólíca

Recientemente Ingram et al (1995) aislaron y caracterizaron una muíante de S

coelicolor, a la que llamaron ccrA1 La mutación ccrA1 se localiza cerca del locus

argA y es distinta de otras mutaciones involucradas en el control catabólico, como

\agIkA

Fenotípícamente las mutantes ccrA1 difieren de las mutantes glkA, porque

pueden utilizar glucosa como única fuente de carbono y no son resistentes a 2-

dog, Además estas mutantes exhiben una expresión anormal de los promotores

sensibles a la RC ga¡P1, gyl y ch¡63, pero no de los promotores insensibles a la

RCC, como es el caso del promotor galP2, La transcripción del ga!P1 y gyí

aumenta aproximadamente 4-5 veces, tanto en condiciones de RC como en

condiciones no represoras La expresión del promotor chi63 es muy baja en S

coelicolor Sin embargo en presencia de la mutación ccrA1 aumentó

considerablemente, hasta estar sujeta a la RC (Ingram et ai, 1995) A pesar de

que en esta mutante se incrementa la expresión de los promotores sensibles a la

RC, éstos siguen sujetos a regulación

Actualmente nada se sabe acerca de esta mutación a nivel molecular, por lo

que es difícil especular sobre su papel en el mecanismo de RC Sin embargo las

evidencias fisiológicas mencionadas sugieren que ccrA1 afecta la expresión de los

promotores sensibles a la represión catabólica
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3 3,3,3 Mutantes bldinsensibles a la represión catabólica

Las mutantes de S, coelicolor incapaces de producir hifas aéreas son

conocidas como mutantes bld (calvas, del inglés bald) Recientemente Pope eí al

(1996) reportaron que en seis diferentes clases de estas mutantes la expresión del

galP1 es insensible a la represión catabólica La posterior caracterización de las

mutantes bldA y bldB indicó que en estas cepas la transcripción de galP1 es

independiente de galactosa e insensible a la RC, La complementación de estas

mutantes con el gen bldA o bldB restaura tanto la sensibilidad a la RC, como la

producción de hifas aéreas (Pope et al, 1996), Los estudios de regulación de

otros genes sujetos a RC indican que en la mutante bld la expresión de dagA y

gyl también es insensible a la RC y que la complementación de estas mutantes

con e¡ gen bldB reestablece la sensibilidad a la RC La mutación bldB no afecta la

expresión de promotores insensibles a la RC, lo que sugiere que esta mutación no

afecta a la transcripción a nivel general, sino que afecta específicamente a los

genes sujetos a la RC (Pope ai al, 1996)

3.3 3.4 Papel de GylR, Regí y MalR en la represión catabólica en

Streptomyoes

Aparentemente las mutaciones glkA, ccrA1 y bld en S coelicolor afectan a la

represión catabólica a nivel general, es decir, afectan a la RC de un gran número

de genes y operones no relacionados entre sí,
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En el caso del operón gyl, se ha identificado una proteína específica, GylR que

actúa como represor transcripción al de este operón, pero que no está involucrada

en la RC de otros genes u operones El operón gyl esté precedido por el gen gylR

que se transcribe en la misma dirección Así, gylR y el operón gyl se transcriben

por separado y la transcripción de los dos está sujeta a fa RC (Smith y

Chater,1988 a,b; Hindíe y Smith,1994), Como ya se mencionó, las mutaciones

glkA, ccrA1 y b!d, afectan la RC del operón gy\ El producto del gen gylR contiene

un motivo de unión a DNA y comparte secuencias con un gran número de

represores transcripcíonales (Smith y Chater, 1988b) La interrupción del gen gylR

ha demostrado que GylR actúa como represor transcripcionat de gyl y gylR

(Hindle y Smith, 1994)

Parece que la RC del operón gyl requiere tanto del represor específico (GylR)

como deí represor general (que pudiera ser la enzima Glk) (Hindle y Smith, 1994)

MalR y Regí son otras dos proteínas involucradas en la RC en los

Streptomyces MafR está codificada por el gen malR y presenta alta similitud con

las proteínas represoras de la familia Lac/Gal MalR controla la inducción del

sustrato y junto con Glk participa en la represión por glucosa de la utilización de

maltosa (Wezel ef al,, 1997)

Regí es aparentemente la única proteína responsable de la RC por glucosa de

los genes que codifican para a-amilasas en S lividans y parece estar involucrada

también en !a regulación de la producción de quitinasa en este microorganismo

(Nguyenefa/,1997)
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El papel de GylR, MalR y Regí en la RC sugiere qué en Streptomyces pueden

existir represores específicos además de una proteína o sistema represor general

Basando se en todos estos resultados hemos diseñado el esquema que

contiene los posibles mecanismos de la represión catabólica por glucosa en

Streptomyces {Figura 8)

3 3,3,5 Efecto represor de la glucosa en la formación del micelio aéreo en S

albonigervía acumulación de ácidos orgánicos

Un caso especial de RC fue reportado por Redshaw y col en et año 1976 Ellos

reportan que el efecto represor de la glucosa en la formación del micelio aéreo en

Streptomyces aibonigerse debe a la acumulación de ácidos orgánicos Surowitz y

Pfister (1985) demostraron que la acumulación de los ácidos orgánicos fue

resultado de un desequilibrio entre la glicólisis y el ciclo de Krebs inducido por la

glucosa

3 4 Glucosa cinasa

La glucosa cinasa cataliza el primer paso en el metabolismo de la glucosa, la

fosforilación de la D-glucosa con ATP según la reacción:

Glk

D- Glucosa + MgATP2" • D- Glucosa 6-P + MgADP"
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Esta reacción ocurre tanto en los organismos procarióticos como en eucariontes

Sólo pocas especies, la mayoría bacterias y organismos unicelulares, poseen la

glucosa cinasa verdadera (ATP: D-glucosa 6-fosfotransferasa, E..C. 2 7 1,2), es

decir, la enzima específica para glucosa (Bork eí al, 1993)

Como ya se mencionó, el análisis de la secuencia de nucleótidos de la Glk de S,

coelicolor, indica que esta enzima, junto con algunas otras azúcar cinasas,

pertenecen a la familia ROK, pero a diferencia de las proteínas represoras de esta

familia, las azúcar cinasas no tienen las secuencias de unión a DNA en sus

regiones N-termtnales Hasta la fecha no se conoce la estructura tridimensional de

ninguna de la proteínas de la familia ROK, aunque Swenson y Krengei ya están

trabajando en la cristalización de la Glk de S coelicolor (Swenson y Kregel,

resultados no publicados)

La glucosa cinasa de S coelicolor es una enzima constitutiva y fue purificada

como Glk(His6) por cromatografía de afinidad (Mahr eí al, 2000) El peso

molecular de la enzima, determinado en un gei de poliacrilamida con SDS, fue.de

36 kDa La proteína purificada fue muy estable (durante varias semanas) a 4°C

(Mahr et ai, 2000)

Analizando los elementos de estructura secundaria de esta proteína se predijo

que la composición es: 32% de a-hélices, 26% de láminas aplegadas, 13% de

giros-fi y 29% plegamientos al azar (Geourjon y Deléage, 1995), Hasta enero del

2002, se han secuenciado 23 glucosa cinasas de diferentes orígenes, de acuerdo

a datos del banco de datos Swissprot La mayoría de las mismas no han sido

purificadas ni caracterizadas bioquímicamente Los pesos moleculares de las Glk
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reportadas en el Swissprot están en la Tabla 1 Los valores de pH óptimos varían

entre 6-9 y los valores de temperaturas óptimas de las Glks de organismos

mesofílicos están dentro de un intervalo de 25 a 37°C (Bork etal, 1993)

Los mecanismos cinéticos de algunas glucosa cinasas están en fa Tabla 2,
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Dominio

Bacteria

Archaea

Eucaria

Especie

Bacillus subfflis
Bacilfus halodurans
BacHlus halodurans
Bacillus megaterium
B stearothermophilus
Brucella abortus
Corynebacterium gluíamicum
Escherichia coli
Mycobacterium leprae1

M, tuberculosis1

Mycoplasma pulmonis
Propionibacteríum shermanii
Rhizobium ¡oti
Lactococcus lactis
Staphylococcus xylosus
Streptococcus mutants
Streptococcus pyogenes
Streptococcus pyogenes2

Streptomyces coelicolor
Zymomonas mobilis
Xylella fastidiosa
Xylella fastidiosa
Thermoplasma acidophilum
Halobdcteríum sp,
Pyrococcus furiosas
Aspergillus niger
Sacch&romyces cerevisiae

Peso
molecular

de subunidad
(Da)

33545
34496
30715
33899
34500
37607
34216
24500
34101
27429
32189
30000
34812
33792
35032
24000
33397
33367
36000
35423
36119
36101
35203
35203
47000
54536
55377

Número
de

subunidades
_

-
2
-
-
2
-
-
-
2
-
-
_
2
-
-
4
2
-
-
-

2
2
1

^ 0 2.7 163
2 posible actividad de glucosa cinasa
- número de subunidades no determinado

Fuente: SWISSPROT
(http://www.expasy org/sprot)

Tabla 1 Pesos moleculares de glucosa cinasas de diferentes orígenes
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4 JUSTIFICACIÓN

El mecanismo de represión catabólica por fuente de carbono en el género

Streptomyces está poco entendido Los estudios de diferentes genes y operones

han demostrado que son varias las proteínas involucradas en esta regulación,

cuyo papef preciso no ha sido aclarado, y es muy probable que haya más

proteínas por descubrir, Por esta razón, actualmente no es posible diseñar un

esquema general dei mecanismo de RC en este género o en otras bacterias Gram

positivas con alto contenido de GC Sin embargo, basándose en los resultados

reportados, se puede proponer que la Glk juega un papel fundamental en esta

regulación Para poder evaluar el papel regulatorio de cada una de las proteínas

involucradas será importante purificarlas y estudiar sus características

bioquímicas, como por ejemplo en qué condiciones son más estables, cuáles son

los valores de temperatura y pH óptimo, sus pl, conocer sus mecanismos y

constantes cinéticos, etc

Con base en lo anterior en el presente trabajo nos planteamos el siguiente:

5 OBJETIVO GENERAL

Purificar y caracterizar bioquímicamente a la glucosa cinasa de Streptomyces

peacetius var caesius y completar la caracterización de la glucosa cinasa de

Streptomyces coelicolot para poder compararlas
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5,1 Objetivos particulares

I Localizar las enzimas dentro de las células

II Optimizare! método de extracción de la enzima de !a célula

III Determinar su pH óptimo, pl, temperatura óptima y estabilidad a diferentes

temperaturas y valores de pH

IV, Purificar la enzima

V Determinar el mecanismo cinético, Vmax y Km para los dos sustratos

VI Comparar las glucosa cinasas de los dos microorganismos

6 HIPÓTESIS

S coelicolory Speucetius var caesius pertenecen al mismo género bacteriano,

pero la distancia filogenética entre ambos permite suponer que sus glucosa

cinasas puedieran ser diferentes
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7 MATERIAL Y MÉTODOS

7.1 Microorganismos y su cultivo

Los microorganismos utilizados en esta investigación fueron Streptomyces

peucetius var, caesius NRRL B-5337 (cepa depositada y mantenida en la

colección de cultivos del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM) y

Streptomyces coelicor M145 (cepa donada por el Dr Luis Servín, Instituto de

Investigaciones Biomédicas, UNAM), Las esporas de los microorganismos se

obtuvieron según Segura e/a/.., 1996,

Los cultivos de las cepas se realizaron a partir de inóculos obtenidos en

matraces Erienmeyer de 250 mi con 25 mi de medio YMG-1, que contenían

extracto de levadura 0 4%, extracto de malta 1 0%, glucosa 0 4% y agua destilada,

El pH fue ajustado a 7 2 y se agregaron 5 perlas de vidrio de diámetro 5 mm antes

de esterilizar el medio (Segura et ai, 1996) El micelio obtenido después de 48

horas de incubación a 29°C y 180 rpm, lavado tres veces con solución salina

isotónica estéril (SSI; NaCI 0 85%) se utilizó para sembrar los matraces Fernbach

de 2,8 L que contenía 500 mi de medio YMG-2 (extracto de levadura 0 3%,

extracto de malta 0 3%, glucosa 1 8%, pH 7 2) y 10 perlas de vidrio de diámetro 5

mm por matraz, Después de 48 horas incubación a 29°C y 180 rpm, el cultivo se

filtró bajo vacío utilizando filtros Whatman No,, 40 (50 mi de cultivo/filtro) El micelio

recuperado en el filtro se lavó con solución salina isotónica y las células fueron

39



deshidratadas con 50 mi de acetona Las células deshidratas (polvos de acetona)

se guardaron a -20"C hasta su uso,

Se probó también desintegración de las células con ultrasonido, Para la

desintegración con ultrasonido se tomaron 25 mi de un cultivo de 48 hrs, el micelio

se lavó 2 veces con solución salina ¡sotónica y posteriormente se resuspendió en

3 mi de Tris-HCI 50 mM, pH 7 2 Se sonicaron las muestras del micelio fresco y

también del micelio congelado (durante 7 días a -20°C) 6 veces durante 10

segundos en frío (Soniprep 150),

7.2 Obtención de extracto libre de células

Para la obtención de ios extractos enzimáticos se trituraron los polvos de

acetona (1 mg) en un mortero con hielo seco para desintegrar las céiufas, Ei

micelio triturado se resuspendió en 3 mi de amortiguador Tris-HCI, 50 mM (pH

7,2) Los restos celulares se eliminaron por centrifugación a 245,000xg durante 1

hora en la uitracentrifuga Beckman L8-55M, utilizando el rotor SW 50.1 El

sobrenadante se concentró (aprox 15 veces) por centrifugación (1,i00xg, 30 min)

en (os conos de membrana con el tamaño de poro de 25,000 Da en la centrifuga

Beckman J2-MC, utilizando el rotor JA-20 Los extractos libres de células (20-30

mg de proteína mi"1) se guardaron a -20°C hasta su uso, La concentración de

proteína se determinó por ei método de Lowry (Lowry et ai, 1951), usando como

estándar albúmina sérica bovina
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7.3 Determinación de la actividad enzima tic a

La actividad de glucosa cinasa se determinó en ios extractos libres de células,

midiendo espectrofotométricamente la reducción de NADP+ (s = 6 22 cm"1mM'1) a

340 nm en una reacción acoplada con glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH)

(Angelí, 1992) El sistema de reacción contenía Tris-HCI 100 mM, pH 7 5, D-

glucosa 10 mM, MgCÍ2 5mM, ATP 1 mM, y G6PDH 0..7U mi"1 Para convertir el

cambio en unidades de absorbancia en velocidad de formación de NADPH se

utilizó la ecuación de Lambert-Beer:

A = s x d x c

donde A es la absorbancia, ? es el coeficiente de absorción molar (ENADPH = 6 3 L

mmol'1 cm"1) y d es la longitud de celda (1 cm), La actividad (z) de la Glk se

calculó según ía siguiente ecuación:

A A x V
z =

At X 8 X d X V

donde V es el volumen total de ensayo, v es el volumen del extracto enzimático, t

el tiempo, La actividad de la Glk fue expresada en unidades, donde una unidad fue

definida como nmoies de NADP reducidos por minuto a 25°C

Se utilizó esta definición de unidad en congruencia con lo publicado por otros

autores que trabajan con la Glk de S, coelicotor

Nota: En 1961, la Comisión de Enzimas de la Unión Internacional de Bioquímica

recomendó el empleo de una unidad estándar (intemational unit) para todas las

enzimas, la cual viene definida como sigue:
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"Una unidad (U) de una enzima es la cantidad que catalizará la transformación

de un micromoi de sustrato por minuto bajo condiciones definidas"

Las condiciones definidas comprenden la temperatura, el pH, el sistema tampón,

la concentración def sustrato y el cofactor

(http://www chem qmul ac uk/iubmb/nomenclature/)

7,4 Zimograma de la actividad de glucosa cinasa

Los extractos enzimáticos de las dos cepas se sometieron a electroforesis a 4°C

en un gei de poliacrilamida al 10%(p/v) en condiciones no desnaturalizantes Para

evitar la inactivación de la enzima por TEMED o persulfato de amonio, el gel se

dejó correr una hora antes de que las muestras se cargaran, Después de la

electroforesis, el gel se lavó con amortiguador Tris-HCI 50 mM, pH 7 2 antes de

relevar la actividad, con el fin de evitar la inhibición de la mezcla de revelado por el

amortiguador alcalino de corrida

La glucosa cinasa se localizó en el gel usando un sistema de revelado basado

en la formación de formazan por la reducción del metil-tiazoil-tetrazolium (MTT),

en presencia de fenozin meto-sulfato (PMS), según la reacción (Harris y

Hopkínson.1976):
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MgATP*

Glucosa

MgADP"

Glucosa 6-P

NADP

Formazan
(color morado)

G6PDH Gluconato 6-P

NADPH

MTT

La mezcla de reacción (10 mi) se aplicó at gef de electroforesis como un gel de

agarosa ai 0 8%, que contenía Tris-HCI 100 mM, pH 7.5, glucosa 20 mM, MgCfe

25 mM, NADP* 0.5 mM, ATP 1 mM, MTT 0,17 mg ml"\ fenozin meto-sulfato 0.08

mg mi"1 y 0..5U mi"1 de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, Las bandas fueron

visibles después de 5 -10 min de incubación en oscuridad a 42°C

7.5 Purificación de la glucosa cinasa

La purificación se realizó a 4°C sin protección contra el oxígeno 1 mi del extracto

libre de células concentrado se cargó a un gel de poliacrilamida preparativo a 6%

(p/V) Después de la separación electroforética, la banda correspondiente a la

glucosa cinasa (localizada en el gel como se describió en el punto 7 4) fue cortada

y electroeluída al amortiguador Tris-HCI (50 mM, pH 7 2), con glicerol (10% v/v) y
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glucosa (100 mM) La pureza de la enzima fue determinada por electroforesis en

condiciones nativas y desnaturalizantes, Las bandas de proteína fueron

visualizadas por tinción con azul brillante de Coomassie R-250 (Rosenberg.1996)

7 6 Determinación del peso molecular

El peso molecular de la Glk purificada de S, peucetius var caesius fue

determinado por espectrometría de masas usando un espectrómetro con trampa

de iones "Esquire" (Brucker-Flanzen Analytica! GMBH) como fue descrito por

Jensen etai, 1998 en Kratos Analytical Corp... Boston, MA

7.7 Análisis de los aminoácidos de los extremos amino- y carboxilo

terminal

La secuenciación del extremo amino terminal de la Glk purificada se realizó en

el secuenciador automático "Applied Biosystem 476A Sequencer" (Automated

Edman Protein Degradation), según las instrucciones del fabricante, La proteína

fue modificada con fenilisotiocianato, para obtener los derivados de

feniltiohidantoina (PTH-aminoácidos) Los PTH-aminoácidos fueron analizados

como reportó Hoving (Hoving et al, 2000)

La caracterización de la secuencia de aminoácidos del extremo carboxilo terminal

(Fig, 8) se realizó según Sechi y Chait (2000) La secuenciación fue realizada en

Kratos Analytica! Corp,, Boston, MA
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Adición de
anhidrotripsina

Figura 8 Esquema de obtención del extremo carboxilo terminal de una
proteína para su secuenciación de aminoácidos La proteína disuelta y digerida
por la endoproteasa Lys-C fue incubada en presencia de anhidrotripsina acoplada
a agarosa, Después de una centrifugación, el extremo carboxilo se recupera en el
sobrenadante, mientras todos los demás péptidos quedan en el botón unidos a la
anhidrotripsina-agarosa, El carboxilo terminal fue identificado por comparación de
espectros de masas MALDI-TOF obtenidos antes y después de la incubación con
anhidrotripsina, La secuencia de aminoácidos se obtuvo analizando el
sobrenadante en un cromatógrafo de líquidos acoplado a un espectrofotómeíro de
masas

7..B Determinación del pH óptimo y el efecto de pH a la estabiflídad

El pH óptimo fue determinado a 25°C utilizando amortiguador Tris-malato 100

mM en el rango de pH de 5,5 a 9 0, y Tris-HC1100 mM en el rango de pH de 7,0 a

8 0, Se tomó la precaución de que la enzima auxiliar (G6PDH) no fuera limitando

en los diferentes valores de pH, El efecto de pH sobre la estabilidad de la enzima

fue estudiado a dos diferentes temperaturas: 4 y -20°C, incubando a la enzima en

el amortiguador Tris-malato a diferentes valores de pH de 6 a 9, 5 días a 4°C y 1

mes a -20°C La actividad de la enzima fue determinada a pH 7 5

i £ 1 1

•"--"" "<

Í A L L A D E O B I G E N
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7 9 Determinación del pl

El punto isoeléctrico de la glucosa cinasa se determinó con el equipo

Phastsystem {Pharmacia), utilizando placas de isoelectroenfoque con un

gradiente de pH 3-9,

7,10 Efecto de temperatura sobre la cinética de la reacción catalizada y

termoestabílidad de la enzima

£! efecto de la temperatura sobre la actividad fue determinado midiendo la

actividad enzimática a diferentes temperaturas en el intervalo de 25 a 50°C La

energía de activación se calculó según la ecuación de Arrhenius;

k~ A t

donde k es la constante de velocidad, A es la constante de Arrhenius, Ea es la

energía de activación, R es la constante universal de los gases y T es la

temperatura absoluta,

La termoestabilidad de la enzima fue determinada incubando la muestra a

diferentes temperaturas (-20, 4 y 25°C), utilizando el amortiguador Tris-HCI 50

mM, pH 7,2 La actividad se midió a 25°C, pH 7,5 La constante de velocidad del

decaimiento de la actividad se determinó incubando la muestra a 37°C, midiendo

la actividad de Glk cada 15 min durante dos horas,
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711 Estudios cinéticos

La reducción de NADP+ se cuantificó a 340 nm a 25±2°C utilizando un

espectrofotómetro Spectronic 21D (Spectronic Instruments) La actividad se

determinó variando fas concentraciones de glucosa (de 0 a 25 mM) y de ATP (de

0 a 2 mM) El efecto del ion de magnesio se estudio variando su concentración de

0 a 25 mM La D- fructosa y e! MgADP se utilizaron como análogos de los

sustratos en los estudios de inhibición, Para determinar los valores de Vmax y Km

para cada sustrato, los datos se ajustaron a ia ecuación de Míchaeiis Menten

utilizando un programa de regresión no lineal (Sigma Plot 5 0)
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8 RESULTADOS

8,1 Localización de la enzima dentro de la célula

Analizando la actividad de Glk de S peucetius var, caesius y de S, coeíicolor en

la fracción citosólica y en la fracción membranal, encontramos que el 96% de la

actividad total se encuentra en la fracción citósolica, Analizando el zimograma de

la actividad no se encontraron isoformas de la enzima en ninguno de los dos

microorganismos, Se obtuvo la mayor actividad dejando crecer a fas células 48

horas,

3 2 Optimización de las condiciones de extracción de la enzima

Se compararon dos métodos de desintegración de las células: por sonicación

del micelio fresco o congelado y por desintegración de polvos de acetona con hielo

seco {descrito en Mataríel y métodos) Los resultados de estos experimentos se

muestran en la Fig 9 La actividad de Glk obtenida por ultrasonicación del micelio

fresco o por desintegración con hielo seco fue muy parecida, sin embargo en las

muestras congeladas durante 7 días a -20°C no se detectó actividad de Glk Por

ello se decidió utilizar el método de desintegración con hielo seco, ya que los

polvos de acetona se pueden guardar por largos periodos (3 años) a -20°C sin

pérdida de actividad de la Glk
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Figura 9 Actividad específica de la glucosa cinasa de S peucetius var. caesius en la
fracción citosólica obtenida por la desintegración de las células con hielo seco y por
sonicación del micelio fresco, como fue descrito en Material y métodos

30 60 90 120 150

Tiempo de centrifugación (min)

180

Figura 10 Optimizacíón del tiempo de centrifugación para obtener la máxima actividad de
glucosa cinasa de S peucetius var, caesius en la fracción soluble después de la ruptura de
las células ( • muestra sometida a centrifugación, • control sin centifugación)



Para obtener la máxima actividad específica de G!k eri-la fracción citosólica se

probaron diferentes tiempos de ultracentrifugación (Fíg 10) Gomo control se tomó

muestra después de la ruptura de fas células con hielo seco sin centrifugación,

guardada a 4°C, Los resultados de este experimento demuestran que la máxima

actividad específica de la Glk fue obtenida después de una hora de centrifugación

a245,000xg,

8 3 Purificación de la glucosa cinasa

La Glk de S, peucetius var, caesius fue purificada 292 veces, electroeluyendo fa

banda correspondiente a la enzima de un gel preparativo de poliacrilamida al 6%

(p/v), corrido en condiciones no desnaturalizantes (Tabla 3)

Tabla 3 Purificación de fa glucosa cinasa de S peucetius var, caesius

Las actividades específicas fueron determinadas a 25°C

Actividad Proteína Actividad Factor de Rendimiento
total específica purificación

(unidades) (mg) (unidades (veces) (%)
mg1 prot)

Extracto libre de 4219 3 229000 184 2 1 100
Células

Electroforesis 478 8 0 0089 53,797 7 292 113
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La pureza de la enzima fue verificada mediante éíéctroforesis en geles de

poliacrilamida con SDS (Fig, 11),

kDa

200
116

97

66

45

21

Figura 11 Elecíroforesis en gel de poliacrilamida corrido en condiciones
desnaturalizantes, Carril 1: marcadores de peso molecular, carril 2 contiene 0,75
\xg de glucosa cinasa de S peucetius var caesius purificada La proteína se tiñó
con azul de Coomassie
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8 4 Determinación del peso molecular de la enzima

El peso molecular de Ja glucosa cinasa nativa de S peucetius var, caesius

determinado por electroforesis a varias concentraciones de acrilamida en

condiciones no desnaturalizantes fue de 132±13 kDa El peso molecular

determinado por electroforesis en geles de acrilamida con SDS fue de

31,0±1,5kDa,, De acuerdo a estos resultados se sugiere que la enzima está

compuesta de cuatro subunidades idénticas, El peso exacto de la subunidad

determinada por espectrometría de masas fue de 30961 4±1 5 Da (Fig 12)

Después de algunas horas de almacenamiento a 4°C, e! 85% de la enzima totaf

de S, peucetius var, caesius se encontró en su forma dimérica La disociación del

tetrámero se evitó adicionando glucosa 100 mM al amortiguador de eiectroelución

(Fig 13), sugiriendo que la presencia del sustrato estabiliza la conformación

tetramérica, Este comportamiento de dimerización no fue observado con la

glucosa cinasa de S coelicolor (resultados no presentados),

En presencia de otras fuentes de carbono (fructosa, galactosa, arabinosa y 2-

DOG), utilizando el mismo amortiguador de elución, la Glk no logró tetramerizar

(Fig, 14),

51



(O



1 2 3
kDa

132

66

Figura 13: Electroforesis en gel de poliacrilamida al 6% (p/v) corrido en
condiciones no desnaturalizantes Carril 1: marcadores del peso molecular,
glucosa cinasa de S peucetius var. caesius purificada sin (carril 2) y con presencia
de glucosa 100 mM (carril 3) en ef amortiguador de electroelución
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1 2 3

132 kDa

66 kDa

Figura 14: Electroforesis en ge! de poliacrilamida al 6% (p/v) corrido en
condiciones no desnaturalizantes, Carril 1,2,4,5: glucosa cinasa de Speucetius
var caesius purificada con presencia de galactosa (1), arabinosa (2), fructosa (4) y
2-deoxigIucosa (5) en el amortiguador de electroelución La concentración de
todas las fuentes de carbono fue de 100 mM Carril 3: marcadores del peso
molecular
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Para comparar el peso molecular de la Glk de Speucetius var caesius con la de

S. coelicolor, se hizo un zimograma de actividad (Fig, 15), El peso molecular de la

enzimas nativas es igual En un gel de poliacrilamida corrido en las condicionas

desnaturalizantes de Glk de S, coelicolor se confirmó que la enzima está

compuesta de 4 subunidades de 32 kDa cada una (resultados no presentados)

1 2

Figura 15 Comparación de peso molecular de la Glk de S, coelicolor (carril 1) con
la de S,, peucetius var caesius (carril 2) por zimograma, Los extractos enzimáticos
se sometieron a electroforesis en un gel nativo de poliacrilamida a 10% (p/v) La
actividad de Glk se reveló a 42°C En cada carril se colocó 40 ng de proteína
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8 5 Determinación del pH óptimo y estabilidad a pH

La máxima actividad de la glucosa cinasa de S peucetius var caesius se

encontró a pH 7 5 (Fig 16A), la de S coeticolora pH 7,6 (Fig 16B) Estudiando el

efecto del pH sobre la estabilidad de fa enzima cruda de los dos microorganismos

se determinó que la mayor estabilidad fue a pH 7,2 a las tres temperaturas

probadas (-20,4 y 25°C)

8,6 Efecto de la temperatura sobre la cinética de la reacción cartalizada y

termoestabilidad de la enzima

La termoestabilidad de la enzima cruda y purificada de S peucetius var caesius

fue determinada a -20, 4 y 25 °C La termoestabilidad de la enzima cruda y

purificada de $ coelicolor fue determinada a -20 y 4°C La enzima cruda de las

dos bacterias fue rnuy estable a -20°C (por lo menos durante dos años)

Los estudios realizados con la Glk de S peucetius var caesius mostraron que

la enzima purificada fue estable a -20°C durante dos meses A 4°C la enzima

cruda no perdió actividad después de dos semanas de incubación, mientras que la

enzima purificada fue estable sólo 24 horas Incubándola 150 min a 25°C, la

enzima cruda y purificada perdió 40 y 100% de su actividad, respectivamente

En presencia de glucosa 100 mM, la estabilidad a 4*C y a 25°C se incrementó

Las constantes de velocidad del decaimiento, que se obtuvieron al incubar a la

enzima a 37°C en presencia y ausencia de glucosa 100 mM fueron de (5 1

±0 5)x10'5 y (3 3± 0 3)x10"4 s"\ respectivamente
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Figura 16 Determinación del pH óptimo de la glucosa cinasa de S, peuceiius var
caesius (A), y de S coelicolor (B), El pH óptimo fue determinado a 25"C utilizando
el amortiguador Tris-HC1100 mM como se describe en \a metodología



La Glk de S coelicolor purificada mantuvo 100% de su actividad después de 1

mes de congelación a -20°C La vida media de las dos glucosa cinasas

purificadas, determinada a 4°C está en la Tabla 4

Tabla 4 Tiempos de vida media de la glucosa cinasa

Glucosa cinasa de
Speucetiusvar caesius Scoelicolor

ti/2 (a 4°C) 8,3 h 13 6 h

U/2 (a 25°C) 52..5min N,D

La dependencia de la actividad de las Glk de los dos microorganismos a la

temperatura se muestra en la Figura 17 y en la Tabla 5

Tabla 5 Efecto de la temperatura sobre la actividad de la glucosa cinasa

La
fue

Ea

máxima actividad
determinada a

(kJ mof1)

S.
Glucosa

peucetius var caesius

42° C

42 8 ±4 5

cinasa de
S coelicolor

33° C

30 6±3.2
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Figura 17 Efecto de la temperatura a la actividad de glucosa clnasa, A: de S peucetius var
caesius, B: de S coelicolor La actividad se determinó midiendo la reduecón de NADP a diferentes
temperaturas, cómo se describió en Material y métodos Insertos: Gráficas de Arrhenius de
los valores de 26 a 42°C (A) y de 25 a 33°C (B)
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8 7 Análisis de la secuencia de aminoácidos de los extremosamino y

carboxilo terminal de la glucosa cinasa de S peucetius var, caesius

Se determinó la siguiente secuencia de aminoácidos del extremo amino terminal

(los primeros dieciséis residuos):

Speucetius var caesius: NH3
+, MGLTIGVDIG AAGVPD

S, coelicolor. NH3
+, MGLTIGVD1GGTKIAAGWD (Angelí 1994)

La secuencia de aminoácidos del carboxilo terminal fue la siguiente:

S peucetius var, caesius: VYFAREPDPIM, COO'

$ coelicolor. ADLAREPDPIM, COO"

Comparando las secuencias de ios aminoácidos de las dos glucosa cinasas se

observaron diferencias tanto en el extremo amino- como en el carboxilo terminal

Se observó que ia Glk de S peucetius var caesius tiene incompfeta la secuencia

de unión al ATP (residuos 8-12 del extremo amino terminal de la Gik de S

coelicolor, Angelí, 1992),

8.8 Estudios cinéticos

Los estudios de las velocidades iniciales (Fig 18, 19) de las glucosa cinasas de

los dos microorganismos muestran que el mecanismo es BiBi ordenado en

equilibrio rápido según la Fig, 20:
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Figura 18 A,B Dobles recíprocos de las velocidades iniciales de la reacción catalizada por la
glucosa cinasa de S peucetius var caésius A variando las concentraciones de glucosa y
fijando las concentraciones de MgATP2'1 (0 25 0 5 1 y 1 5 mM) Inserto: Intersección con el eje "y"
contra ios recíprocos de la concentración de MgATP2'. B variando las concentraciones de
MgATP2' y fijando las concentraciones de glucosa (1,2. 5 7 y 10 mM) Inserto; pendiente contra
los recíprocos de concentración de glucosa
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Figura 19 A,B Dobles recíprocos de las velocidades iniciales de la reacción catalizada por la
glucosa cinasa de S coelicolor A, variando tas concentraciones de glucosa y fijando ias
concentraciones de MgATP2" (0 25, 0 5,1 y 1 5 mM), Inserto: Intersección con el eje "y"
contra los recíprocos de la concentración de MgATP2' B, variando las concentraciones de
MgATP2 fijando las concentraciones de glucosa (1, 2, 5, 7 y 10 mM) Inserto: pendiente contra
los recíprocos de concentración de glucosa
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Figura 20 Mecanismo cinético de la glucosa cinasa

La deducción de la ecuación de velocidad para este mecanismo es la siguiente:

v = kcat[EAB] [1]

la concentración de enzima total, [ET] según ef esquema 4, es:

[ET]= [E] + [EA] + [EAB] [2]

v kcat[EAB]

[ET] [E3+ [EA] + [EAB]

en términos de las constantes de disociación:

fAT FBI

[33

[ET] 1+ jAJ
KA KAKB

reorganizando términos:

[4]

v - [5]
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donde v, Vmax¡ [A], [BJ, KA, K$ representan la velocidad inicial, la velocidad

máxima, la concentración del sustrato A (D-glucosa), la concentración del sustrato

B (MgATP2), la constante de Michaelis para el sustrato A y B, respectivamente,

Modificando la ecuación [5] para expresarla en función dei sustrato A, cuando la

[B] se mantiene constante:

Vmox[A]
v = [6]

K A KB/ [B ] -MAH1+K B / [B ] )

la ecuación de la doble recíproca de [6]:

1 KAK& 1 KB 1
„. - + „ + ryi

v Vmax[B] [Aj Vmsx[S] Vmax

La ecuación [7] representa una línea recta, cuya ordenada al origen es:

KB 1

v

La representación gráfica de la ecuación [8] es también una línea recta (Figura

21)
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K8
* b i =•

Vn

Figura 21 Representación gráfica de la ecuación [8]

Modificando la ecuación [5] en función del sustrato B, cuando la [A] se mantiene

constante:

v -
KAKB¡[A] + K8 + [B]

[93

la ecuación de doble recíproca de [9]

KAKB/[A] + KB + [B]

v Vmax[B]
E103

La ecuación [10] es también ecuación de una línea recta, cuya pendiente es:

m =
Vn

[11]

La representación gráfica de la ecuación [113est^ en la Figura 22
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Figura 22 Representación gráfica de la ecuación [11]

Los valores de Vmax, KA and KB, obtenidos por regresión no lineal global

utilizando la ecuación [5] están en la Tabla 6

Tabla 6 Características cinéticas de la glucosa cinasa de Streptomyces coelicolor
y de Streptomyces peucetius var, caesius

Glucosa cinasa de
S. coelicolor S. peucetius var. caesius

Vmax, (nmol min^mg'1)
KA (mM)
KB (mM)

1666 7+170 0
1.4±0..1
0,5±0 1

1086 7±28,6
1 6±0 2
0,8±0 1

Para confirmar el mecanismo cinético, se realizaron los estudios de las

velocidades iniciales en presencia de análogos de los dos sustratos Se utilizó la
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D-fructosa (I) como análogo de la D-glucosa, y el MgADP' (Y), como análogo del

MgATP2"

Sí el mecanismo cinético es BiBi ordenado se pueden esperar las siguientes

interacciones según la figura 23:

+ A < EA + Y EAY

B

El EAB •> E + P

Figura 23 Mecanismo de acción de la glucosa cínasa en presencia de inhibidores

En presencia de la D-fructosa (I), la concentración de la enzima total [ET] es:

[ET] = [E] + E EA] + [EAB] + [El] [12]

v = /f«rt[EABl

v *cat[EAB]

[ET] [EJ+ [EA] + [EAB] + [El]

TAI reí
v kC3t K A K 6

IET] 1 + IAJ

[13]

[15]

[16]

KA KB K,
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VmaX [AJ[ B]
v = Í17J

<;) + KS[A]

Modificando la ecuación [17] en función de [A], cuando la [B] se mantiene

constante:

Vmax[A]
v= [18]

KAKB / [B] + [i] KAKB/[BJ Kd + A (KB/[B) +1)

La ecuación de la doble recíproca:

KAKB / [B] + [I] K A K B / K S K¡) 1 (KBI[B\ +1)
[19J

v Vmax [A] Vmax

Como se puede ver, la presencia del inhibidor I afecta únicamente la pendiente,

es decir, es un inhibidor competitivo con respecto al primer sustrato A

Modificando la ecuación [17] en función de [B], cuando la [A] se mantiene

constante:

Vmax [S]
v = [20]

K A KB / [A] + [!] KAK8/[A] K, + KB + [BJ
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1 KAKs / [A] + [l]KA/<B/[A] Ki + KB 1 1
_ = ; + [21]
v Vmax [B] \/max

Con respecto al segundo sustrato B, el inhibidor I también actúa como un

inhibidor competitivo, ya que afecta únicamente a la pendiente El valor de K¡ para

laGlkdeS peucetius var caesius es de 4,,0±0,5 mM,

El segundo inhibidor, utilizado en estos estudios fue el MgADP" (Y), como

análogo del segundo sustrato En presencia de este inhibidor, la ecuación de

velocidad es:

v -
+ YKtJiBIKy

en función del primer sustrato A, cuando la [B] se mantiene constante:

Vmax [A]
v =

KaKt>/[B} +A(Kb/[B] + YKb/[B)Ky + 1)

KaKb 1 tf] [ ] 4 ] y

+

EB]Vmax [A] UW
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La presencia del inhibidor [Y] sólo afecta a la ordenada de origen, es decir es un

inhibidor acompetitivo con respecto al primer sustrato A,

La ecuación [25] en función del B.cuando la [A] se mantiene constante:

Vmax [B]
v =

KaKb/[A] +Kb

La ecuación de doble recíproca:

1 KaKb/[A] +Kb +[Y]Kb/Ky

[B] Vn

[27]

En este caso et inhibidor Y afecta sólo a la pendiente, por lo cual es un inhibidor

competitivo con respecto al segundo sustrato La Ky para la Glk de S peucetius

var caesius es de 2,8+0 2 mM Estos resultados están de acuerdo con los

obtenidos experimentalmente midiendo las velocidades iniciales en presencia de

los dos inhibidores (Figura 24,25)
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Figura 24 A, Dobles recíprocos de las velocidades Iniciales obtenidos variando la concentración
de glucosa en la ausencia (A) y presencia de D-fructosa a 1 mM (D) a 5 mM (•) y a 10 mM (•)
La concentración de MgATP2'se mantuvo constante a 1 mM. Inserto: Pendiente contra la
concentración de D-fructosa B, Dobles recíprocos de las velocidades iniciales obtenidos
variando la concentración de MgATP2 en la ausencia (A) y presencia de D- fructosa 5 mM (•)
y 10mM(«) La concentración de D-glucosa se mantuvo constante a 10 mM Inserto: pendiente
contra la concentración de D-fructosa
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Figura 25 A, Dobles recíprocos de las velocidades iniciales obtenidos variando la concentración
de glucosa en la ausencia (o) y presencia de MgADP" a 0 25 mM (•), a 0 5mM(A)ya1mM(« )
La concentración de MgATP^ se mantuvo constante a 1 mM Inserto: Intersección contra la
concentración de MgADP" B, Dobles recíprocos de las velocidades iniciales obtenidos
variando la concentración de MgATP2' en la ausencia (o) y presencia de MgADP" a 0 25mM (•),
0 5 mM (A) y 1 mM (•) La concentración de D-glucosa se mantuvo constante a 10 mM
Inserto: Pendiente contra la concentración de MgADP1



9 DISCUSIÓN

En este trabajo se reportan las características bioquímicas de la glucosa cinasa

de dos miembros del género Streptomyces, de S peucetius var caesius y la de S

coelicolor, siendo este trabajo la primera caracterización bioquímica reportada de

la Glk de S peucetius var, caesius,

La enzima de los dos microorganismos está localizada en citosol, indicando que

la fosforilización se realiza probablemente en este compartimiento, Nosotros no

hemos identificado isoenzimas de la Glk en ninguno de los dos microorganismos,

sugiriendo que ta misma enzima cataliza la fosforilación de la glucosa, y en el caso

de su participación en la RC, en presencia de altas concentraciones de glucosa

regula el metabolismo de otras fuentes de carbono de una manera hasta ahora

poco entendida

Para los fines de este estudio, se decidió obtener la Gík de Speucetius var,

caesius y de S, coelicolor en forma pura a través un método de purificación rápido,

de un solo paso: electroelución de la banda correspondiente a la Glk de un gel

preparativo después de la separación de todas las proteínas citosólicas por

electroforesis en condiciones no desnaturalizantes La ventaja de este método es

su rapidez (más o menos 12 horas) y su relativamente buena recuperación

La enzima es oligomérica, compuesta de 4 subunidades iguales, de 31 kDa en

S peucetius var caesius y de 32 kDa en S, coeíicoior {36 kDa, Mahr et al, 2000),

La Gfk de los dos microorganismos difiere de otras glucosa cinasas bacterianas

reportadas en Swissprot en el peso molecular de la enzima nativa, que es más o

menos dos veces más grande, y en el número de las subunidades La mayoría de
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las glucosa cinasas de origen bacteriano están compuestas de dos subnidades o

son monoméricas (Swissprot),

La Glk purificada de S, peuceíius var, caesius se disocia a su forma dimérica

después de algunas horas de almecenamiento a 4°C Sin embargo, la adición de

glucosa 100 mM al amortiguador de elución ayuda a mantener su estado

tetramérico, lo que fue confirmado determinando la constante de velocidad de

decaimiento en la presencia y ausencia de glucosa L.a presencia de otros

azúcares como fructosa, arabinosa, galactosa y 2-DOG no logró mantener a la

enzima en su estado tetramérico

En el año 1993 Bork et al compararon más de 60 secuencias de genes de

diferentes azúcar cinasas, Basándose en estos análisis dividieron a las azúcar

cinasas en tres principales familias no homologas: la familia de hexocinasas,

ribocinasas y galactocinasas, Analizando la secuencia de glkA de S coelicolor,

propusieron que las glucosa cinasas del género Streptomyces pertenecen a la

familia de las hexocinasas

Cárdenas (Cardanes ai el, 1998) propone que las hexocinasas de los

organismos actuales son derivadas de un gen ancestral cuyo producto es una

proteína de más o menos 25 kDa, todavía presente en algunas bacterias La

propuesta inicial fue que la duplicación y/o fusión del gen ancestral dieron origen a

las hexocinasas de tamaño 50 kDa, y la siguiente duplicación y fusión resultó en

las hexocinasas de 100 kDa Dos preguntas importantes son si el cambio de del

tamaño de la proteína de 50 a 100 kDa debido a las duplicación y/o fusiones

corresponde a la adquisición de nuevas funciones y si la disociación del tetrámero

a dímero en el caso de Glk de S peucetius var ceasius juega algún papel
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importante en el metabolismo de la glucosa o en la RC Son preguntas que

todavía no sabemos a responder, Sin embargo la estabilización del tetrámero por

glucosa sugiere que bajo las condiciones de RC la enzima está en está

configuración Este tipo de asociación dímero-tetrámero en presencia de glucosa

no ha sido reportado por ninguna otra gluco- o hexocinasa, no lo hemos

observado ni para la Gik de S coelicolor

Comparando ios tiempos de vida media (a 4°C) de las dos enzimas se observó

que la Glk de S coelicolor es más estable, lo que se pudiera explicar por la

estabilidad de la conformación tetramérica de esta enzima..

El pH óptimo de las dos glucosa cinasas y la temperatura óptima de la Glk de S

coelicolor, son semejantes al de otras glucosa cinasas reportadas en Swissprot

(pH óptimos 7-9, temperaturas óptimas de las Glk de organismos mesofílicos 20-

37°C), sin embargo la temperatura óptima de la Glk de S peuceíius var caesius

está sorprendentemente alta para la Glk de este tipo de bacteria no

hipertermofílica de suelo

La secuencia de los primeros dieciséis aminoácidos de amino terminal y de

once aminoácidos de carboxilo terminal demostró diferencias, lo que puede sugerir

diferencias en algunas características bioquímicas Para poder explicar las

diferencias encontradas será necesario tener la secuencia completa de la Glk de

S peucetius var, caesius,

La segunda parte de nuestros estudios fue enfocada al comportamiento cinético

de las dos enzimas Uno de los problemas más difíciles en la cinética enzimática

es escoger el mecanismo correcto entre la gran variedad de los mecanismos con

dos sustratos La selección se complica por la existencia de varios modelos
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homeomórficos (dos mecanismos de reacción de reacción son homeomórficos si

son diferentes pero la ecuación de velocidad es indistinguible) (Ricard eí al

1972),

Los resultados sugieren que el mecanismo de reacción de la Glk de los dos

microorganismos es BiBi ordenado en el equilibrio rápido, donde glucosa es el

primer sustrato que se une a la enzima y después el complejo MgATP2" para

formar el complejo ternario EAB (Glk, D-glucosa, MgATP2*), Como fue reportado

también para la hexocinasa de levadura (Noat eí al ,1968), las especies iónicas de

Mg2+ y ATP4" tienen muy poca afinidad por la enzima o por el complejo enzima- D-

glucosa El AÍP existe en una proporción alta y prácticamente constante (más o

menos 80%) como MgATP2" en las soluciones donde la concentración total de

MgCb excede la concentración total de ATP de 1 a 10 veces,, En cambio, la

proporción de ATP presente como MgATP2" se modifica mucho si la

concentración total de MgCI2 y ATP varían en una proporción constante (Strorer y

Cornish-Bowden, 1976), El papel principal de Mg2+ es polarizar el enlace fosfato

del ATP en el complejo ternario de la glucosa cinasa y así facilitar el transfer del

grupo fosforilo Aparentemente Glk no tiene el sitio activo disponinible para el

MgATP2', sino que éste se forma después de la formación del complejo enzima-D-

glucosa (Noat et al., 1968; Voet y Voet, 1990; Fersht,1985) Noat ai ai, en su

trabajo de 1968 demostraron que la hexocinasa de levaduras une a la glucosa,

pero no al complejo MgATP2" sin presencia de D-glucosa

El mecanismo cinético fue confirmado utilizando análogos de los dos sustratos,

la D-fructosa como análogo de la D-glucosa y MgADP" como análogo del

MgATP2"

f STÁ TESIS NO SAU
LA BIBLIOTECA 69



Los datos sugieren que la D-fructosa es capaz de interactuar con la enzima libre

(la D-fructosa se comportó como inhibidor competitivo de la D-glucosa), pero no

pudo inducir los cambios conformacionales de la enzima necesarios para la unión

del MgATP2" (la D-fructosa fue también un inhibidor competitivo del MgATP2") La

presencia de estos cambios conformacionales resultaría en la formación del

complejo abortivo enzima-D-fructosa-MgATP2', y en la inhibición no competitiva de

la D-fructosa contra el MgATP2" No conocemos ningún otro mecanismo BiBi,

excepto el BiBi ordenado en equilibrio rápido, que produzca estos patrones de

velocidades iniciales y de inhibición,

El magnesio en concentraciones más grandes de 10 mM inhibe la actividad de la

Glk, Noat sugiere (Noat et al, 1970) que la inhibición por magnesio se puede

explicar por la formación de quelatos ternarios del tipo MgaATP, según las

reaciones:

ATP4' + M g 2 + — • MgATP2"

2 + M g 2 + — • Mg2ATP

Noat (1970) propone que si la enzima no se une a los quelatos ternarios, la

inhibición por las especies iónicas de Mg2* se puede explicar simplemente por la

disminución de la concentración de MgATP2", Sin embargo, analizando las

concentraciones de Mg2ATP, MgATP2" y de otras especies iónicas presentes en la

mezcla de reactivos a pH 7,5, basándose en los constantes de asociación (Storer

y Cornish-Bowden,1976), la concentración de Mg2ATP es muy baja (sólo 4,2% de

la concentración de MgATP2') Se cree que es poco probable que tenga un efecto
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inhibidor y se sugiere que la glucosa cinasa está inhibida directamente por Mg2+,

implicando la presencia de un sitio de unión para Mg2+ en la enzima
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10 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

1.. La glucosa cinasa de S peucetius var, caesius y la de S coelicolor son

enzimas citosólicas, compuestas de cuatro subunidades iguales del tamaño 31 y

32 kDa, respectivamente

2 Sus características bioquímicas determinadas están resumidas en la siguiente

tabla:

Glucosa cinasa

S, peucetius var, caesius S, coelicolor

T óptima (°C)

Ea (kJ mor1)

pH óptimo

Pl

Vmax (nmol min^mg"1)

KA (mM)

KB (mM)

K, (mM)

KY (mM)

ti/2 (4°C) (h)

42

42 8

75

8 4

1086

16

08

4,0

28

8.3

33

30 6

76

84

1667

14

0,5

ND

ND

13.61

ND - no determinado
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Comparando los resultados de la caracterización bioquímica de las dos enzimas,

se puede concluir que las diferencias más significativas que se encontraron entre

ellas son:

- en las temperaturas óptimas

- en los valores de Ea

- en los tiempos de vida media (a 4°C)

- en las velocidades máximas,

3 El mecanismo cinético de las dos glucosa cinasas fue BiBi ordenado en

equilibrio rápido, donde la D-glucosa se une a la enzima como el primer sustrato

4 Después de algunas horas (2 y más) de almacenamiento a 4°C, la Glk pura de

5 peucetius var caesius purificada, se encuentra disociada en un 85% a su forma

dimérica La presencia de glucosa 100 mM evita la disociación del tetrámero La

presencia de otros azúcares como fructosa, arabinosa, galactosa y 2-DOG no

logra mantener a la enzima en su estado tetramérico Este comportamiento de

dimerización no fue observado con la glucosa cinasa de S coelicolor

5 La comparación de los primeros dieciséis aminoácidos del extremo N-terminal y

once del C-terminal de la Glk de S peucetius var caesius con los de la Glk de S

coelicolor mostraron que hay diferencias entre ellas, La Glk de $ peucetius var

caesius tiene incompleta la secuencia de unión al ATP localizada en la región N-

terminal
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Queda por comprobar la significancia de estas diferencias, para ello se proponen

los siguientes experimentos:

• Clonar y sobreexpresar la glucosa cinasa de Streptomyces peucetius var

caesius, con el fin de analizar la secuencia del gen y establecer las similitudes

existentes con otras proteínas o enzimas regulatorias y para obtener la

concentración de proteína necesaria para poder continuar su caracterización e

incluso para su cristalización

• Caracterizar el comportamiento de oligomerización de la Glk de S peucetius

var caesius en función de temperatura, pH y concentración de sustratos, asi

como las propiedades cinéticas de la forma dimérica y tetramérica de la enzima

para poder establecer si los cambios conformación ales tienen un papel

regulatorio

• Estudiar la capacidad de la glucosa cinasa de interactuar con otras

macromoléculas para poder evaluar su posible papel en el mecanismo de

represión catabólica en el género Streptomyces,
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Glucose kinase catalyzes the AlP-dependent phos-
phoiylation of glucose, Streptomyces peucetius var,.
caesius glucose kinase was purified 292-foíd to homo-
geneity. The enzyme has cytosolic localizaron and ¡s
composed of four ídentícal subuníts, each of 31 kDa,
The purified enzyme easily dissociates into dimers.
However, in the piesence of 100 mM glucoso the cn-
zyroe maintains its tetrameric form, Máximum activity
was round at 42°C and pH 7,5. Isoelectiic focusmg of
the enzyme showed a pl of 8.4,, The N- and C-terminal
amino acid sequenees were MGLTIGV» and VY-
FAREPDPIM, respectively, The kinetic mechanism of
S. peucetius var caesius glucose kinase appeats to be a
rapid equilibrium ordered type, i e , ordered addition
of substiates to the enzyme, where the ñtst substiate
¡s D-glucose. The Km valúes foi D glucose and MgATP1"
wete 1,6 ± 0,2 and 0.8 ± 0 1 mM, respectively,, Mgi+ in
excess oí 10 mM inhibits enzyme activity o 2001 Acodcmio
PfCIl

Key Words: Streptomyces peucetius var caesfus; glu-
cose kinase; carbón catabolie reptession,

Streptomyces peucetius var. caesius is the only otgan-
ism reported to produce doxorubicin (DXR),3 a clini-
cally impoitant chemotherapeutic agent In spite of its
undesirable acute and long-teim toxic efíeets, DXR
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remains one oí the most widely used antitumoial diugs
because of its broad spectium activity for diffeient
kinds of cáncer (1) The production of this compound,
as well as other secondary metabolites, is negatively
affected by high glucose concen.trations (2) This phe-
nomenon, known as carbón catabolie xepression (CCR),
has been extensively studied both in piokaryotes and
eukatyotes, Although the physíological consequences
of the regulation are the same, the mecham'sms le-
sponsible for CCR in mícrooiganisms are entirely dif-
ferent and there are Iikely to be sevexal different sys-
tems in any one onganism (3) In piokaryotes, the best
understood mechanisms contiolling CCR are those of
Escherichia coli and Bacillus subtilis In B. coli, en-
zyme IIS'C of the phosphoenolpyruvate-dependent phos-
photiansíeíase system (PTS) and cAMP appeaf to play
major roles (4,5). In B subtilis CCR is mediated by an
ATP-dependent HPi kinase (6). In the genus Strepto-
myces it is not yet clear how CCR is tiiggered, but theie
appear to be signíficant diíTeiences compared to the
processesmentionedabove In Streptomyces coelicoloi,
the geneticalty most studied streptomyeete, glucose ki-
nase (Glk) has been shoun to play a central role in the
phenomenon(7), Mutants of this bacteiia obtained for
their ability to grow oti the non-utilizable glucose an-
aiogue, 2-deoxygíucose (2-dog), appeai1 to be genetally
deficient in glucose kinase activity and defective in
glucose reptession (8) Intioduction oí a DNA fragment
containing the glucose kinase gene iglkA), restored
both enzyme activjty and glucose repression (3, 9,10),
Similar results were obtained with 2-dog resistant mu-
tants oi Streptomyces peucetius var, caesius isolated in
our laboiatory (2, 11) The insensitivity oí these mu-
tants to CCR was coirelated with almost total loss of
glucose kinase activity. These resulta strongly suggest
an important role for glucose kinase in this regulatoiy
mechanism in the genus Streptomyces In spite of the
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important role that this enzyme seems to play in CCR
in Streptomyces, to date no purification or biochemical
characterization oía glucose kinase from any member
of this genus has been repoited. The present stutiy is
the first thorough characterization oí a streptomycete
glucose kinase: the glucose kinase of S, peucetius var,
caesius

EXPERIMENIAl PROCEOUKES

Maurials,, Al'P (disodium salt), ADP (sodium salt), mcthyl thia»
w>yl tetrassotíum <MTT), Uglucose antí n fructuse wcro from Sígma
Chemical Co. (St. Louis, MO). Glucosefrphosphato dehydrogenase
(D-glucosc-6-phosphate: NADP oxidoreductase, EC 1.1.1.49; yeast)
and NADP (disodium salt) were obtained from Bochringer GMBH
iMannheim, Germany). Phenozíne mcthosulfate (PMS) was from
Aídrich Chcmical Company, Inc. (Milwaukee, WI). Glucoso dctermi..
naiion hit was from Erlic Mexicana S.A. do C.V. (México). The
malcriáis for polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) and SDS-
PAGE were from Bio-Rad (Vcenendaat. The Nctherlands) All other
chemicals were of analytical purity.

Bacterial strain and cultivaron. S. peucelitts var. caesius NRRL
B 5337 was kindly provided by the Agricultura Research Service
culture collection U.S. Department of Agricultura (Peoría, IL)
Spores from this microorganism were obtained os previously re-
portad (2). Tho otganísm was maintained by serial transfer and
stored at 4"C on yeast malt agar (YMA) (0.45E yeast oxtract, 1.0%
nsalt oxtract, 0.4Í» glucoso. and 1 5% agar) plates. The cultures were
transferred every 8 weeks.

For glucose kinase activity, 25 mi of a seed culturo (2) wcre used to
inocúlate a 2,8-liter Fernbach flask with 10 glass beads (diameter 5,0
mm), containing 500 mi c-f Jiquid YM (0.3%yeastextract, 0.3% malt
oxtract, 1.8% glucose) and cultured at 29*C on a rotary shaker at 180
ipm (ampíitude ca 2 em) for -48 h. The culture was vacuum filtored
through a No. 40 Whatman Filtet Paper (50 mi of culture/filtorl,
v. ashed with O.S57í NaCl, and dohydrated with 50 mi of acetonc The
d'íhydratod co!ls íacetone powders) were storod at -20*C until use.
P.emaining glucose and pH of the culture médium during growth
were determined as described by Escalante et al (11)

P^paradon ofccllfrea extracta. Cell free extractó woro propared
acrobically nt 4'C from aeetone powders. The dehydrated cells (1.0 g)
were brokert with dry ice and rehydrated in 50 niM Tris-HCl buffer
ípH 7 :í). Cell di bris was removed by centrifugntion at 245,000¿f foi
i h ¡n a Bcckiisan L8-5SM uitracentrifugo, using the SW 50.1 rotor.
Tht supornatant 'vas eoncentrated in uttrafiltratíon membrano
cc::os (25,000 Da cut off, Amicon, MA), by cenlrifugotion foi1 30 min
a; UOOÍJ in a Bockman ,12-MC centrifuge, using the JA-20 rotor. The
col} freo extrnets eontaining 10-20 mg protein mi"' were stored at
-20°C until uso. Protein was determined as described by l«wry (12).
using bovino serum albuinin ns stnndíird

thíennmaiion tjfcmytw activity, The activity of glucose kinase,
exíracted from 48 h fcimentation cultures, was measured spectro-
photometrically by monitoring tho reduction of NADP (<S1O • 6.22
era'1 mM'1) in a glucose-6 phosphate dehydrogenase coupled reac-
tioti (2). Ihe assay mixturo contained 100 mM Tris-HCl, pH 7.5,10
mM D-glucoso, 5 mM MgCl¡, 0.5 mM NADP, 1 mM ATP, and 0.7 U
m!"' yeast gtucose-6-phosphate dehydrogenase. Units of enzyme ac-
tivity were expressed as nmol of-NADP reduced min"1 mg cell pro»
tein'1 at 25°C

Purification of gluvostt híñase. All purification stops were per-
formed without protection against oxygcn at 4°C. A1 mi sample from
the coneentrated cell free oxtract was loaded onto a 6% preparativo
acryJamide gel and protein eloctrophoresis was performed accoi"ding
to :ba manufacturer's instructions. To avoid inactivation of the en-
7.y me by TEMED or annnonium persulphate the gel was electropho-

resed for 1 h before the sample was loaded. Glucose kinase was
localizcd in the gels using the enzyme-linkcd staining system based
on the formation of formazan by reduction of MTT (3,13),. Tho gel
was rinsed in 50 mM Tris-HCl pH 7.2 prior to staining to avoid
inhibition of the staining mixture by the alkaline running buffer, The
staining mixture was applied to the gel as an agarose overlay con-
taining 100 mM rris-HCl, pH 7.5,10 mM glucose, 5 mM NADP, 1
mM ATP, 0.17 mg mi" MTT, 0.08 mg mi" phonosinc mcthosulfate,
and 0.5 U mi"* yeastglucose-6'phosphatedehydrogenase. The band
was visible after incubation for approximaWly 5 min at 29°C in the
dark,, The band corresponding to glucose kinaso was cut out and
elüted from the gel in Tris-HCl buffer (50 mM, pH 7,2) with gtycerol
(10%) and glncose (100 mM). Enityme purity was ehecked by nativo
anddeiiaturiiiBl'AGK. Fur(!«tcrminaiionofthesubunitcompositi(m
by SDS-PAGS, proteín snmples were dilutcd in samplc buffer, con-
taining 2% SDS and 5% 2 mercaptoethanol and heated at 93°C for 5
min. The protein bands were visualized using Coomassic brilliant
blue R-250 stain or by silver staining ns descríbed elscwhero (14),

Molecular mass tktcrmiiiation The molecular mass of tho nativo
enzyme was estimalod by native I'AGE and gel filtration. The muive
PAGE was porformed using various acrylamide conecntrations (6 0,
7.5, and 10.0%), as described by Hedrick and Smith (15), using as
molecular mass standards; lactnlbumin (14.2 kDa), carbonic anhy-
drase (29 kDa). chicken egg albumin (45 kDa), bovino serum albumin
monomer and dimer (66 and ]32 kDa), and urease hexamor (545
kDa) (Sigma, Chemical Co) Gol filtration was peiformsd on a Seph
adex G150 column, using the following molecular1 mass standards:
carbonicanhydrase (29 kDa), bovino setum albumin (66 kDa), yeast
alcohol dehydrogenase (150 kDa) and swoet potato a-amylase (200
kDa) (Sigma Chemical Co..). The exact molecular mas3 was deter-
mined by mnss spectrometry. Píanooiectrospray mass was aequíred
on a Esquire ion trap mass spectrometer (Brucker-F'lanzen Analyt-
ieal Gmbh) as described by Jenson et al. (16). Molecular weight
infonnation was anatyzed using MASSMAP software.

N' and C terminal omino (¡cid se</itence análisis. The N-torminal
sequenco analysis of the purified glucose kinase was performed in an
Applied Biosystem 4 76A Sequencer (Automatod Edman Protein Dog-
radation), foltowing the manufacturer's instruotions. An tinmodified
n-amino group at the N terminal end of the molecule was obtained
after modification oí1 the protein with phenyliaothiocyanate and the
derivatized terminal amino acid w as removed by acid cleavago as its
phcnylthiohydantoin (PTH) derivatUe, Identification of the PTH-
amino acids was carvied out according to Hoving (17). Characteriza-
tion of tlie Ct#rmina! sequence was performed as described by Sechi
and Chait (18)

pH (iptimmn and pfl effect on stobility. Iho optimal pH was
determined at 25"C in 100 mM Tris/raaleate buffet over u pH mnge
of 5.5-90 andin 100 i»M Ttis-HCl buffer over a pH rango of 7-8.
Care was taken that the auxiliary enzymc (glucosc-6-phosphato de-
hydrogenase) was not ümiting at the various pH valúes. The elTect of
pH on en?.yine stability was studied at two difforent temporatures: 4
and -20°C, incubating tho enzyme in Tris/malcate buíTor over tho
pH range 6-9 for 5 days (at 4*C) and 1 month (at -20°C) The
activity oí the enzyme was deteimined at pH 7 5

laoelectric poinl detcrniination. Analytical isoelectric focusing of
the purified enzyme was performed with tho Pharmacia Phast Sys-
tem using a Phast Gel IIF 3-9. Protein bands were visuaüzed using
Coomassie brilliant blue R-250

Tempcratitre effect and thcrmostability,. Ihe effect of tempera-
ture on the activily was determined by mcasuring the enzyme activ-
ity at differont temperaturas votying from 25 to 50*C, Thcrmosta-
bility was Uetetmined by incubating crudo and purified glucose ki-
naso in 100 mM Tris-HCl buffer (pH 7 2) at -20, 4, and 25°C. To
determine the decay late consta nt the purified enzyme was incu-
bated at 3Í°C during 1 h in the presence and absence of 100 mM
glucoso mensuring enzyme activity every 15 min
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FIG. 1, Time course of Straptomyccs peucetius var. cav&ius glucose
kinase activity (O), glucosc remaining (D), and protein concentration
(A) in liquid YM médium with 100 mM glucose. Fermentatto" was
performed at 29*C and 180 rpm in 2.8 liter Fernbach ílnak contain-
¡íig 500 mi of culture médium and 10 glass beads ídiaracter 5 mm).

Kinetic studies. Ratea of NADP reduction wcra followed ot 310
nm at 25 i 2'C in a Spectronic 21D spectrophotometer. Kinetic
studies for glucose kinase were carried out in reaction mixture (1 mi)
containing purified Glk (10 s 0,2 ¡tg), 100 mM Tris-HCl, pH 75,5
mM MgClj, 0.5 mM NADP, 1-10 mM D-glucoso, 0 25-2 mM ATP, and
0.7 U yeast glucosa-6-phosphate dehydrogenaso. The effect of Mg2'
was studicd by varying Mg1' coneentrations from 0 to 25 mM, D-
Froctoso and MgADP" wore used as substrato analogues in the
inhibition stodíes. To determine V^, and K„ for each substrato, the
data were fit to tho Michaelís-Meoten equation by a nonlinear «••
grossion program

Purification of glucose kinase. The enzynae was pu-
lified about 292«fold by diiect electroelution of the
band corxesponding to glucose kinase from a 6% pre-
paxative native polyactylamide gel (Table I), Enzyme
pmity was checked by SDS-PAGE (Fig 3), 70,6% of
the total enzyme wás present in the monomeiic form
and the rest as a dimei

Physicalproperties, The molecular mass of the na-
tive enzyme, as estimated by gel filtiation on a Seph-
adex G150 column and native PAGE at varíous acryl-
amide coneentrations, was 135 í 5 kDa and 132 ± 13
kDa, respectively, SDS-PAGE of the 292-fold puii-
fied protein gave a single band of 31 0 í 1,5 kDa, The
exact molecular mass of the subunit as deteimined
by mass spoctrometry was 30961,4 ± 1 5 Da Appar-
ently, the native enzyme is integrated by four iden-
tical subunits Aftei a few hours at 4°C the homotet-
rameric native enzyme dissociates into two dimers
(Fig, 2B, lañe 2) Analyzing the bands coiresponding
to the tetramet and dimei by Camag TLC Scanner II,
we obseivcd that 85% of glucose kinase was present
as a dimei and the rest in a tetiameric form No
monomer was detected Howevei,when 100 mM glu-
cose was added to the elution buffex, dissociation oí
the tetramei was prevented (Fig 2B, lañe 3), sug-
gesting that the presence of the substrate stabilized
the tetrameric integrity

RESülü'S

Glucose kinase activity, glucose consumption, andpH
valites during tke growth of Streptomyces peucetius
var. caesius. To determine the duration of fermenta-
tion associated with the máximum glucose kinase ac-
tivity, we monitored its activity at difíerent times oí
feímentation. As can be seen in Pig, 1, the máximum
activity was found at 48 h of incubation, corresponding
to exponentiaí growth phase. After this time, when
almost all of the glucose in the culture médium was
consumed, there was a decrease in enzyme activity pH
monitoiing duiing fermentation showed no significant
changes (not shown)

Localization of glucose kinase in Streptomyces peu-
cetius var: caesius cells After fiactionation of the
broken cell suspensión, most of the activity (96%) was
recovered in the supernatant, indicating that the en-
zyme is located in the cytoplasm, We used activity
staining to analyze the protein extiact and detected a
single glucose kinase band, suggesting the presence of
a single isoform of the protein in this bacteria (Fig 2A)

•^íí&'í'

A B
FIG. 2., (A) Glucosc kinase activity gol of ccll-frco extraéis of S
peucelius var, caesius, 80 íig of protein loaded. <B) Nativo polyacryl-
amide ge! eleclrophoresis of glucose kinase from S. peucetius var:
caesiua. Lañe 1 shows protein standards: bovino serum albumin
monomer and dinier, with molecular masses of 66 and 132 kDa,
respectively. Lañes 2 and ¡S eontain 3 ng of the 292-fold purified
glucose kinaso in sample buffer without and with 100 mM Dglucose,
rospectively Protoins were stained with Coomassie brilliant blue
R-250
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Puriflcation step

Cellíree extract
Gel electrophoresis

1MBISKOVA ET Al.

JABIZ I

Puxification of the ATPDependent Glucose Kinase from 5,

Total octivity
(units)

4219,3
47&8

Protón
(mg)

22,9000
0.0089

Spedfic activity
(units mg"')

184 2
53797.7

peucetius vai caesius

Purifieation factor
(•íbM)

1
292

Recovery
(%)

10OO
11.3

Note, Specific activitíes were determined at 25°C

Determinatión of pH optimum, pl, and pH effect on
stability Glucose kinase exhibited maximal activity
at pH 7.5, No activity was found at pH valúes below
3,0 Isoelectríc focusing of the enzyme gave a pl of 8,4
Studying the effect of pH on enzyme stability we ob-
served no loss of activity after 5 days of incubation at
4°C, pH 7.2, After 1 month of incubation at -20°C, in
buffers with different pH valúes (6 5-8 5), the total
activity lemained constant, and the enzyme letained
its tetrameric stiucture

Tkermostability and temperature optimum, The
thermostabilíty of crude and purified enzyme was de-
tennined at -20, 4, and 25°C At -20°C the enzyme
was very stable: crude enzyme was stable up to 2 years,
purified at least 2 months Thawing and freezing the
sample decreased enzyme activity by about 20% At
4°C the crude enzyme did not lose any activity after 2

200

116
97

66

45

21

FÍG, 3, SDS—polyacrylamide gel electrophoresis of glucoso kinase
from S peucetius var. caesius stained with Coomassic brilliant bluo
R-250. Laño 1 contains protein standards with the molecular masses
indicated Lañe 2 contains 0 75 ng of the 292"fold purified protein

weeks of incubation, while the puiífied enzyme was
stable for 1 day After 150 mín of incubation at 25°C
the crude and puiified enzyme Iost 40 and 100% of the
activity, respectively The stability of the enzyme at 4
and 25°C was maikedly improved by addition oí 100
mM glucose to the elution buffet The decay rate con-
stant, obtained incubating the enzyme at 37"C in the
presence and absence of 100 mM glucose were (5,1 ±
0 5) x 10"s and (3 3 ± 0 3) x 10"4 s"1, xespectively

The temperature dependence of gíucose kinase activ-
ity is shown in Fig. 4.. The máximum activity was found
at 42°C. The activation energy as determined from the
Arrhenius plot (Fig 4, insert) was 42.8 ±4,5 kj/mol

N- and Cterminal amino acid sequence analysis,
The following N'tenninal amino acid sequence was
determined (fitst eight residues): NH2, MGLTIGVD
This sequence díd not show similaiity with any other
liexokinase sequence in the SWISSPROT data base,
except that of the glucose kinase of 5, coelicolor The
C-terminal amino acid residues were deteimined to be
VYFAREPDPIM, COOH This sequence differs in
three amino acids (VY1*1) froni the ptedicted sequence of
S coelicolor.

Kinetic sludies As mentioned above, glucose ki-
nase exhibited máxima) activity at 42°C and pH 7 5.
Similar to other kinases, Ule enzyme required divalent
cations for activity. The rate data foi glucose kinase
were obtained using a concentration oí'5 mM Mg*" in
excess oveí the ATP concentration Stoiei1 and Coi-
nish-Bowden (19) showed that under these conditions,
ATP is in the form of MgATP2" thioughout the ATP
concentration tange used in this work The constant
Mgs* concenttation in the kínetic studies cnsured the
formation ofMgATP3' and simplified tteatmentoí the
kinetic data. However, Mg2+ concenttations in excess
of 10 mM inhibit glucose kinase activity (not shown)
No activity was found in the absence of divalent cat-
ions, Initial velocity experimente (Figs. 5A and 5B) and
inhibition studies (see below) show that the enzyme
fbHows a rapid equilibrium ordered mechanism in
which the enzyme ihst bind D-glucose and then the
MgATP2" complex Scheme 1:
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FIG. 4. lempcrattire dependente of glucose kinase accivity. Activity was dotermined at diíTerent temperaturas (from 25 to 50"C> following
the rcductionofNADP as describedunder Experimenta] Procedures Inset: Arrheiiius p!ot efthe data from 26 to 42*C

B + A «==* EA
Equations [2¡ and Í3! describe the expected late equa-
tions:

S

EAB - ^ » E + P + Q

The rate expression foi this mechanism, assuming
all steps equilíbrate rapidly relative to the interconver-
sion of the ternary complexes, is shown in Eq, [lj:

[1]

where v, Vmn, A, B, K^, Kl represent initial velocity,
maximalvelocity, substárateA (oglucose),substiateB
(MgATPa~), Michaelis constants for A and B, respec-
tively. The valúes of Vmu, Ki, and Kl, obtained by
nonlinear i'egression analysis usíng Eq. [1], were
1086.7 ± 114 3 Umin"1 mg"1,1.6 ± 0,2 mM, and 0 8 +
0,1 mM, respectively, This mechanism was confirmed
by using the inhibitors D-ftuctose (as a D-glucose ana-
logue), and ADP (as an ATP analogue). If the kinetic
mechanism is oidered Bi Bi, thefollowing ínteractions
might be expected in the presence of D-fructose (/) and
ADP (10:

E + / = El, K¡; and EA + Y = EAY, K,

- K'lKl/AB + K»JB + YKl/BK.

(2)

[31

The results showed that D-fructose acts as compoti-
tive iníiibitor with ctispect to both n^glucosc and
MgATPJ" (Figs 6A and 6J3), with aK} of 4.0 ± 0,,5 mM
MgADP" was an uncompetitive inhibitor1 of D-glucose
and competitive inhibitor of'MgATP2", displaying a Ky
of 2.8 ±0,2 mM (Figs. 7A and 7B)

DISCUSSION
This papeí describes the fiíst thoiough chaiacteriza-

tion of the enzymatic piopeities of glucose kinase from
S. peucetius var. caesius, an enzyme which seems to
play an important role in the phenomenon of carbón
catabolic repression in this bacteria, In 1993, Bork et
al (20) compared more than 60 sequences of sugai
kinases with 20 different sugar-binding activities
From these studies three major nonhomologous fami-
lies were distinguished: the hexokinase, ribokinase,
and galactokinase families Based on DNA sequence
analysis of the S coelicolor glucose kinase gene (3), it
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FIG. 5. Double reciprocal plots of the initial velocity of the reaction
catalyzed by S peucetius var. caesius glucose kinase (A) At varying
concentrations of glucose, and 0.25, 0.5, 1, and 1 5 mM MgATP*".
Inset: Y-intercept versus the reciprocal of the concentration of
MgAlP1" (B) At varying concentrations of MgATP'" and 1,2, 5, and
10 mM glucose Inset: slopc versus the reciprocal of tho concentra tion
of glucose. A 5 mM concentration of Mg*' wasusedinexcessovtr the
concentration of ArP

was shown that glucose kinases from this genus belong
to the hexokinase family

This enzyme cataiyzes the first step in glucose me-
tabolism, glucose phosphorylation by ATP, a reaction
oceurring in both piokaiyotic and eutkaryotic cells
Only a few species, mostly bacteria and unicellulai
eykaiyotic organisms, are known to contain a true
glucose kinase (ATP: D-glucose 6-phosphotransferase,
EC 2.7 1 2), i.e, an enzyme specifie for glucose (20)
The S peucetius var caesius glucose kinase is highly
specifie for glucose and only weakly active with galac-
tose and arabinose (results not shown)

Further characteuzation of glucose kinase showed
cytoplasmic localizaron, indicating that glucose phos-
phorylation takes place in this compartment Our le-
sults show that S peucetius vai caesius glucose kinase
is induced by glucose HoWevet, it is not induced by
other caibon sources such as golactose. arabinose,
pyruvate., and glutamate (manuscript in preparation)

For1 the purpose of the present study we decided on a
rapid 1-step puiification procedure: electroelution of
the glucose kinase band from prepara ti ve na ti ve
PAGE, having the advantage of rapid purification (crit-
ical in maintaining enzyrae activity) with relatively
good recovery.

The molecular mass of the native enzyme 124 kDa,
is comparable to the molecular mass of 110 ± 20 kDa
estimated for glucose kinase from S coelicolor (3) The
enzyme is an oligomer consisting of four identical sub-
units, each 31 kDa The S1 peucetius var caesius glu-
cose kinase differs from most bacterial kinases by its
native molecular mass, which is about twice the size of
other known kinases (about 50 kDa) and by the num-
ber of subunits The great majority of the reported
bacterial glucose kinases are either composed of two
subunits or are monomeiic (SWISSPROT) The puri-
fied enzyme, after few hours at 4°C dissociates into its
dimers However. addition of 100 mM gfucose helps

04 06

¡Glucosei1 (mM1)

FIG. 6. (A) Double reciprocal plot of the initial velocity at varying
concentrations of glucoso, in the absence (A) and presence of 1 mM
(•), 5 mM (»), and 10 mM (n) a fructose. MgATP1" concentration
was held constant at 1 mM Inset: slope versus the concentralion of
fmetose (B) Double reciproca! plot of the initial velocity at varying
concentrations of MgATP1' in the absence (A) and presence of 5 mM
(•) and 10 mM (B) D-frutMsc. Glucose concentration was hckl con-
stant at 10 mM Inset: slope versus the concentration of fructose
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FIG. T, (A> Doublo rociprocal of the initial velocity at varying
concentrations of glucosa ín the absen.ce (O) and presence of 0,25 roM
(B), 0.5 mM U), and 1,0 mM (•) MgADP", The MgATP1" concentra-
tion waa held constant at 1 t&M, Inset: Y-intercept versua the con-
centration of MgADP", (B) Double reciproca! of the initial velodty at
varying concentrations of MgATP*" in the absence (O) and presence
of 0.25 mM (M), 0.5 mM (A), and 1 mM (•) MgADp-, Glucose
concontration was held constant at 10 mM Inset: slope versus the
concentiation of MgADP".

maintain its tetrameric integiíty, which was quantita-
tively confinned by determining of the decay rate con'
stant in the presence and absence of glucose,

Cárdenas et al, (21) pxoposed that hexokinases of
present-day organisms are derived from an ancestral
gene specifying a piotein of about 25 kDa, that is still
present in some bacteria The initial proposal was that
the ancestral gene was duplicated and fused to encode
a new hexokinase of about 50 kDa A further duplica-
tion and fusión produced a gene for a protein of about
100 kDa, The possibility of gene duplication and fusión
raises the question of whether the change from 50 to.
100 kDa corresponded to the acquisition of a new func-
tion, Does the dissociation of the tettamer to the dimer,
in the case of S. peucetius var. caesius glucose kinase,
play any role in glucose metabolism or CCR? This
question is still waiting to be answered. However, in-
creased tetramer1 stability at elevated glucose concen-

trations suggests that this foim vñíi remará active
duríng CCR, This type oídimer-tetramer association in
the presence of glucose has not been repoited fox any
other gluco- or hexokinase

We did not identify any glucose kinase isoenzymes,
suggesting that the same enzyme catalyzes the phos-
phorylation of glucose and, in case of its paiticipation
in CCR under conditions of excess glucose, may be
involved in regulation of expiession of many proteins
involved in the production of different primary and sec-
ondary metabolitcs, in a manner not yet understood,

The pH optimum of the glucose kinase ís in the
common range (7-9) for other glucose kinases
(SWISSPROT). Howevet, the optimum temperature
was suiprisingly high fox an enzyme from soil bacteria,
since the optimum temperatures for nonhyperthermo-
philic organism glucose kinases are in the xange of
20-37°C (SWISSPROT).

Comparison of the N-terminal amino acid sequence
with the amino acid sequences of other members of the
hexokinase family, showed 100% homology with S
coelicolor glucose kinase, but veiy Httle similarity to
the other enzymes, In contrast, 3 of 11 C-terminal
amino acids (VYF) are difíerent from those of'S, coeli-
color, suggesting diffeiences in biochemical character-
istics of the two enzymes

The second part of oui study was focused on the
kinetic behavior of this enzyme One of the most pu2-
zling problems of enzyme kinetics is choosing the
mechanisra from among a variety of bi-substrate en-
zyme types. This choice is complicated because oí the
oceurrence of a Iarge number of homeomorphic two-
substrate models (two reaction mechanisms are said to
be homeomorphic when they are different and still give
rise to an indistinguishable rate equation) (22)

Our results (see below) suggest that the ATP-depen-
dent glucose kinase of S. peucetius var caesius follows
a rapid equilibrium oidered Bi Bi sequential mecha-
nism, where the enzyme first binds glucose and then
the MgATP2" complex, to foim a ternary EAB complex
(enzyme o-glucose-MgATP2") As was also reported for
yeast hexokinase (23), the ionic species Mga+ and
ATP*"1 have a negligible affinity fox the enzyme or the
enzyme-glucose complex, ATP exists in a high and
nearly constant proportion (about 80%) as MgATP2" in
solutions in which total MgCl2 concentration exceeds
the total ATP concentration by 1-10 mM. In contrast,
the proportion of ATP present as MgATP2" varíes
greatly if the total MgCl2 and total ATP concentrations
are varied in constant proportion (19), The major furic-
tion of Mga* is to polarize the phosphoryl bond of ATP
in the ternary compiex oí glucose kinase to facilítate
phosphoryl transíer, Apparently, glucose kinase does
not ¿ave an available MgATP2" binding site; this is
formed only after formation of the enzyme-glucose
complex (24-26) Similarly, Noat et al. (24) have shown
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that yeast hexokinase binds glucose, but is practically
unable to form a complex with the nucleotide in the
absence oí bexose,

In addition, the kinetic mechanism was confixmed by
using the substr ate analogues D-fructóse and MgADP",
Oui resulte suggest that D-fructose is able to interact
with the free enzyme (D-fmctose was a competitive
inhibitor of D-glucose), but cannot induce the confoima-
tional change that íeads to the formation of the ATP
binding site on the enzyme (D-fructose was also a com-
petitíve inhibitor of MgATP5") It is woith mentioning
that the presence of this confoimational change would
result in the foimation oían abortive complex enzyme-
D-fnictose-MgATP2" and a non competitive inhibition
of D-fructose against MgATP2" We do not know of
anothei bi substrate mechanism, ín addition to the
rapid equilibrium ordered mechanism, producing these
ínitial velocity and product inhibition patterns Threc
other mechanisms: (a) rapid equilibríum xandom
mechanism, (b) steady-state xandom mechanism, and
(c) the steady-state oidered mechanism would give a
íamily of straight unes intersticting on tho left sido of
the Y-axis and the product inhibition pattems would
be different. Thus, we belíeve that the initial velocity
as weü as the product inhibition patteins obtained in
this work are diagnostic of the rapid equiHbrium or-
dered mechanism

Magnesium in excess of 10 mM mhibits enzyme ac-
tivity (not shown) Noat et al (24) suggest that this
might be due to formation of teinaiy chelates of the
Mg¡ATP type, according to the íeactíons:

ATP4" +• Mg'" -* MgATP'-

MgATPa" +Mg t - -> M&ATP

In addition, it was pioposed that if the enzyme does
not bind the ternaiy chelates, the inhibition due to the
ionic spccics Mg** ccmld be explaincd simply by a dc-
eiease in concentiation of the MgATP' complex (24)
However, analyzing the concent rations of MgaATP,
MgATP*", and other ionic species in the reaction mix-
ture at pH 7 5 (based on the association constants
teported in reference 19), Mg2ATP concentration is
very low (only 4 2% of MgATP2" concentration), and we
believe that it is unlikely to have an inhibitory effect on.
gíucose kinase actívity We suggest that glucose kinase
is inhibited directly by the Mg** species, implying the
presence of a binding site for Mg2t on the enzyme.

Resulte of this study will be used for the futuro
evaluation of glucose kinase paiticipation in CCR in
this industnally important bacteria and consequently
in the genus Streptomyces. It wjll be important to com-
plement these data with the cloning and sequencing of
the glucose kinase gene and to elucídate the role of this
enzyme in the mechanism of CCR
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