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1 RESUMEN

La enzima glucosa cinasa cataliza la fosforilacién de giucosa de manera
dependiente de ATP. La glucosa cinasa de Sfrepfomyces peucetius var. caesius
fue puriﬁcadafa homogeneidad (292 veces). La enzima se encuentra en el citosol
y esta compuesta de cuatro subunidades idénticas de 31 kDa cada una. Después
de la purificacidn, ei tetramero se disocia facilmente a dimero, aunque en
presencia de D-glucosa (100 mM) la enzima mantiene su forma tetramérica Su
méxima actividad se encontrd a pH 7 5 y 42°C. Su punto isoeléctrico fue de 8 4. La
secuencia de los aminoécidos de los extremos amino- y carboxilo terminal fue la
siguiente; MGLTIGVDIGAAGVPD y VYFAREFPDPIM, respectivamente.

La glucosa cinasa de Strepfomyces coelicolor también es una enzima citosdlica
compuesta de cuatro subunidades de 32 kDa cada una. Su maxima actividad se
encontréd a pH 7 6 y temperatura de 33°C. El punto isoeléctrico de esta enzima fue
de 84

El mecanismo cinético de las glucosa cinasas de los dos microorganismos fue
BiBi ordenado en equilibrio rapido, donde la D-glucosa entra como primer sustrato
Para |a giucosa cinasa de S peucelius var caesius se determinaron los siguientes
valores de K para D-glucosa y MgATP?: 1 6+0.2 y 0 80+0. 1mM, respectivamente.
El valor de Vmsx fue de 108674286 nmol min” mg’ El ion Mg® a
concentraciones mayores de 10 mM inhibi® la actividad de la enzima. Para Ia

glucosa cinasa de S. coelicolor los valores de K, para D-glucosa y MgATP*



fueron 14+0.1 y 0 5:0 1 mM, respectivamente. Su Vi fue de 1666 71700

nmol min™ mg”'.



ABSTRACT

Glucose kinase catalyzes the ATP-dependent phosphorylation of giucose,
Streptomyces peucetius var. caesius glucose kinase was purified 292-fold to
homogeneity. The enzyme has a cytosclic localization 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. Maximum activity was found at 42°C and pH 7.5 Isoelectric
focusing of the enzyme showed a pl of 84. The N- and C-terminal amino acid
sequences were MGLTIGVDIGAAGVPD and VYFAREPDPIM, respectively.

Glucose kinase from Streptomyces coelicolor is also homotetrameric, composed
of subunits of 32 kDa. Maximum 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 Ky, values for D-glucose and MgATP* were 16+ 0.2
and 0.80+0 1 mM, respectively Vmay was determined {o be 1086.7+ 28 6 nmol
min? mg'. Mg? in excess of 10 mM inhibits enzyme activity For the glucose
kinase from S coslicolor the K, values for D-glucose and MgATP? were 1.4+ 0 1
and 0.5% 0.1 mM, respectively. Vpae was determined to be 1666 7+£170.0 nmol

min" mg™.



2 INTRODUCCION

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 antibiéticos, agentes antitumorales,
herbicidas, heiminticidas. ete. De los 12,000 antibidticos conocidos en &l afio
1995, 55% fueron producidos por bacterias de este género (Demain, 1999).

A pesar de que la produccidn de metabolitos secundarios esta ligada a la
disponibilidad de nutrientes, se sabe relativamente poco acerca de como es que
los estreptomicetos detectan y regulan la utilizacién de diferentes fuentes de
carbono, nitrégeno, etc, y como éstos pueden afectar la sintesis de los
metabolitos secundarios.

La represion catabélica por fuente de carbono (RCC) es uno de los principales
mecanismos que regulan el metabolismo de carbono En el género Streptomyces
puede ser gjercida por varios carbohidratos como la glucosa, fructosa, manitol, etc.
(Kwakman y Postma, 1994, Segura ef al, 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 (Glk), y en los genes bid y
ecrA, que codifican para posibies proteinas reguladoras, originan insensibilidad a
RCC {Angell ef al, 1992, Ingram et al, 1995; Pope ef af, 1998, Segura et al,
1698). De estas, solo se considera que la Glk juega un papel globai en el
mecanisme de RCC en el género Strepfomyces (Angell et al, 1992, Kwakman y
Postma, 1994); sin embargo esfa enzima no estd involucrada en la RCC de todos

los genes sensibles en este género.

10



Aungue aparentemente la Gik juega un papel importante en la regulacién del
metabolismo de carbono en el genero Streptomyces, poco se sabe sobre sus
caracteristicas bioquimicas.

Con la finalidad de continuar los estudios del mecanismo de RC en
Streptomyces peuceliis var caesits se planted como objetive de este trabajo
purificar vy caracterizar bioguimicamente a la glucosa cihasa de este
microorganismo y comparar sus caracteristicas con las de la glucosa cinasa de §

coelicolor, microorganismo considerado como modelo en este género

1A



3 ANTECEDENTES

3.1 Caracteristicas 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 alte contenide de G+C (69 — 78 %) La mayorfa son aerobios
estrictos, aunque existen reportes de algunas cepas microaerofilicas (Hodgson,
2000). En la naturaleza se encuentran cominmente distribuidos en los suelos (los
estreptomicetos son los actinomicetos predominantes en el suelo), aungue pueden
ser encontrados también en ambientes acudticos Los estreptomicetos se
caracterizan por ser miceliares y por presentar en su ciclo de vida una
diferenciacion morfo-fisioidgica Unica dentro de los procariontes (Hirsch ef af,,
1985, Hopwood, 1988) (Fig. 2).

El crecimiento de una nueva colonia empieza con un indculo transferido a un
medio adecuado (el indculo puede ser esporas, un fragmento de hifa. una
pequefia parte de una vieja colonia, o un cultivo "stock” de micelio ¢ de esporas)
En medio sdlido, el indculo desarrolla inicialmente el micelio vegetativo, también
conocide como primario. Las hifas de aproxidamente 1 um de diametro (tamario
tipico para hacterias y mucho mas pequefio que ias de hongos), crecen por
extension apical para formar un micelic ramificado. Una vez gue los nutrientes se
han agotado, comienza €l proceso de diferenciacion morfo-fisiolégica, 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 formacién de esporas (Fig 3), las cuales adquieren

Dispersidn de las esporas Espora fibre

: Germinacion de [a espora
P
e =)
Maduracion de las esporas

\ Crecimiento del micelio vegetativo

K

sigF
whiD
whiE

whiA
Septacion whiB
wehik
¢ whil
whiG

. whi) .

Crecimiento de fa hifa aérea.
Enrollamiento de la hifa

Figura 2 Ciclo de vida de Streptomyces coelicolor A3(2)

(Fuente. Atlas of Actinomycetes Sociedad Japonesa de Actinomicetos 1997)
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X E———
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pigmentacion al madurat. Las esporas constituyen la tinica etapa en el ciclo de
vida en la que se observa la caracteristica unicelular, ya que al germinar éstas
vuelven a generar un micelio vegetativo. La formacion de las hifas aéreas
comunmente coincide con la produccién de metabolitos secundarios (Hirsch et
al., 1985, Hopwood,1988).

Los metabolitos secundarios mas importantes producidos por el genero
Streptomyces son los antibidticos Ademas,
se ha observado que algunos de estos son
también agentes antitumorales, herbicidas,
inmunosupresores,  antiparasiticos, efc
{Demain, 1999). Esta versatiiidad
biosintética, aunada a su complejidad
morfolégica, confiere a este  generoc gran
importancia industrial y cientifica (Hirsch et

al, 1985; Hopwocod, 1988)

Figura 3 Micelio dereoy esporas de §. coelicolor

{Fuente: F Buttner and Findfay, Johs Inngs Centre, 2002)

TESIS CON
'FALLA DE ORIGEN
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3.1.1 Streptomyces coeﬁcolor

Streptomyces coelicolor A3(2) es el organismo madelo del género Streptomyces
y actualmente es el estreptomicetc mejor caracterizado a nivel bioquimico,
fisiolégico y genétice Se conoce la secuencia completa de su genoma (Hopwood,
2001}, Los anaiisis de esta secuencia revelaron su enorme capacidad
codificadora, ya que el cromosoma de este microorganismo cuye tamario es de
8,667,507 pb cadifica para mas de 7,500 proteinas. Una propercién substancial de
su genoma parece estar dedicada al metabolismo secundario (Hopwood, 2001) A
pesar de que ninguno de los metabolitos secundarios producidos por este
microorganismo es de importancia industrial, la diversidad de metabolitos
secundarios producida y la facilidad de su manipulacion genética convirtieron a
esta bacteria en el sistema biolégico modelo para estudios de regulacion

metab6lica y expresidn genética.

3.1.2 Streptomyces peucetius var. caesius

Streptomyces peucetius var. caesius, obtenido por tratamiento mutagénico a
partir de S. peucetius (el microorganismo productor de daunorrubicina; DNRY), es
la cepa productora de doxorrubicina (DXR) (Fig. 4), un antibidtico del grupo de las
antraciclinas, que poseé una importante actividad antitumoral (Arcamone ef af,
1969). A pesar de varios efectos tdxicos no deseados (mielosupresidn y
cardiotoxicidad, principaimente), actualmente DXR es el farmaco antitumoral mas

usado a nivel mundial para el tratamiento de diferentes tipos de tumores sdélidos v

15



hematolégicos. Su mecanismo de accién no estd completamente esclarecido
aunque probablemente, el mecanismo principal de este compuesto sea la
inhibicion de la topoisomerasa I, al intercalarse entre los pares de bases de [a
doble hebra del DNA, produciendo rupfura de la cadena e impidiendo asi la

replicacion del material genético.

H
H Q
CH,
H H
0 H
HN M
Ry Rz Férmula PM
Daunorrubicina CHsCO CHs  CarHaoNOgp 527 51
Doxorrubicina CHOHCO CHs  CoHasNO1o 543 54

Figura 4 Estructura quimica de la doxorrubicina y la daunorrubicina
(Fuente: Hutchinson C Ry Colormbo, A L, 1999)

Aunque un gran nimero de microorganismos son capaces de producir DNR, el
precursor inmediato de DXR, S peucetius var. caesits es el unico organismo

reportado capaz de producir DXR (Hutchinson y Colomba, 1999). La produccién

16



mundial actual de DXR es de alrededor de 225 kg por ar"_;o (Hutchinson y Colombo,
1998).

Como ofros metabolitos primarios y secundarios producidos por este
microorganismo, la produccién de DXR se encuentra regulada por represion

catabdlica (Segura ef a/,1998; Escalante ef a/., 1999)

3.2 Represion catabdlica (RC)

El crecimiento, o simplemente [a supervivencia de un organismo requiere un
complejo grado de coordinacion en sus actividades que responda a los cambios
en el medio ambiente. Todos los procesos fisioldgicos estan sujetos a alguna
forma de regulacion para asegurar niveles adecuados de cada metabolito y evitar
gastos de energia innecesarios

Los microorganismos pueden asimilar una amplia variedad de subsiratos
organicos e inorganicos, muchos de ellos de gran complejidad Sin embargo, en
presencia de substratos mas facilmente asimilables, se evita el gaste de energia
empleada en sintetizar enzimas necesarias para &l metabolismo de estos
complejos nutrimentos Este mecanismo regulatorio, conocide como represién
catabdlica actia al nivel de transcripcién Se conoce represion catabolica por

carbono, por nitrdgeno, por fésfore, etc , dependiendo del nutriente que la causa

17



3.3 Represién catabélica por fuente de carbono (RCC)

Este mecanismo regula el metabolismo de carbono, inhibiendo la expresion de
muchos genes catabdlicos y de algunos ofros, én la presencia de una fuente de
carbono rapidamente utilizable (Saier, 1992) Los mecanismos responsables de la
RCC son diversos y muy complejos y aunque las consecuencias fisioldgicas son
las mismas probablemente existen varios sistemas control en un solo organismo
(Angell, 1994).

A pesar de que este fenémeno regulatorio fue descublerto en el afio 1901 (Saier,
1992), hasta ia fecha son pocos los mecanismos que han sido elucidados En los
procariontes los Unicos mecanismos esclarecidos lo han sido en Escherichia coliy

Bacillus subtilis

18



3.3.1 Mecanismo de represidon catabdlica por fuente de carbono en

Escherichia coli

En E coli el metabolismo de carbono esta regulado por el sistema de transporte
de fosfotransferasa (sistema PTS) dependiente de fosfoenol piruvate (PEP)

El sistema PTS es un complejo enzimétiéo que ademas de transportar vy
fosforilar diferentes carbohidratos también interviene en la quimiotaxis y en
diversos mecanismos regulatorios  Generalmente consiste de dos enzimas -
solubles, citosdlicas, no especificas: la enzima | (El} y la proteina estable a calor
(heat-stable protein, HPr); asf como de un conjunte de enzimas especificas para
cada carbohidrato {las enzimas H}. El sistema PTS es el mas importanie en el
transporte y fosforitacion de carbohidratos en las bacterias Gram negativas y en
algunas Gram positivas Mas de 20 carbohidratos diferentes son transportados por
este sistema (Postma ef a/,1993), en donde se usa el PEP como el donador del
grupo fosfato, segtin la Fig. 5.

En E. coli este sistema controla metabolismo de c¢arbono, modutando la
actividad de ias permeasas de los carbohidrates que no son transportados por el
sistema PTS (como simportadores de azticar-H", azucar-Na") y de transportadores
activos dependientes de ATP Esta regulacién unidireccional permite a la célula
utilizar a los carbohidratos que son substratos de PTS preferentemente sobre los
carbohidratos transportados por otros sistemas (Saier, 1995).

Ademas de su papel en la reguiacion del transporte de carbohidratos, el sistema

PTS de E coli también reguia indirectamente la expresién de genes cuyos
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productos estan involucrados en el catabolismo de diferentes aziicares asi como
de muchos otros genes, regulando la actividad de la enzima sintetizadora de AMP
ciclico (AMPc), la adenilato ciclasa. La concentracion citosdlica de AMPc, asi
como la de la proteina receptora de AMP¢ (CRP) modulan fa expresién de cientos
de operohes catabdlicos, cuya transcripcion se activa unicamente si el complejo
AMPc-CRP se une al ADN (Figura 6). El sistema PTS regula la actividad de la
adenilato ciclasa, regulando a su vez diferentes operones a nivel transcripcional

LComo es que el sistema PTS de E. cofi regula a todas estas permeasas,
enzimas catabdlicas y a la adenilato cictasa?

Una de sus enzimas, la enzima [JA especifica para glucosa (IIAQ’G), parece ser gl
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 catabdlicas (por ejemplo la glicerol cinasa). La enzima HA® se fosforila
reversiblemente en un residuo de histidina por la enzima | vy la HPr, utilizando PEP.
En presencia de glucosa, la enzima IIA% se desfosforila transfiriendo el grupo
fosfato a la enzima !IBC membranal y posteriormente a la glucosa, produciendo
asi glucosa-6-P. La 1IA%® desfosforilada inhibe alostéricamente la actividad de
permeasas de otros azucares 0 de oftras enzimas catabodlicas, ademas de
desactivar la adenilato ciclasa (Figura 8). La desactivacidén de esta enzima tiene
como consecuencia la reduccidén de la concentracion de AMPG en el citosol
inhibiendo asi la transcripcién de los genes sensibles a la represion catabélica

En el afic 1996 Saier Jr. reportd otro mecanismo de RC en E coli independiente

de AMPc¢

21



Y + .
‘. Permeasas de diferentes

Adenilato : |
ciclasa _ g carbohidratos, |
(inactiva) - Represion caiabolica enzimas catabdlicas §
IR N ¥ (inactivas) I
HIAS"®
PEP Azicar-P
i, HPr HBC
Piruvato
AzlUcar

Adenitato
ciclasa [ jA%e >__ P

m__\{’\ CRP

AMPc® AMPc

Activacion de transcripcion por el complejo AMPc-CRP

Figura 6 Modelo ilustrando el mecanismo de represién catabdlica por fuente de
carbono en E coff (Saier, Jr, 1895)

22



En este mecanismo estd involucrada la proteina Cra (del inglés: catabolic
represor/activator protein) que reprime el catabolismo de azucares y activa el
anabolismo Cra controla la sintesis de un gran numerc de enzimas de una
manera sistematica; actiia reprimiendo la sintesis de las enzimas invol_ucradas en
ia fermentacion de azucares y activando las enzimas necesarias para la oxidacién
del sustrato.

_ Adicionafmehte, las bacterias prpura Gram negativas, como las especies
Rhodobacter, Rhodospirillum y Azospirillum, exhiben un fendmeno conocido como
RC reversa En este mecanismo los intermediarios del ciclo de Krebs reprimen Ia
sintesis de las enzimas involucradés en el catabolismo de los azucares (Saier Jr,

1996)

3.3.2 Mecanismo de represién catabdlica por fuente de carbono en Bacillus

subtilis

En B. sublilis la regulacion del uso de fuentes de carbono esta también mediada
por ef sistema PTS, aunque el mecanismo es diferente que el de £ coli En el
caso de B. sublilis, la glucosa u otra fuente de carbono rapidamente metabolizable
genera intermediarios metabélicos, 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 Serd8 HPr{Ser-P) activa a la proteina de contro!l catabdlico
(CcpA) uniéndose a ella y asi induciendo una conformacion que tiene alta afinidad
por secuencias que actuan en ofs, conocidas como elementos de respuesta g

catabolitos (CREs). De esta manera el complejo FBF-HPr(Ser-P)-CcpA unido a

23



las CREs en las regiones regulatorias de los operones sensibles a la RC, inhibe la

iniciacién de la transcripcién (Figura 7).

N

NN ATP Fosfatasa
ADPz H,O

HPr — P

CcpA FBF

HPr |— P HPr — p

Inhibicién de franscripeion
{(Represion catabdlica)

Figura 7 Mecanismo de represidn catabdlica por fuente de carbono en B subtilis
(Safer, Jr,1995)
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En el afo 1999 fue reportado otro mecanismo de RC en B. subtilis,
independiente de las proteinas del PTS, en cual pudiera estar involucrada [a
enzima glucosa cinasa {Rosana-Ani et al,,1999) aungue este mecanismo no ha

sido aclarado todavia

3.2.3 Mecanismo de represion catabélica por fuente de carbono en el género

Streptomyces

En el género Streptomyces el mecanismo de RC controla la expresidon de
muchos genes como por ejemplo: genes involucrados en el transporte v en la
utilizacion de fuentes de carbono alternas (Hodgso.n,1982; Smith y Chater, 1988;
Wong et al, 1991, Ramos 1999), asi comoc en la sintesis de enzimas
extracelulares vy metabolitos secundarios (Servin-Gonzalez ef al; 1994; Virolle
and Gagnat, 1994 ; Segura et al, 1996, Escalante ef a/,, 1999},

A pesar de la gran importancia comercial y la interesante biclogia de este
género, los conocimientos sobre como las células detectan la presencia de Ia
fuente de carbono, cdmo la transportan y cudl es el mecanismo de la RC son muy
fimitados.

La deteccion de los nutrientes vy la generacion de seftales como estimulo para
producir RC esta fuertemente ligada a los respectivos sistemas de transporte.
Mientras que el sistema de transporte para glucosa, el az(car que causa la
represibn mas fuerte no ha sido identificado, se ha demostrado que los

estreptomicetos transportan celotriosa, maitosa y xilobicsa por el sistema de
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transportadores ABC y la fructosa es aparentemente trénsportada por el sistema
PTS (Parche ef a/,1999).

La presencia del sistema PTS en S. coelicolor fue reportada por primera vez. en
el afio 1995 (Titgemeyer, 1995). En 1999 dos grupos reportaron ia clonacion del
gen ptsH cuyo producto es la fosfotransferasa HPr del PTS (Butler ef af, 1999,
Parche et al, 1999). Posteriormente Parche y col, en el afo 2000 reportaren la
existencia de tres genes de S coelicolor que codifican para las proteinas
homdlogas de las enzimas no especificas del PTS y 6 genes que codifican para
las proteinas homologas de las enzimas especificas. Es muy probable que este
miéroorganismo tenga menos genes pls comparado con las decenas de pisde E.
coli 0 con los 27 genes pts de B. sublifis.

Los estudios de RC realizados en S. coelicolor demostraron que los niveles
de AMPc no. varian con el cambio de fuente de carbono {Hodgson,1994)
Tampoco fue identificada una proteina-cinasa capaz de fosforilar a la enzima HPr,
(Titgemeyer et al,, 1995; Parche ef al,1999) lo que sugiere que el mecanismo de
RC en Sfreptomyces es diferente al que existe en E. coli o B. subfilis (Angell ef af ,

1994).

3.3.3.1 Papel de la glucosa cinasa en la RCC

Mutantes de S. coeficolor (mutantes 2-dogF), aisiadas por su capacidad de
crecer en presencia de un andlogo de glucosa, la 2-deoxiglucosa (2-dog), son
insensibles a la RC (Hodgson, 1982). Este tipo de mutantes son incapaces de

utilizar glucosa, ain cuando el transporte de glucosa no esta afectado (Hodgson,
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1980, 1982) La insensibilidad de estas mutantes a la RC fue correlacicnada con la
pérdida de la actividad de la glucosa cinasa (Glk).

Resultados similares se obtuvieron con las mutantes 2-dog® de S. peucetius
var. caesius {Segura ef al, 1996). Estas mutantes también se caracterizan por ser
insensibles a la RC y Iz actividad de Glk se encuentra disminuida entre 10-30% de
la cepa original. A diferencia de las mutantes de S. coelicolor, las de S. peucetius
var. caesius pueden crecer en glucosa como tnica fuente de carbono vy tienen
afectado el transporte de glucosa (Segura et al,,1996, Ramos 1999},

La complementacién de las mutantes 2-dog® de S coelicolor con el gen que
codifica para esta enzima, gikA restablece la capacidad de utilizar glucosa, la
actividad de Glk y también la sensibilidad a la RC (lkeda ef af ,1984) La expresion
de glkA en E. coli confirmd que su producto es una proteina que cataliza la
fosforilacion de glucosa (Angell, 1892). Sin embargo, la complementacién de
mutantes g/kA de S. coelicolor con un gen analogo de glucosa cinasa de
Zymomonas mobilis reestablece la capacidad de utilizacién de la glucosa y la
actividad de Glk, pero ne la sensibilidad a RC (Angell, 1892) Esto sugiere que la
Glk juega un papel importante en la regutacién del metabolismo de carbono.

La secuenciacién de un fragmento Befl del genoma de S coelicolor, que
contiene el gen de gikA, demostrd que éste contiene dos marcos de lectura
abiertos completos, SCBE10.19¢ (0rf2) y SCBE10 20¢ (0rf3), que codifican para
proteinas de 20.1 y 33.1 kDa, respectivamente y el C-terminal de una tercera
proteina (ORF1) El producto del orf3 es la enzima Glk (GlkA) Este gen se
transcribe a partir de dos promotores: de su propio promotor y del otro promotor

rio arriba del orf2 {Angell ef af , 1992). En mutantes de S coelicofor resistentes a
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2-dog el gen gikA {ORF3) por si solo reestabiece la actividad de Glk, la utilizacién
de glucosa, asi 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
transcripcién a partir de ambos promotores. El andlisis de la secuencia de glkA
muestra la existencia de largas secuencias de aminoacidos similares a las
encontradas en una familia de proteinas, conocida como la familia ROK (represor,
orf, kinase), que incluye diversas glucosa-cinasas y profeinas represoras, como
NagC de E coli y XyiR de B. sublilis (Titgemeyer et af, 1994) Sin embargo, a
diferencia de estas proteinas represoras, la Glk de S. coelicolor carece de una
extension en la regién N-terminal con dominios de unién a ADN gue se encuentra
en las proteinas represoras (Titgemeyer ef af,, 1994).

La funcién del producto del 012 aun no se conoce y su secuencia No se parece a
ninguna de las proteinas reportadas, aunque la cotranscripcion de orf2 y orf3
sugiere que existe alguna conexion funcional entre estos dos productos Como ya
fue mencionado, el gen g/kA es capaz de reestabiecer la sensibilidad a la RC en
las mutantes sin gkA y orf2, o que sugiere |a hipétesis de que el 02 no es
esengcial para la RC.

Otro dato que apoya la participacion 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 expresién de la glicerol cinasa y la agarasa se pierde
en mutantes de S. coelicofor con deleciones en el gen gl/kA, aln cuando estas
fuentes no sean metabolizadas via la glucosa cinasa (Kwakman y Postma, 1994).

Por otro fade, Angell ef al {1994} aislaron mutantes de 8 coelicolor con

deleciones en el gen gikA capaces de utilizar glucosa, las cuales aparentemente
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expresan una segunda Glk, la Glkll. La Glkl} reestablecio la utilizaciéon de glucesa
y la sensibilidad a 2-dog, pero ho la sensibilidad del gen dagA a la RC Al probar
la movilidad electroforéfica de Gl en un gel de actividad in situ,, ésta fue
diferente a fa presentada por la Glk de la ¢epa original

Sin embargo, existen ciertas anomalis en esta historia de la Gik. Cuando el gen
de quitinasa, chi63, aislado de Sfrepfomyces plicatus, fue introducido en S
coelicolor A3(2) se observo gue su expresion fue inducida por quitina y reprimida
por glucosa, de una manera independiente a la GIKA {Ingram y Westpheling, 1995;
Hodgson, 2000), mientras que la represién por glucosa de este mismo genen S
Aividans es dependiente de GIKA (Saito, 1998) Otros casocs de represion por
glucosa independiente de g/kA fueron reportados para la a-amilasa de
Streptomyces reticuli  (Hodgson, 2000) y para o-amilasa de Sfreptomyces
kanamyceticus (Flores et al ,1993).

Otra anomalia es la observacién de que el gen de la a-amitasa de S fimosus,
que se encuentra bajo la RC por manitol, cuando se transfiere a S. coelicolor
- A3(2), esta sujeto a la RC por glucosa dependiente de glkA

Existen evidencias de que la velocidad del crecimiento juega un papel
importante en ia represidon de a-amilasa de Strepfomyces sp IMD 2679 (MHodgson,

2000)
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3.3.3.2 ccrA1: Mutacidn en Streptomyces coelicolor que afecta el controt de

la represién catabdlica

Recientemente Ingram et al. (1995) aislaron y caracterizaron una mutante de 8.
coelicolor, a la que flamaron ccrA7  La muiacién cerd{ se localiza cerca del locus
argA y es distinta de otras mutaciones involucradas en el control catabdlico, como
fa gficA

Fenotipicamente las mutantes cerA7 difieren de ias mutantes glkA, porque
pueden utilizar glucosa como unica fuente de carbono y no son resistentes a 2-
dog. Ademds estas mutantes exhiben una expresién anormal de los promotores
sensibles ala RC galP7, gyl y chi63, pero no de los promotores insensibles a la
RCC, como es el caso del promotor galP2. La transcripcion del galPT v gyl
aumenta aproximadamente 4-5 veces, tanto en condiciones de RC como en
condiciones no represoras La expresion del promotor chi63 es muy baja en §
coeficofor. 8in embarge en presencia de la mutacién ccrA? aumenté
considerablemente, hasta estar sujeta a fa RC (Ingram et al, 1995). A pesar de
gue en esfa mutante se incrementa la expresion de los promotores sensibles a la
RC, éstos siguen sujetos a regulacion

Actualmente nada se sabe acerca de esta mutacion a nivel molecular, por lo
que es dificit especular sobre su papel en el mecanismo de RC Sin embargo las
evidencias fisiclégicas mencionadas sugieren que ccrA1 afecta la expresion de fos

promotores sensibles a la represion catabdlica
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3.3.3.3 Mutantes pld insensibles a la represion catibolica

tas mutantes de S. coeficolor incapaces de producir hifas aéreas son
conocidas como mutantes bld (calvas, del inglés bald). Recientemente Pope et af
(1996) reportaron que en seis diferentes clases de estas mutantes la expresién del
galP1 es insensible a la represion catabdlica La posterior caracterizacion de las
mutantes bidA y bidB indicd que en estas cepas la transcripcion de galP? es
independiente de galactosa e insensible a la RC. La complementacion de estas
mutantes con el gen bidA o bidB restaura tante la sensibilidad a la RC, como la
produccién de hifas aereas (Pope et af, 1996). Los estudios de regulacién de
otros genes sujetos a RC indican que en la mutante bid la expresion de dagA vy
gyl también es insensible a la RC y que la complementacion de estas mutantes
con el gen bldB reestablece la sensibilidad a la RC. La mutacidn bHidB no afecta la
expresion de promotores insensibles a la RC, lo gue sugiere que esta mutacién no
afecta a la transcripcién a nivel general, sino que afecta especificamente a los

genes sujetos a la RC (Pope af al, 1996).

3.3.34 Papel de GyIR, Regl y MalR en la represion catabdlica en

Streptomyces
Aparentemente las mutaciones gikA, ccrA7 y bid en S. coelicofor afectan a la

represion catabdlica a nivel general, es decir, afectan a la RC de un gran nimero

de genes y operones no relacionados entre si.
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En el caso del operdn gy}, se ha identificado una bfoteina especifica, GylR que
actia como represor transcripcional de este operdn, pero que no ests involucrada
en la RC de ofros genes u operones El operdn gyl esta precedido por el gen gyiR
que se franscribe en la misma direccién. Asi, gviR y el operén gyl se transcriben
por separado y la transcripcion de los dos estd sujeta a la RC (Smith vy
Chater,1988 a,b; Hindle y Smith,1994) Como ya se menciond, las mutaciones
glkA, ccrA1 y bid, afectan la RC del operon gyl. El producto del gen gyiR contiene
un motivo de unidn a DNA y comparte secuencias con un gran nGmero de
represores transcripcionates (Smith y Chater, 1988b}. La interrupcién del gen gylR
ha demostrado que GylR actia como represor transcripcional de gy v gyiR
{Hindle y Smith, 1994).

Parece que la RC del operdn gyl requiere tanto del represor especifico (GyIR)
come del represor general (que pudiera ser la enzima Glk) (Hindle y Smith,1994).

MalR y Reg!l son otras dos proteinas involucradas en la RC en los
Streptomyces MalR esta codificada por el gen malR y presenta alta similitud con
las proteinas represoras de la familia Lac/Gal MalR contrela la induccion del
sustrato y junto con Glk participa en la represion por glucosa de la utilizacién de
maltosa (Wezel ef al, 1997).

Reg1 es aparentemente la unica proteina responsable de la RC por glucesa de
los genes que codifican para a-amilasas en S fividans y parece estar involucrada
también en la regulacion de la produccion de quitinasa en este microorganismo

(Nguyen et a/,1997).
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El papel de GyiR, MalR y Reg1 en la RC sugiere qué en Streptomyces pueden
existir represores especificos ademas de una proteina o sistema represor general
Basando se en todos estos resultados hemos disefiado el esquema que
contiene los posibles mecanismos de la represion catabdlica por glucosa en

Streptomyces (Figura 8)

3.3.3.5 Efecto represorde la glucosa en la formacidn del micelio aéreo en S,

alboniger via acumulacién de acidos organicos

Un caso especial de RC fue reportado por Redshaw y co/ en el afio 1976, Eilos
reportan que el efecto represor de la glucosa en la formacion delf micelio aéreo en
Streptomyces alboniger se debe a la acumulacién de acidos organicos Surowitz v
Pfister (1985) demostraron que la acumulacion de los acidos organicos fue
resultado de un desequilibrio entre la glicdlisis v el ciclo de Krebs inducido por la

glucosa.

3.4 Glucosa cinasa

La glucosa cinasa cataliza el primer paso en el metabolismo de fa glucosa, ia

fosforilacién de la D-glucosa con ATP segun la reaccién;

Glk

D- Glucosa + MgATP? ——— D- Glucosa 6-P + MgADP"
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Esta reaccion ocurre tanto en los organismos procariéticos como en eucariontes
Sdélo pocas especies, la mayoria bacterias y organismos unicelulares, poseen la
glucosa cinasa verdadera (ATP: D-glucosa 6-fosfotransferasa, E.C. 27 1.2), es
decir, la enzima especifica para glucosa (Bork ef af , 1993).

Como ya se menciond, el andlisis de la secuencia de nuciedtidos de la Glk de 8.
coelicolor, indica que esta enzima, junto con algunas ofras azlcar cinasas,
pertenecen a la familia ROK, pero a diferencia de fas proteinas represoras de esta
familia, las azlcar cinasas no tienen las secuencias de unidn a DNA en sus
regiones N-terminales. Hasta la fecha no se conoce la estructura tridimensional de
ninguna de la proteinas de la familia ROK, aunque Swenson y Krengel ya estan
trabajando en la cristalizacion de ia Glk de S coeficolor (Swenson y Kregel,
resultados no publicados).

La glucosa cinasa de S. coelicolor es una enzima constitutiva y fue purificada
como Glk(Hisg) por cromatografia de afinidad (Mahr et af, 2000). El peso
molecular de ta enzima, determinado en un gel de poliacrilamida con SDS, fue de
36 kDa. La proteina purificada fue muy estable (durante varias semanas) a 4°C
(Mahr et af., 2000)

Analizando los elementos de esfructura secundaria de esta proteina se predijo
gue la composicion es: 32% de a-hélices, 26% de laminas P plegadas, 13% de
giros-§ v 29% plegamientos al azar (Geourjon y Deléage, 1995). Hasta enero del
2002, se han secuenciado 23 glucosa cinasas de diferentes origenes, de acuerdo
a datos del banco de datos Swissprot La mayorfa de las mismas no han sido

purificadas ni caracterizadas bioguimicamente. Los pesos moleculares de las Glk
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reportadas en el Swissprot estan enla Tabla 1 Los valores de pH optimos varian
entre 6-9 vy los valores de temperaturas dptimas de las Glks de organismos
mesofilicos estén dentro de un intervalo de 25 a 37°C (Bork ef af, 1993).

LLos mecanismos cinéticos de algunas glucosa cinasas estan en fa Tabla 2.
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Peso
Dominic  |Especie molecular Nimero
de subunidad de
{Da) subunidades
Bacteria |Bacillus subtifis 33545 -
Bacillus halodurans 34496 -
Bacifius halodurans 30715
Bagcillus megaterium 33899 -
B. stearothermophilus 34500 2 -
Brucella abortus 37607 -
Corynebacterium glutamicum| 34216 -
Eschetichia coli 24500 2
Mycobacterium leprae’ 34101 -
M. tuberculosis’ 27429 -
Mycoplasma pulmonis 32189 -
Fropiohibacterium shermanii 30000 2
Rhizobium loti 34812 -
Lactococeus lactis 33792 -
Staphylococcus xylosus 35032 -
Streptococcus mutants 24000 2
Streptococcus pyogenss 33397 -
Streptococeus pyogenes? 33367 -
Streptomyces coelicolor 36000 4
Zymomonas mobilis 35423 2
Xyielfa fastidiosa 36119 -
(Xylella fastidiosa 36101 -
Archaea [Thermoplasma acidophilum 35203 -
Halobacterium sp. 35203 -
Pyrococcus furiosus 47000 2
Eucaria  |Aspergillus niger 54536 2
Saccharomyces cerevisiae 55377 1
‘EC27 163

2 posible actividad de glucosa cinasa
- nliimero de subunidades no determinado

Fuente: SWISSPROT

(hitp:/iwww expasy org/sprot)

Tabla1 Pesos moleculares de glucosa cinasas de diferentes origenes
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4 JUSTIFICACION

El mecanismo de represidn catabolica por fuente de carbono en el género
Streptomyces esta poco entendido. Los estudios de diferentes genes y operones
han demostrado que son varias las proteinas involucradas en esta regulacion,
cuyo papel preciso no ha side aclarado, v es muy probable que haya mas
proteinas por descubrir. Por esta razén, actualmente no es posible disefiar un
esquema general del mecanismo de RC en este género o en ofras bacterias Gram
positivas con alto contenido de GC Sin embargo, basandose en los resultados
reportados, se puede proponer que la Gk juega un papel fundamental en esta
regulacién. Para poder evaluar el papel regulatorio de cada una de las proteinas
involucradas sera importante purificarlas v estudiar sus caracteristicas
bioquimicas, como por gjemplo en qué condiciones son mas estables, cuédles son
los valores de temperatura y pH dptimo, sus pl, conocer sus mecanismos vy

constantes cinéticos, etc

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

Purificar y caracterizar bioguimicamente a la glucosa cinasa de Strepfomyces
peucetius var caesius y completar la caracterizacion de la glucosa cinasa de

Streptomyces coelicolor para poder compararlas.
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54  Objetivos particulares

1. Localizar las enzimas dentro de las células
[l. Optimizar el método de extraccion de la enzima de la célula
Hl. Determinar su pH &ptimo, pl, temperatura éptima y estabilidad a diferentes
temperaturas y valores de pH
V. Purificar la enzima
V. Determinar el mecanismo cinético, Vimax ¥ Kim para los dos sustratos

V], Comparar las glucosa cinasas de los dos microorganismos

6 HIPOTESIS

S. coglicolory S.peucelius 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 METODOS

7.1 Microorganismos y su cultivo

Los microorganismos utilizados en esta investigacion fueron Sirepfomyces
peucelius var. caesius NRRL B-5337 (cepa depositada y mantenida en fa
coleccién de cultivos del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM) vy
Streptomyces coelicor M145 (cepa donada por el Dr. Luis Servin, Institito de
Investigaciones Biomédicas, UNAM). Las esporas de los microorganismos se
obtuvieron segtin Segura ef al., 1996,

Los cultives de las cepas se realizaron a partir de indculos obtenidos en
matraces Erlenmeyer de 250 ml con 25 ml de medio YMG-1, que contenian
extracto de levadura 0 4%, extracto de maita 1 0%, giucosa 0 4% y agua destilada.
El pH fue ajustado a 7.2 y se agregaron 5 perlas de vidrio de didmetro 5 mm antes
de esterilizar el medio (Segura of al, 1996). El micelio obtenido después de 48
horas de incubaciéon a 29°C y 180 rpm, lavado fres veces con solucion salina
isotonica estéril (831, NaCl 0 85%) se utilizo para sembrar los matraces Fernbach
de 28 L que contenia 500 ml de medic YMG-2 (extracto de levadura 0 3%,
extracto de maita 0 3%, glucosa 1 8%, pH 7 2 ) y 10 perlas de vidrio de diametro 5
mm por matraz. Después de 48 horas incubacion a 28°C y 180 rpm, el cultivo se
filtré bajo vacio utilizando filtros Whatman No. 40 (50 ml de cultivoffiltro). Ei micelio

recuperado en el filtro se lavd con solucion salina isotonica y las células fueron
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deshidratadas con 50 m! dé acetona. Las células deshidratas (polvos de acetona)
se guardaron a ~20°C hasta su uso.

Se probd también desintegracion de las células con ultrasonido. Para la
desintegracion con ultrasonido se tomaron 25 mi de un cultivo de 48 hrs, el micelio
se lavo 2 veces con sclucién salina isotdnica y posteriormente se resuspendis 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 dias a -20°C) 6 veces durante 10

segundos en frio (Soniprep 150).

7.2 Obtencidn de extracto libre de células

Para la obtencidon de los extractos enzimaticos se trituraron los polvos de
acetona (1 mg) en un mortero con hielo seco para desintegrar las célufas. El
micelio triturado se resuspendié en 3 ml de amortiguador Tris-HCI, 50 mM (pH
7.2). Los restos celulares se eliminaron por centrifugacién a 245,000xg durante 1
hora en la ultracentrifuga Beckman L8-55M, utilizando el rotor SW 50.1 El
sobrenadante se concentro (aprox. 15 veces) por centrifugacién (1,100xg, 30 min)
en los conos de membrana con ¢l tamafio 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 proteina ml') se guardaron a —20°C hasta su uso. La concentracién de
proteina se determind por e método de Lowry (Lowry et af, 1951), usando como

estandar aibimina sérica bovina.
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7.3 Determinacion de la actividad enzimatica

La actividad de glucosa cinasa se determind en los extractos libres de células,
midiendo espectrofotométricamente la reduccion de NADP™ (s = 6 22 cm"mM") a
340 nm en una reaccion acoplada con glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH)
(Angell, 1992) E! sistema de reaccion contenia Tris-HCI 100 mM, pH 75, D-
glucosa 10 mM, MgCl, 5mM, ATP 1 mM, y G6PDH 0.7U mI". Para convertir el
cambijo en unidades de absorbancia en velogidad de formacién de NADPH se
utilizé la ecuacién de Lambert-Beer:

A=egxdxc

donde A es la absorbancia, g es el coeficiente de absorcién molar (syappy = 6.3 L
mmol™ em™) v d es la longitud de celda (1 cm). La actividad (z) de la Glk se
calculd segun la siguiente ecuacion:

AAXY
Z=TT

s

Atxexdxv

donde V es el volumen total de ensayo, v es el volumen del extracto enzimatico, t
el tiempo. La actividad de la Glk fue expresada en unidades, donde una unidad fue
definida como nmoles de NADP reducidos por minuto a 25°C

Se utilizé esta definicidon de unidad en congruencia con lo publicado por otros
autores que trabajan con la Glk de S. coelficolor.

Nota: En 1961, la Comision de Enzimas de la Unién Internacional de Bioguimica
recomendé el empleo de una unidad estandar (international 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 catalizara la transformacion

de un micromol de sustrato pof minuto bajo condiciones definidas”

Las condiciones definidas comprenden la temperatura, el pH, el sisterna tampén,
la concentracion del sustrato v el cofactor

(http:/Avww chem gmul.ac uk/iubmb/nomenclature/)
7.4 Zimograma de la actividad de giucosa cinasa

Los extractos enzimaticos de las dos cepas se sometieron a electroforesis a 4°C
en un gel de poliacrilamida al 10%(p/v) en condicicnes no desnaturalizantes. Para
evitar la inactivacion de la enzima por TEMED ¢ persulfato de amonio, el gel se
dejo correr una hora antes de que las muestras se cargaran. Después de la
electroforesis, el gel se iavd con gmortiguador Tris-HC! 50 mM, pH 7.2 antes de
relevar la actividad, con el fin de evitar la inhibicién de la mezcla de revelado por el
amortiguador alcalino de corrida |

La glucosa cinasa se localizd en el gel usando un sistema de revelado basado
en la formacion de formazan por la reduccion  del metil-tiazoil-tetrazolium (MTT),
en presencia de fenozin meto-sulfato (PMS), segin [a reaccién (Harris y

Hopkinson, 1876):
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MgATP* Glk MgADP

=

Glucosa Glucosa 6-P GBPDH Gluconato 6-F
NADP NADPH
> PMS —
¥ Formazan \ MTT

{(color morado)

La mezcha de reaccion (10 ml) se aplicd ai ge! de electroforesis como un gel de
agarosa al 0.8%, que contenia Tris-HCI 100 mM, pH 7.5, glucbsa 20 mM, MgCl,
25 mM, NADP" 0.5 mM, ATP 1 mM, MTT 0.17 mg ml”, fenozin meto-sulfato 0.08
mg mi" y 0.5U ml" de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa Las bandas fueron

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

7.5 Purificacién de la glucosa cinasa

La purificacién se realizoé a 4°C sin proteccidn contra el oxigeno 1 mi del extracto
libre de células concentrado se cargé a un gel de poliacrilamida preparativo a 6%
(p/\V) Después de la separacidn electroforética, la banda correspondiente a la
glucosa cinasa (localizada en el gel como se describié en el punto 7 4) fue cortada

y electroeluida al amortiguador Tris-HCI (50 mM, pH 7 2), con glicerol (10% viv) y
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glucosa (100 mM). La pureza de la enzima fue deteirhihada por electroforesis en
condiciones nativas y desnaturalizantes. Las bandas de proteina fueron

visualizadas por {incidn con azul brillante de Coomassie R-250 (Rosenberg, 1996)
7.6 Determinacion del peso molecular

El peso molecuiar de la Glk purificada de S. peucetius var. caesius fue
determinado por espectrometria de masas usando un espectrometro con trampa
de iones "Esquire” (Brucker-Flanzen Analytical GMBH) como fue descrito por

Jensen et al,, 1998 en Kratos Analytical Corp., Boston, MA

7.7 Analisis de los aminoacidos de los extremos amino- y carboxilo

terminal

La secuenciacién del extremo amino terminal de la Glk purificada se realizé en
el secuenciador automatico “Applied Biosysftem 476A Sequender" {Automated
Edman Protein Degradation), segin las instrucciones del fabricante. La proteina
fue modificada con fenilisotiocianato, para obtener los derivados de
feniltichidantoina (PTH-aminoacidos). Los PTH-aminodcidos fueron analizados
como reportd Hoving (Hoving ef af , 2000)

La caracterizacion de la secuencia de aminoacidos del extremo carboxilo terminal
(Fig. 8) se realizd segtin Sechi y Chait (2000). La secuenciacion fue realizada en

Kratos Analytical Corp., Boston, MA.
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Figura 8 Esquema de obtenciéon dei extremo carboxilo terminal de una
proteina para su secuenciacién de aminodcidos La proteina disuelta y digerida
por la endoproteasa Lys-C fue incubada en presencia de anhidrotripsina acoplada
a agarosa. Después de una centrifugacion, el extremo carboxilo se recupera en el
sobrenadante, mientras todos los demds péptidos quedan en el botén unidos a la
anhidrotripsina-agarosa. El carboxilo terminal fue identificado por cornparacion de
espectros de masas MALDI-TOF cobtenidos antes y después de la incubacién con
anhidrotripsina. La secuencia de aminoacidos se obtuvo analizando el
sobrenadante en un cromatdgrafo de liquidos acoplado a un espectrofotémetro de
masas

7.8 Determinacion del pH éptimo y el efecto de pH a Ia estabillidad

El pH éptimo fue determinado a 25°C utilizando amortiguador Tris-malato 100
mMenelrangode pH de 552 8 0, y Tris-HC! 100 mM en el rangode pH de 7.0 a
8.0. Se tomd la precaucién de que la enzima auxiliar (G6PDH) no fuera limitando
en los diferentes valores de pH. Ei efecto de pH sobre la estabilidad de fa enzima
fue estudiado a dos diferentes temperaturas: 4 y —20°C, incubando a la enzima en
el amortiguador Tris-maiato a diferentes valores de pH de 6 2 9, 5 dias a 4°C y 1

mes a -20°C La actividad de la enzima fue determinadaapH 7 5.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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7.9 Determinacion del pl

El punto isceléctrico de la glucosa cinasa se determind con el equipo
Phastsystem (Pharmacia), utilizando placas de isoelectroenfoque con un

gradiente de pH 3-9,

7.10 Efecto de temperatura sobre Ia cinética de la reaccion catalizada y

termoestabilidad de la enzima

E! efecto de la temperatura sobre la actividad fue determinado midiendo a
actividad enzimatica a diferentes temperaturas en el intervalo de 25 a 50°C. La
enargia de activacién se calculd segin la ecuacion de Arrhenius:;

k= A e ERT

donde k es ia constante de velocidad, A es [a constante de Arrhenius, E, es Ia
energia de activacién, 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-HCH 50
miM, pH 7.2. La actividad se midié a 25°C, pH 7.5 La constante de velocidad del
decaimiento de la actividad se determind incubando la muestra a 37°C, midiendo

la actividad de Glk cada 15 min durante dos horas.
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7.11 Estudios cinéticos

La reduccién de NADP' se cuantificé a 340 nm a 25+2°C utilizando un
espectrofotometro Spectronic 21D (Spectronic Instruments) La actividad se
determiné variando las concentraciones de glucosa (de 0 a 25 mM) y de ATP (de
0 a 2 mM) El efecto del ion de magnesic se estudio variando su concentracion de
0 a 25 mM La D- fructosa y el MgADP" se utilizaron como analogos de los
sustratos en los estudios de inhibicién. Para determinar los valores de Vigex ¥ Km
para cada sustrato, los daios se ajustaron a la ecuacidon de Michaelis Menten

ufiizando un programa de regresion no lineal (Sigma Plot 5.0)
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8 RESULTADOS

8.1 Localizacién de la enzima dentro de la célula

Analizando la actividad de Glk de S peucetius var. caesius y de S. coelicolor en
la fraccién citosélica y en la fraccién membranal, encontramos que €l 96% de la
actividad total se encuentra en la fraccién citdsolica. Analizando el zimograma de
la actividad no se encontraron isoformas de la enzima en ninguho de los dos
microorganismos. Se obtuvo la mayor actividad dejando crecer a las células 48

horas.

8.2 Optimizacién de las condiciones de extraccién de la enzima

Se compararon dos métodos de desintegracion de las células: por sonicacion
del micelio fresco o congelado y por desintegracion de polvos de acetona con higlo
seco {descrito en Matariel y métodos) Los resultados de estos experimentos se
muestran en la Fig 9. La actividad de Glk obtenida por ultrasonicacion del micelio
fresco o por desintegracion con hielo seco fue muy parecida, sin embargo en las
muestras congeladas durante 7 dias a -20°C no se detectd actividad de Gik Por
ello se decidio utitizar el método de desintegracién con higlo seco, ya que los
polvos de acetona se pueden guardar por largos pericdos (3 afios) a —20°C sin

pérdida de actividad de la Glk.
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Figura 8 Actividad especifica de fa glucosa cinasa de 5. peucetius var. caesius en la
fragcidn citosdlica obtenida por la desintegracién de kas células con hielc seco y por
sonicacién del micelio fresco, como fue descrito en Material y métodos
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Figura 10 Optimizacion del tiempo de centrifugacion para obtener la maxima actividad de
glucosa cinasa de S peucetius var, caesius en ka fraccién soluble después de la ruplura de
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Para obtener la maxima actividad especifica de Glk &ri.la fraccién citosolica se

probaron diferentes tiempos de ultracentrifugacién (Fig 10) Como control se tomé '

muestra después de la ruptura de las células con hielo seco sin centrifugacion,
guardada a 4°C. Los resultados de este experimento demuestran que la maxima
actividad especifica de la Glk fue obtenida después de una hora de centrifugacién

a 245,000xg.

8.3 Purificacién de la glucosa cinasa

La Glk de S peucetius var. caesius fue purificada 292 veces, electroeluyendo la
banda correspondiente a la enzima de un gel preparativo de poliacrilamida al 6%
(pfv), corrido en condiciones no desnaturalizantes (Tabla 3).

Tabla 3 Purificacion de la glucosa cinasa de 8. peucetius var. caesius

Las actividades especificas fueron determinadas a 25°C

Actividad Proteina Actividad Factorde Rendimiento

total especifica purificacion
(unidadesy  (mg) (unidades (veces) (%)
mg™ prot)
Extracto librede 42193 22,9000 184 2 1 100
Células
Electroforesis 4788 00089 53,7977 292 113
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La pureza de la enzima fue verificada mediante electroforesis en geles de

poliacrilamida con SDS (Fig. 11).
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Figura 11 Electroforesis en gel de poliacritamida corrido en condiciones
desnaturalizantes. Carril 1. marcadores de peso molecular, carrit 2 contiens 0.75
rg de glucesa cinasa de S. peucetius var. caesius purificada La proteina se tifd
con azul de Coomassie.
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84 Determinacién del peso molecular de Ia enzima

El peso molecular de la glucosa cinasa nativa de S peucetius var. caesius
determinado por electroforesis a varias concentraciones de acrilamida en
condiciones no desnaturalizantes fue de 132113 kDa. El peso molecular
determinado por electroforesis en geles de acrilamida con SDS fue de
31.0+1 .5kDa. De acuerdo a estos resuitados se sugiere que la enzima esta
compuesta de cuatro subunidades idénticas. El peso exacto de la subunidad
determinada por especirometria de masas fue de 30961 4+1.5 Da (Fig 12)
Después de algunas horas de almacenamiento a 4°C, el 85% de la enzima total
de S. peucetius var. caesius se encontrd en su forma dimérica. La disociacion del
tetramero se evitd adicionando glucosa 100 mM al amortiguador de electroefucion
{(Fig. 13), sugiriendo que la presencia del sustrato estabiliza la conformacion
tetramérica. Este comportamiento de dimerizacion no fue observado con la
glucosa cinasa de S. coelicolor (resuftados no presentados).

En presencia de otras fuentes de carbono (fructosa, galactosa, arabinosa y 2-
DOG), utilizando el mismo amortiguador de elucidn, la Gk no logré tetramerizar

{Fig. 14).

51



—

I GOGEE 00026

‘SOROIguI A [ereiBly U OJLiIs8p ant owioo 2anbs3, s
$9 Jod snisaen ‘Jea sngaoned 'S ep eseun esconib

51-A

BUQl ap edwiel yoo QJiswoN0adsa un opuesh sesew
Bl ap leinosiow gsad 8P UoeBuileIeg ZI eunbiy

}niead snnodnad saskumdang

w..\.@, VG260 ze0un) 'SH 1y

0GQLE
[I.I.L{I"'[llll[[llllhllll’l.l[‘lll{llr

19

-

0300t

00062

i

s

s s

00072

TESIS Co
LA DE ORIGEY

[
| FAL

o,



kDa

132

66

Figura 13. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 6% (pfv) 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 el amortiguador de electroelucion.
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132 kDa

Figura 14: Electroforesis en gel de poliacrilamida al 6% {p/v} corride en
condiciones no desnaturalizantes. Carril 1,2,4,5: glucosa cinasa de S peucetius
var. caesius purificada con presencia de galactosa (1), arabinosa (2), fructosa (4) vy
2-deoxiglucosa (5) en el amortiguador de electroelucion La concentracién de
todas Ias 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 S.peucetius var. caesius con la de
S. coelicolor, se hizo un zimograma de actividad (Fig. 15). El peso molecular de la
enzimas nativas s igual. En un gel de pofiacritamida corrido en las condicionas
desnaturalizantes de Glk de S coelicolor se confirmé que la enzima esta

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

Figura 15 Comparacion de peso molecular de la Glk de S. coelicolor (carril 1) con
la de S. peucetius var. caesius (carrl 2) por zimograma. Los extractos enzimaticos
se sometieron a electroforesis en un gel native de poliacrilamida a 10% (p/v). La
actividad de Glk se reveld a 42°C En cada carril se colocd 40 ug de proteina
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8.5 Determinacién del pH éptimo y estabilidad a pH

La maxima actividad de la glucosa cinasa de S peucetius var caesius se
encontrd a pH 7 5 (Fig. 16A), la de 8. coelicolora pH 7.6 (Fig. 16B) Estudiando el
efecto del pH sobre la estabifidad de fa enzima cruda de ios dos microorganismos
se determind 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 Ia reaccion cartalizada y

termoestabilidad de la enzima

La termoestabilidad de la enzima cruda vy puwrificada de S.peucetius var. caesius
fue determinada a -20, 4 y 25 °C. La termoestabilidad de fa enzima cruda vy
purificada de 3. coelicolor fue determinada a -20 y 4°C La enzima cruda de las
dos bacterias fue muy estable a —20°C (por lo menos durante dos afios).

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 perdid actividad después de dos semanas de incubacion, mientras que la
enzima purificada fue estable séio 24 horas  Incubandola 150 min a 25°C, la
enzima cruda y purificada perdié 40 y 100% de su actividad, respectivamente

En presencia de glucosa 100 mM, la estabilidad a 4°C y a 25°C se incrementd
Las constantes de velocidad del decaimiento, que se obtuvieron al incubar a Ja
enzima a 37°C en presencia y ausencia de glucosa 100 mM fueron de (5.1

+0 5)x10° y (3 3+ 03)x10* s, respectivamente
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Figura 16 Determinacién del pH épti'mo de la glucosa cinasa de S. peucetius var
caesius (A), y de 8. coelicolor (B). El pH éptimo fue determinado a 25°C utilizando
el amortiguador Tris-HCI 100 mM como se describe en la metodologia
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La Gik de S. coelicolor purificada mantuvo 100% de su actividad después de 1
mes de congelacion a -20°C. La vida media de las dos glucosa cinasas

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

Tabla 4 Tiempos de vida media de la glucosa cinasa

Glucosa cinasa de

8. peucelius var. caesius S.coelicolor
t (@ 4°C) 83h 136h
iz (a 25°C) 52.5 min 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 §

Tabla § Efecto de la temperatura sobre la actividad de la giucosa cinasa

Glucosa cinasa de

S. peucetius var caesius S.coelicolor
La maxima actividad
fue determinada a 42° C 33°C
Ea (kJ mol™) 42845 306232
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8.7 Analisis de la secuencia de aminoacidos de los extremosamino y

carboxilo terminal de ta glucosa cinasa de S. peucetius var. caesius

Se determind la siguiente secuencia de aminoacidos del extremo amino terminal
(los primeros dieciséis residuos);
S.peucetius var. caesius: NH;', MGLTIGVDIG- - - - AAGVPD
S. eoelicolor. NH3*, MGLTIGVOIGGTKIAAGVVD  (Angelt 1994)

La secuencia de aminoacidos del carboxilo terminal fue la siguiente:
S peucetius var. caesius:  VYFAREPDPIM, COO"

S.coelicofor: ADLAREPDPIM, COQO" (angel 1994}

Comparando las secuencias de los amincacidos de las dos glucosa cinasas se
observaron diferencias tanto en el extremo amino- como en el carboxilo terminal,
Se observd que la Glk de S peucetius var caesius tiene incompleta la secuencia
de unién al ATP (residuos 8-12 def extremo amino terminal de la Glk de §

coelicolor, Angell, 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 rapido segun la Fig. 20;
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Ka

E+ A g=—=———PF rC4

Ka

Keat

EAB —» E+P+Q

Figura 20 Mecanismo cinetico de la glucosa cinasa

La deduccion de la ecuacién de velocidad para este mecanismo es la siguiente:

Vv = Keat [EAB] (1
la concentracion de enzima total, [E7] segun el esquema 4, es:
[Er]= [E] +[EA] + [EAB] (2]
v Keat [EAB]

o= (3]
[Ex]  [E]* [EA] + [EAB]

en términcs de las constantes de disociacidn:

[AL[B]
v kear KaKs
- = [4]
[E7] 1+ [A]+[Al[B]
Ka KaKsp

reorganizando terminos:

Vimax [A][ B]
v = [5]
Ke(Ka + [A]} + [A][B]
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donde v, Ve, 1Al {B], Ka, Ks representan la vélocidad inicial, la velocidad

maxima, la concentracion del sustrato A (D-glucosa), la concentracion del sustrato

B (MgATP?), la constante de Michaelis para el sustrato A y B, respectivamente.

Modificando a ecuacién [5] para expresarla en funcién del sustrato A, cuando la

[B] s& mantiene constante:

Vinax[A}

KaKs/[B] + [A] (1+Kg /[B])

{a ecuacion de la doble reciproca de [6]:

KnKp 1 Ks 1
—_— + 7]
Vna[B]  [A] VinaxB] Vimax

1
A

La ecuacidn [7} representa una linea recta, cuya ordenada al origen es:

b= + — [8]

La representacion grafica de la ecuacion [8] es también una linea recta (Figura

21).

59



Ks
b —» my=
Vinex
1 Ks
- e ‘Ab.l =
Kg s Vimax
1/[B]

Figura 21 Representacion grafica de la ecuacion [8]

Modificando la ecuacién [5] en funcién del sustrato B, cuando la [A] se mantiene

constante:

Vimax[B]

KnaKellA] + Ke +[B]

la ecuacidn de doble reciproca de [9]

1 KpaKaflA]+ Kg +[B]
~ = (0]
v Vinex[B]

La ecuacién [10] es también ecuacion de una linea recta, cuya pendiente es:

KaKs Ke
m = + (1]
Vmax{A] Vmax

La representacion grafica de la ecuacion [11] esta en la Figura 22
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Ka Kp
m —» M= .
Vmax

Ke

-1 S bz [ —
- Vinex
Ka ¥

Figura 22 Representacion grafica de la ecuacion [11]

1/A]

Los valores de Vpa, Ka and Kg, obtenidos por regresic‘:h no lineal glohal

utilizando fa ecuacion {5] estan enla Tabla 6

Tabla 6 Caracteristicas cinéticas de Ia glucosa cinasa de Streptomyces coelicolor
y de Streptomyces peucefius var. caesius

Glucosa cinasa de

S. coelicolor S. peucetius var, caesius
Vinaxe (nmol min“'mg™) 1666.7+170 0 1086 7+28.6
Ky (mM) 1.4£0.1 16:02
Kz (mM) 0540 1 0.8+01

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

velocidades iniciales en presencia de andlogos de los dos sustratos Se utilizo ia
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D-fructosa (I) como analogo de Ia D-glucosa, y el Mg‘ADP' {Y), como analogo del
MgATP?
Si el mecanismo cinético es BiBi ordenado se pueden esperar las siguientes

interacciones segln la figura 23:

Ka Ky
E+A &2 EA +Y > EAY
+ +
J B
K Ke
kca:
El EAB —————> E+P+Q

Figura 23 Mecanismo de accidn de la glucosa cinasa en presencia de inhibidores

En presencia de la D-fructosa (1), la concentracion de la enzima total [E1] es:

[Er] = [E] + [ EA] + [EAB] + [E]] [12]
v = Ku [EAB] (13]
v Keot [EAB]
= [15]
[Ev] [E]+ [EA] + [EAB] + [EI]
[A]1 B}
v ket Kn Ks
- = [16]
[Er] 1+ [AJ+[AL[B] +I]
Ka Ko Ke K;
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Vinax [All B]
v [17]
KaKg (1+ [IVK) + KglAl + [AJ[B]

Modificando la ecuacion [17] en funcidn de [A], cuando la [B] se mantiene

constante:

Vinax [A]
v = [18]
KnKsg 1 [B] + [I] KaKa f[B] K} + A (Ke/[B} +1)

La ecuacion de la doble reciproca:

1 KnaKg ! [B] + [I] KaKs /Ks K) 1 (Kel[B] +1)

= — %

v Vinax [A] Vinax

[19]

Como se puede ver, la presencia del inhibidor | afecta unicamente la pendiente,
es decir, es un inhibidor competitivo con respecto al primer sustrato A
Modificando la ecuacidn [17] en funcion de [Bl, cuando la [A] se mantiene

constante:

Vinax [B]
v = [20]

KaKa / [A] + 1] KaKs JA] K + Ks + [B]
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1 KaKa /[A] + MKaKe JAT K+ Kg 1 1
[21]

v Vinax ' [B] Vinax

Con respecto al segundo sustrato B, el inhibidor | también actia como un
inhibidor competitivo, ya que afecta tinicamente a la pendiente El valor de K; para
laGlk de S peucetius var caesius es de 4.0£0.5 mM.

El segundo inhibidor, utilizado en estos estudios fue el MgADP" {Y), como
analoge del segundo sustrato. En presencia de este inhibidor, la ecuacién de

velocidad es:

Vmax
V= [22]
14 Koo /IAYIB] + Kp[B] + YKHBIK,

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

Vimex [A}
v= : [23]
KoK /1B] + A(Kul[B] + YKBIK, + 1)
1 Ko 1 Ko(B] + [YIKoABIK, +1
- = T+ ’ [24]
v BV [A] Vinax
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La presencia del inhibidor [Y] sélo afecta a la ordenad# de origen, es decir es un
inhibidor acompetitivo con respecto ai primer sustrato A

La ecuacion [25] en funcién del B,cuando la [A] se mantiene constante:

Vimex [B]
V= (26}
KeKp AAL + Ko + [YIK/K, + [B]

La ecuacion de doble reciproca:

1 KaKp JA] + K, + [Y]Kb/Ky 1 1
_ = e Y [27]
v Vinox (B} Vinax

En este caso ef inhibidor Y afecta sélo a la pendiente, por to cual es un inhibidor
competitivo con respecto al segundo sustrato. La K, para la Glk de § peucetius
var. caesius es de 2.8+0.2 mM. Estos resultados estédn de acuerdo con los
obtenidos experimentalmente midiendo ias velocidades iniciales en presencia de

los dos inhibidores (Figura 24, 25)
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9 DISCUSION

En este trabajo se reportan las caracteristicas bioquimicas de la glucosa cinasa
de dos miembros del género Straptornyces, de S peticetius var caesius y lade S.
coelicolor, siendo este trabajo la primera caracterizacion bioquimica reportada de
la Glk de S. peucetius var. caesius.

La enzima de los dos microorganismos esta localizada en citosol, indicando gue
la fosforilizacion se realiza probablemente en este compartimiento. Nosotros no
hemos identificado isoenzimas de la Glk en ningunec de los dos microorganismos,
sugiriendo que la misma enzima cataliza la fosforilacién de la glucosa, y en el caso
de su participacion en la RC, en presencia de altas concentraciones de glucosa
regula el metabolismo de ofras fuentes de carbono de una manera hasta ahora
poco entendida.

Para los fines de este estudio, se decidid obtener la GIk de S peucetius var.
caesius y de S. coelicolor en forma pura a traves un método de purificacién rapido,
de un solo paso: electroelucion de la banda correspondiente a la Glk de un gel
preparativo después de la separacién de todas las proteinas citosdlicas por
electroforesis en condiciones no desnaturalizantes. La ventaja de este método es
su rapidez (mas o menos 12 horas) y su relativamente buena recuperacién

La enzima es oligomérica, compuesta de 4 subunidades iguales, de 31 kDa en
S. peucetius var caesiusy de 32 kDa en $. coeficolor (36 KDa, Mahr et af , 2000},

La Gik de los dos microorganismos difiere de otras glucosa cinasas bacterianas
reportadas en Swissprot en el peso molecular de la enzima nativa, que es mas o

menos dos veces mas grande, y en el numero de las subunidades La mayoria de
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las glucosa cinasas de origen bacteriano estan compuestas de dos subnidades o
son monomericas (Swissprot).

La Glk purificada de S. peucefivs var. caesius se disocia a su forma dimérica
después de algunas horas de almecenamiento a 4°C Sin embargo, la adicién de
glucosa 100 mM al amortiguador de elucién ayuda a mantener su estado
tetramérico, lo que fue confirmado determinando Iz constante de velocidad de
decaimiento en la presencia y ausencia de glucosa. La presencia de otros
azucares como fructosa, arabinosa, galactosa y 2-DOG no logré mantener 2 la
enzima en s estado teframérico.

En el afio 1993 Bork ef al. compararon mas de 80 secuencias de genes de
diferentes azlcar cinasas. Basandose en estos andlisis dividieron a las azlcar
cinasas en ftres principales familias no homdlogas: la familia de hexocinasas,
ribocinasas y galactocinasas. Analizando la secuencia de glkA de S. coelicolor,
propusieron que las glucosa cinasas del género Strepfomyces pertenscen a la
familia de las hexocinasas.

Cardenas (Cardanes af af, 1998) propone que las hexocinasas de los
organismos actuales son derivadas de un gen ancesfral cuyo producto es una
proteina de mas o menos 25 kDa, todavia presente en algunas bacterias La
propuesta inicial fue que la duplicacion yfo fusién del gen ancestral dieron origen a
las hexocinasas de tamafo 50 kDa, v la siguiente duplicacién y fusidn resultd en
las hexocinasas de 100 kDa. Dos preguntas importantes son si el cambio de del
tamario de la proteina de 50 a 100 kDa debido a las duplicacién y/o fusiones
corresponde a la adquisicion de nuevas funciones vy si la disociacion del tetramero

a dimero en el caso de Glk de S. peucelius var ceéasius juega algun papel
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importante en el metabolismo de la glucosa o en la RC Son preguntas que
todavia no sabemos a responder. Sin embargo la estabilizacion del tetramero peor
glucosa sugiere que bajo las condiciones de RC la enzima estd en esta
configuracién. Esté tipo de asociacién dimero-tetrdmero en presencia de glucosa
no ha sido reportado por ninguna otra gluco- o hexocinasa, no le hemos
observado ni para la Glk de S coelicolor.

Comparando los tiempos de vida media (a 4°C) de las dos enzimas se observo
que la Glk de S. coelicolor es mas estable, lo que se pudiera explicar por ia
estabilidad de la conformacion tetramérica de esta enzima.

Ei pH optimo de las dos glucosa cinasas y la temperatura dptima de la Glk de S
coelicolor, son semejantes al de ofras glucosa cinasas reportadas en Swissprot
{pH Optimos 7-9, temperaturas éptimas de las Glk de organismos mescfilicos 20-
37°C), sin embargo la temperatura 6ptima de la Glk de S. peucetius var caesius
_estd sorprendentemente alta para la Glk de este tipo de bacteria no
hipertermofilica de suelo

La secuencia de los primeros dieciséis aminoacidos de amino terminal y de
once aminoacidos de carboxilo terminal demostré diferencias, lo que puede sugerir
diferencias en algunas caracteristicas bioguimicas. Para poder explicar las
diferencias encontradas serd 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 mas dificiles en la cinética enzimética
es escoger el mecanismo correcto entre la gran variedad de los mecanismos con

dos sustratos. La seleccion se complica por la existencia de varios modelos
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homeomérficos (dos mecanismos de reaccion de readcion son homeomérficos si
son diferentes pero la ecuacion de velocidad es indistinguib!e) {Ricard ef af.
1972).

Los resultados sugieren que el mecanismo de reaccion de la Glk de los dos
microorganismos es BiBi ordenado en ef equilibrio rapido, donde glucosa es ei
primer sustrato que se une a la enzima y después el complejo MgATP? para
formar el compiejo ternario EAB (Glk, D-glucosa, MgATP?). Como fue reportado
también para la hexocinasa de levadura (Noat ef al.,1968), las especies idnicas de
Mg** y ATP* tienen muy poca afinidad por la enzima o por el complejo enzima- D-
glucosa. El ATP existe en una proporcién alta y practicamente constante (mas o
menos 80%) como MgATP% en las soluciones donde la concentracion total de

“MgCl; excede la concentracién total de ATP de 1 a 10 veces. En cambio, la
proporcion de ATP presente como MgATP® se modifica mucho si fa
concentracidn total de MgCl. y ATP varian en una proporcion constante {Strorer y

~Cornish-Bowden, 1976). El papel principal de Mg®* es polarizar el enlace fosfato
del ATP en el complejo ternario de la glucosa cinasa y asi facilitar el transfer del
grupo fosforifo. Aparentemente Glk no tiene el sitio activo disponinible para el
MgATPz‘, sino que éste se forma después de la formacidn del complejo enzima-D-
glucosa (Ndat et al,, 1968; Voet y Voet, 1980; Fersht,1985). Noat at &/, en su
trabajo de 1968 demostraron gue la hexocinasa de levaduras une a la glucosa,
pero no al complejo MgATP? sin presencia de D-glucosa.
El mecanismo cinético fue confirmado utilizando analogos de los dos sustratos,
ta D-fructosa como analogo de ta D-glucosa y MgADP™ como analoge del

MgATP?Z



Los datos sugieren que la D-fructosa es capaz de interactuar con la enzima libre
({la D-fructosa se compox_‘ké como inhibidor competitivo de la D-glucosa), pero no
pudo inducir los cambios conformacionales de la enzima necesarios para la union
del MgATP?* (la D-fructosa fue también un inhibidor competitivo del MgATP?). La
presencia de estos cambios conformacionales resultaria en la formacion del
complejo abortivo enzima-D-fructosa-MgATP?, y en la inhibicién no competitiva de
la D-fructosa contra el MgATP® No conocemos ninglin otro mecanismo BiBi,
excepto el BiBi ordenado en equilibrio rapido, que produzca estos patrones de
velocidades iniciales y de inhibicién.

El magnesio en concenfraciones mas grandes de 10 mM inhibe la actividad de la
Glk. Noat sugiere {Noat ef al, 1970) que la inhibicién pof magnesio se puede
explicar por la formacién de quelatos ternarios del tipo Mg,ATP, segun las
réaciones:

ATP* + Mg¥*—» MgATP*

MgATP? + Mg? -+ Mg.ATP

Noat (1970) propone que si la enzima no se une a los quelatos ternarios, la
inhibicién por las especies idnicas de Mg®* se puede explicar simplemente por la
disminucién de la concentracion de MgATP?. Sin embargo, analizando las
concentraciones de MgATP, MgATPZ" y de otras especies iGnicas presentes en la
mezcla de reactivos a pH 7.5, basandose en los constantes de asociacidn (Storer
y Cornish-Bowden,1976), la concentracion de Mg,ATF es muy baja (sélo 4 2% de

la concentracién de MgATP?). Se cree gue es poco probable que tenga un efecto
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inhibidor y se sugiere que la glucosa cinasa esta inhibida directamente por Mg*,

implicando la presencia de un sitio de union para Mg®* en la enzima.
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10 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

1. La glucosa cinasa de S peucelius var. caesius y la de S coelicolor son
enzimas citosdlicas, compuestas de cuatro subunidades iguales del tamario 31 y

32 kDa, respectivamente

2 Sus caracteristicas bioquimicas determinadas estan resumidas en la siguiente

tabla:
Glucosa cinasa

S. peucetius var. caesits S. coelicolor
T éptima  (°C) 42 33
Ea {kJ mol™) 428 306
pH éptimo 75 76
pl 84 84
Vimex  (nmal min mg™) 1086 1667
Ka  (mM) 186 14
Ke  (mM) 0.8 05
K (mM) 4.0 ND
Ky (mM) 28 ND
tip (4°C) (h) 8.3 13.61

ND = no determinado
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Comparando los resuitados de la caracterizacion bioguimica de las dos enzimas,
se puede concluir que las diferencias mas significativas que se encontraron entre
ellas son:

- en las temperaturas 6ptimas

- enlosvalores de E,

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

- en las velocidades maximas.

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

equilibrio rapido, donde la D-glucosa se une a la enzima come el primer sustrato

4 Después de algunas horas (2 y mas) de almacenamiento a 4°C, la Glk pura de
$ peucetius var caesius purificada, se encuentra disociada en un 85% a su forma
dimérica La presencia de glucosa 100 mM evita la disociacion del tetréamero La
presencia de otros azlcares como ffuctosa, arabinosa, galactosa y 2-BOG no
logra mantener a la enzima en su estado tetramérico Este comportamiento de

dimerizacion no fue observado con la glucosa cinasa de S coglicolor

5 La comparacion de los primeros dieciséis aminoacidos dei extremo N-terminal y
once déi C-terminal de la Glk de S peucetius var. caesius con los de la Glkde 8
coelicolor mostraron que hay diferencias entre ellas. La Glk de S peucetius var.
caesius tiene incompleta la secuencia de union al ATP localizada en {a region N-

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

los siguientes experimentos:

Clonar y sobreexpresar la glucosa cinasa de Strepfomyces peucetius var
caesius, con el fin de analizar la secuencia del gen y establecer las similitudes
existentes con ofras proteinas o enzimas regulatorias y para obtener la
concentracion de proteina necesaria para poder continuar su caracterizacion e

incluso para su cristalizacién.

Caracterizar el comportamiento de oligomerizacion de la Glk de S. peucelius
var. caesius en funciéon de temperatura, pH y concentraciéon de sustratos, asi
como las propiedades cinéticas de la forma dimérica y tetramérica de la enzima
para poder establecer si los cambios conformacionales tienen un papel

regulatorio

Estudiar la capacidad de la glucosa cihnasa de interactuar con ofras

macromoléculas para poder evaluar su posible papel en el mecanismo de

represién catabolica en el género Strepiomyces.
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Glucose kinase catalyzes the ATP.dependent phos-
phorylation of glucose. Streptomyces peucelius vax.
caesiug glucose kinase was purified 292-fold to homo-
geneity. The enzyme has cytosolic localization 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 glucoso the en-
zyme maintains its tetramerie form. Maximum sctivity
was found at 42°C and pX{ 7.5. Isoelectric focusing of
the enzyme showed a pl of 8.4. The N- and C-texminal
amine acid sequences were MGLTIGVD and VY-
FAREPDPIM, respectively. The kinetic mechanism of
8. percetiug var. caesiug glucose kinase appearstobea
rapid equilibrium ordered type, ie, ordered addition
of substiates to the enzyme, where the first substrate
is »-glucose, The K,, values for »glucose and MgATP*
were 1.6 £ 0.2 and 0.8 = 0.1 mM, respectively. Mg® in
excess of 10 mM inhibits enzyme activity . 02001 Academis
Press -

Key Words: Streptomyces peucctius var caesius; glha-
cose kinase; carbon catabolic repression.

Streptomyces peucetius var. caesius is the only organ-
ism reported to produce doxorubicin (DXR), a clini-
cally important chemotherapeutic agent In spite of its
undesirable acute and long-term toxic effects, DXR
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remains one of the most widely used antitumoral drugs
because of its broad spectrum activity for different
kinds of cancer (1). The production of this compound,
as well as other secondary metabolites, is negatively
affected by high glucose concentrations (2) This phe-
nomenon, known as carbon catabolic repression {CCR),
has been extensively studied both in prokaryotes and
eukaryotes. Although the physiological consequences
of the regulation are the same, the mechanisms re-
sponsible for CCR in microorganisms are entirely dif-
ferent and there are likely to be several different sys-
tems in any one organism (3). In prokaryotes, the best
understood mechanisms controlling CCR arxe those of
Escherichia coli and Bacillus subtills. In E. coli, en-
zyme IT* of the phosphoenolpyruvate-dependent phos-
photransferase system (PTS) and cAMP appear to play
major roles (4, 5). In B subtilis CCR is mediated by an
ATP-dependent HPx kinase (6). In the genus Strepto-
myees it is not yet clear how CCR is triggered, but there
appear to be significant differences compared to the
processes mentioned above In Streptemyces coelicolor,
the genetically most studied streptomycete, glucose ki-
nase (Glk} has been shown to play a tentral role in the
phenomenon (7). Mutants of this bacteria obtained for
their ability to grow on the non-utilizable glucose an-
alogue, 2-deoxyglucose (2-dog), appear to be generally
deficient in glucose kinase activity and defective in
glucose repression (8) Introduction of a DNA fragment
contxining the glucose kinase gene (gikA), restored
both enzyme activity and glucose repression {3, 9, 10).
Similar results were obtained with 2-dog resistant mu-
tants of Streptomyces peucetius var, caesius isolated in
owr laboratory (2, 11} The insensitivity of these mu-
tants to CCR was correlated with almost total loss of
glucose kinase activity. These results strongly suggest
an important role for glucose kinase in this regulatory
mechanism jn the genus Streptomyces In spite of the
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important role that this enzyme seéis t6 play in CCR
in Streptomyces, to date no purification or biochemical
characterization of a glueose kinase from any member
of this genus has been reported. The present study is
the first thorough characterization of a streptomycete
glucose kinase: the glucose kinase of 8. peucetius var.
caesius

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials.  ATP (disodium salt), ADP {sodium salt), methyl thia-
zoxl tetrazofiom (MTT), n-glucose and pfructose were from Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MQ), Glucose-6-phosphate dehydrogenase
{n-glucose-6-phosphate: NADP oxidoreductase, EC 1.1.1.49; yeast)
and NADP (disodium salt) were obtained from Bochringer GMBH
(Mannheim, Germany). Phenozine methosulfate (PMS) was from
Aldrich Chemical Company, Tne. (Milwaukee, WI). Glucose determi-
nation kit was frem Erlic Mexicana $.A. de CV. (Moxico), The
materials for polvacrylamide gel electrophoresis (PAGE) and SDS-
PAGE were from Bio-Rad (Veenendaal, The Netherlands) Al other
chemieals were of anatytical purity.

Bacterial strain and cultivation. 8. peucetius var. cuesius NRRL
B-5537 was kindly provided by the Agriculture Research Serviee
culture collection. U.S, Department of Agriculture (Peorin, IL).
Sporss from this micreorganism were obtained as provieusly re-
ported {2} The organism was mainfained by serial transfer and
stared at 4°C on yenst malt agar (YMA) (04% yeast extract, 1.0%

‘ roalt extract, 0.4% glucose. and 1 8% agar) plates. The cultures were
“transferred every 8 weeks.

Tor glucose kinase activity, 25 ml of a seed culture (2) were used to
inoculate a 2,8.Jiter Fernbach flask with 10 glass beads (diameter 5.0
mz), containing 500 mi of Hquid YM (0.3% yeast extract, 0.3% malt
extract, 1.8% glucose) and cultured at 29°C on a rotary shaker at 180
rpm {amplitude ca 2 em) for 4§ h, The culture was vecuum filtored
through & No 40 Whatman Filter Paper (50 ml of culture/filter),
wasghed with 0.85% NaCl aud dehydrated with 50 ml of acetone The
dehydrated colls {ocetone powders) were stored ad ~20°C until use,
Remaining glucose and pH of the culture medium during growth
were determined as deseribed by Escalante et af (1D

Prepuration of cell-free extracts.  Cell free extracts wore propared
acrobicaliy at 4°C from acetone powders. The dehydrated eells (1.9 g
weore broken with dry ice and rehydrated in 50 ma Tris-HCI buffer
tpH 7 2). Cell debris was removed by centrifugntion at 245,0007 for
i % in a Beckman L8 535M wltracentrifuge, using the SW 501 rotor.
Thie supernatant was contenirated in uhrafiltration membrane
cones (25,000 Da cut off, Amicon, MA), by centrifugation for 30 min
23 13002 in a Beckman J2-MC centrifuge, using the JA-20 rotor. The
celi free extracts contaifing 10-20 mg protein ml*" were stored at
=~26°C until use. Prodein was determined as deseribed by Lowry (12).
using bovine serum albwmin ns standard

Determination of enzyme activity, 'The activity of glucose kinase,
extracted from 48 h fermentation cultures, was measured spectro-
photometrienlly by monitoring tho reduction of NADP (e, = 6.22
ca”™ mM™'} in a glucoge-6 phosphate dehydrogenase coupled reac-
tion {2). The assay mixture contained 100 mM Tris-HCL, pH 7.5, 10
M pglucose, 5 mM MgCl;, 0.5 mM NADP, 1 mM ATP, and 0.7 U
ml™ veast glucose-G-phosphate dehydvogenase. Units of enzynie ac-
tivity were expressed as nmol of NADP reduced min™ mg cell pro-
tein™ at 25°C .

Purification of glucose hinese. Al purification steps were pers
formed without protection against oxygen at 4°C A L ml sample from
the concentrated cell free extract was Joaded onto a 6% preparative
acrylamide gel and protein edectrophoresis was performed according
to she manufacturer's instructions. To aveid Inactivation of the en.
23 me by TEMED or ammoniuin persulphate the gel was electrepho-
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resed for 1 h before the sample was loaded. Glucose kinase was
localized in the gels using the enzyme.linked staining system based
on the formation of formazan by reduction of MTT (3, 13). The gel
was rinsed in 50 mM Tris-HC) pH 7.2 prior to stzining to aveid
inhibities of the statning mixture by the alkaline running buffer. The
staining mixture was applied to the gel as an agarose overlay con-
taining 100 mM Tris~-HC), pH 7.5, 10 mM glucese, 5 mM NADP, 1
mM ATP, 0,17 mg ml~" MTT, 0.08 mg ml™* phenosine methosulfate,
and 0.5 U m!™* yeast glucose-6.phosphate dehydrogenase. The band
was visible alter incubation for approximately 5 min at 23°C in the
dark, The band corresponding to glucose kinase was cut out and
eluted from the gel in Tris—-HCI buffer (50 mM, pH 7.2) with glycerol
{10%) and glucose (100 mM). Enzyme purity was checked by native
and denaturing PAGE. For determination of the subunit eomposition
by SDS-PAGE, protein samples were diluted in sample buffer. con-
taining 2% SDS and 5% 2-mercaptocthancl and heated at 53°C for 5
min. The protein bands were visualized using Coomassie brilliant
blue R-250 stain or by silver staining as described elsewhere (14),

Molecular mass determrination  The malecular mass of the native
enzyme was estimated by native PAGE ond gel (ltration. The native
PAGE was performed using various acrylamide concentrations (6 0,
7.5, and 10.0%). as described by Hedrick and Smith (15), using as
molecular mass standards: lactalbumin (14.2 kDa), carbonic anhy-
drase (29 kDa). chicken egg albumin (45 kKDa), bovine serum albumin
monomer and dimer (66 and 132 kDa), and urease hexamer {545
kDa) (Sigma, Chemical Co) Gel filtration was performed on 3 Seph-
adex G150 column, using the following molecular mass stondards:
carbonic anhydrase (29 kDa), bovine serum albumin (66 kDa), yeast
aleohol dehydrogenase (150 kDa) and sweet potato a-amylase (200
kDa} (Sigma Chemical Co.). The exact molecular nmass was doter
mined by masg spectrometry. Nanoelectrospeay mass was acquired
on a Esquire fon trap mass spectrometer (Brucker-Flanzen Analyt-
fcal Gmbh) as described by Jenson ef al. (16). Molecular weight
information was anatyzed using MASSMAT software.

N-and Cterminal gmino acid sequence analysis, The N-terminal
sequenco analysis of the purified glucose kinnse was performed in an
Applied Biogystem 4 76A Sequencer (Automated Edman Protein Deg-
radation), following the munufacturer’s instructions, An unmodified
e-amino group as the N-terminal end of the melecule was obtained
after medification of the protein with phenylisothictyanate and the
derivatized terminal amine acid was removed by acid cleavage as its
phenylthichydantein (PTH) derivative, ldentification of the PTH-
amine acids was caryied out according to Hoving (17). Characteriza-
tion of the C-terminal sequence was performed as deseribed by Sechi
and Chait (18) '

pH apimum and pll effect on stability. The aptimal pH was
determined at 25°C in 100 mM Trisfmaleate buffer over w pH range
of 5.5~3 0 and in 100 :M Tris~-HCI buffer over a pH range of 7-8.
Care was taken that the auxiliary enzyme (glucose-6-phosphate de-
hydrogenase) was not limiting at the various pH values, The effact of
pH on enzyine stability was studied at two different temperatures: 4
and —20°C, incubating ib¢ ¢enzyme in Tris/maleate buffor over the
pH range 6-9 for 5 days (at 4°C} and 1 month {at ~20°C) The
activity of the enzyme was determined ot pH 75

Isoelectrie point determination. - Analyticad isoelectric focusing of
the purified enzyine was pezformed with the Pharmacin Phast Sys.
tem using a Phast Gel I1F 3-9. Protein bands were visualized using
Coomassie brilliant blue R-250

Temperature effect and thermosiability. The effect of temperas
ture on the activity was deteemined by measuring the enzyme activ-
ity at differont temperatures varying from 25 to 50°C, Thermosta-
bility was determined by ineubating erude and purified glucose ki-
nase in 100 mM Tris~-HCL bullfer (pH 7 2) at =20, 4, and 25°C, Teo
determine the decay rate constant the purified enzyme was incu-
bated at 37°C during 1 h in the presence and absence of 104 mM

glucose measuring enzyme activity every 15 min

'PALLA DE ORIGEN
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FIG. 1. Time course of Streptomyces peucetius var. caesius glucose
kinase activity (O), glucose remaining (D), and protein concentration
(A} in liquid ¥YM medium with 100 mM glucose. Fermentation was
performed at 29°C and 180 ypm in 2.8 Jiter Fernbach flnsk contain-
fng 500 mi of culture medium and 10 glass boads {diameter 5 mm).

Kinetic studies. Rates of NADP reduction were followed at 340
nm at 26 = 2°C in a Spectronic 21D spectrophotometer, Kinetic
studies for glucose kinase were carried out in reaction mixture (1 rl}
containing purified Gk (10 = 0.2 pg), 100 mM Tris-HCL pH 76, 6
mM MgCl;, 0.5 mM NADP, 1-10 mM 0-glucose, O 26-2 mM ATP, and
0.7 U yeast ghicoss-6-phosphats dehydrogenase. The effect of Mg**
was studied by varying Mg concentrations from 0 to 25 mM. »-
Fruetdso and MgADP™ were used as substrate analegues in the
inhibition studies. To determine V.., and K, for each substrate, the
data were fit to the Michaelis-Menten equsation by a nonlinear re-
gression program

RESULTS

Glucose kinase activity, glucose consumption, and pH
values during the growth of Streptomyces peucetius
var. cagsius. To determine the duration of fermenta-
tion associated with the maximum glucose kinase ac-
tivity, we monitored its activity at different times of
fermentation. As can be seen in Fig. 1, the maximum
activity was found at 48 h of incubation, corresponding
to exponential growth phase, After this time, when
almost all of the glucose in the culture medium was
consumed, there was a decrease in enzyme activity. pH
monitoring during fermentation showed no significant
changes (not shown).

Localization of glucose kinase in Streptomyces peu-
cetius var. caesius cells After fractionation of the
broken cell suspension, 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 extract and detected a
single glucose kinase band, suggesting the presence of
a single isoform of the protein in this bacteria (Fig. 24}

139

Purification of glucose kinase, ‘The enzyme was pu-
rified about 292.fold by direct electroelution of the
band corresponding to glucose kinase from a 6% pre-
parative native polyacrylamide gel (Table I). Enzyme
purity was checked by SDS-PAGE (Fig. 3). 70.6% of
the total enzyme was present in the monomeric form
and the rest as a dimer.

Physical propertics. The molecular mass of the na-
tive enzyme, as estimated by gel filtration on a Seph-
adex G150 column and native PAGE at various acryl-
amide concentrations, was 135 * 5 kDa and 132 = 13
kDa, respectively. SDS-PAGE of the 292-fold puxi-
fied protein gave a single band of 31.0 = 1.5 kDa. The
exact molecular mass of the subunit as determined
by mass spectrometry was 309614 = 15 Da Appar-
ently, the native enzyme is integrated by four tden-
tical subunits. After a few hours at 4°C the homotet-
rameric native enzyme dissociates into two dimers
(Fig. 2B, lane 2). Analyzing the bands corresponding
to the tetramer and dime: by Camag TLC Scanner II,
we observed that 85% of glucese kinase was present
as a dimer and the rest in a tetrameric form. No
monomer was detected However, when 100 mM glu-
cose was added to the elution buffer, dissociation of -
the tetramer was prevented (Fig 2B, lane 3), sug-
gesting that the presence of the substrate stabilized
the tetrameric integrity

3 :
A B

FIG. 2. (A} Glucese kinase activity gel of gell-free extracts of S
perceling var, caesius, 80 pyr of protein tonded, (B} Nalive polvaceyl-
amide gel elecirophoresis of glucose kinase from S. peucetins var.
cagsiug, Lone 1 ghows protein standards: bovine sorum albumin
monomer and dimer, with moleculay masses of 66 and 132 kDa,
respectively, Lanes 2 and 3 contain 3 py of the 292.fold purified
glucose kinaso in sample buffer without and with 100 mM o-glucose,

- respectively. Proteins were stained with Coomassie brilliant blue

R-250.
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140 IMRISKOVA ET AL,
. TABLE X
Purification of the ATP.Dependent Glucose Kinase from 5. peucetius var. caesius
Total activity Protein Spedific activity Purification {actor Recovery
Parification step (units) {mg) (units mg™) {-fold) (%)
Cell free extract 42198 22,9000 1842 1 1000
Gel electrophoresis 478.8 0.0089 537917 202 11.3

Note, Specific activities were determined at 25°C

Determination of pH optimum, pl, and pH effect on
stability. Glucose kinase exhibited maximal activity
at pH 7.5. No activity was found at pH values below
3.0 Tsoelectric 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 values (6 5--8 5), the total
activity remained constant, and the enzyme retained
s tetramerie structure

Thermostability and temperature optimum. The
thermostability of crude and purified enzyme was de-
termined 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

1 2
200
1186 p
97 >
66 »
45 »
21 g

FIG. 3. SDS—polyacrylamide gel electrophoresis of glucose kinasa
from 8. peucetius var. ¢aesius stained with Coomassie brilliant blue
R-259. Lane 1 containas protein standards with the melecular masges
indicated Lane 2 containg & 75 pg of the 292-fold purified protein

weeks of incubation, while the purified enzyme was
stable for 1 day. After 150 min of incubation at 25°C
the crude and purified enzyme lost 40 and 100% of the
activity, respectively. The stability of the enzyme at 4
and 25°C was markedly improved by addition of 100
mM glucose to the elution buffer. The decay rate con-
stant, obtained incubating the enzyme at 37°C in the
presence and absence of 100 mM glucose were (5.1 %
05y 10 and (33 = 0 3) X 10™ 5™, respectively

The temperature dependence of glucose kinase activ-
ity is shown in Fig. 4. The maximum 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 C-terminal amino acid sequence analysis.
The following N-terminal amino acid sequence was
determined (first eight residues) NH,, MGLTIGVD
This sequence did not show similarity with any other
hexokinase sequence in the SWISSPROT data bage,
except that of the glucose kinase of 8. coelicolor The
C-terminal amino acid residues were determined to be
VYFAREPDPIM, COOH This sequence differs in
three amino acids (VYI®) from the predicted sequence of
8. coelicolor.

Kinetic studies As mentioned above, glucose ki-
nase exhibited maximal activity at 42°C and pH 7 5.
Similar to other kinases, the enzyme required divalent
cations for activity. The rate data for glucose kinase
were obtained using a concentration of 5 mM Mg*" in
excess over the ATP concentration Storer and Cor-
nish-Bowden (19) showed that under these conditions,
ATP is in the form of MgATP* throughout the ATP
concentration range used in this work The constant
Mg*™ concentration in the kinetic studies ensured the
formation of MgATP?" and simplified treatment of the
kinetic data. However, Mg®' concentrations in excess

- of 10 mM inhibit gluecose kinase activity (not shown)

No activity was found in the absence of divalent cat-
ions, Initial velocity experiments (FPigs. 5A and 5B) and
inhibition studies {see below) show that the enzyme
follows a rapid equilibrium ordered mechanism in
which the enzyme fixst bind p-glucose and then the
MgATP?" complex Scheme 1

I TESIS CON

| PALLA TF ORIGRY

15D



GLUCOSE: KINASE FROM STREPTOMYCES FEUCETIUS VAR CAESIUS

141

500

400

300 -

specific activity (U mg protein™)

2
200 §
8
§ 52
w
100 £ *
4.8
3.15 32 328 33 335
1710
0 r r T T .
26 30 34 38 42 46 50

Temperature {°C)

FIG.4. Temporature dependence of glucose kinase activity, Activity was determined at difTeront temperatures (from 25 to 50'C) following
the reduction of NADP as deseribed under Experimental Procedures Inset: Arrhenius plat ¢f the data from 26 to 42°C
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The rate expression for this mechanism, assuming
all steps equilibrate rapidly relative to the interconver-
sion of the ternary complexes, is shown in Eq. [1]:

Vo AB

Y= RERE T A FAB (i

where v, V.., 4, B, K2, K2 represent initial velocity,
maximal velocity, substrate A (p.glucose), substrate B
(MgATP®), Michaelis constants for A and B, respec-
tively. The values 6f Vi, K2, and K2, obtained by
nonlinear regression analysis using Eg. [1), were
10867+ 1143 Umin " mg™, 1.6 £ 0.2 M, and 08 =
0.1 mM, respectively. This mechanism was confirmed
by using the inhihitors p-fructose (as a p-glucose ana-
logue), and ADP (as an ATP analogue). If the kinetic
mechanism is ordered Bi Bi, the following interactions
might be expected in the presence of p-fructose (I) and
ADP (¥):

E+I=El K;and EA + ¥ = EAY, K,

- | FALLA DE ORIGEW

Equations [2] and {3] describe the expected rate equa-
tions: '

Vm ax

Y Y 4 AV S

v

V

X

1V EXKSIAB + KB + YEYBE,

fat

0 =

The results showed that p-fructose acts as competi-
tive inhibitor with respect to both pglucese and
MgATP!" (Figs. 6A and 6B), with a K 0f 4.0 = 0.5 mM
MgADP~ was an uncompetitive inhibitor of D-glucose
and competitive inhibitor of MgATP?*", displaying a K,
of 2.8 * 0.2 mM (Figs. 7A and 7B)

DISCUSSION

This paper describes the first thorough characteriza-
tion of the enzymatic properties of glucose kinase from
S. peucetius var. caesius, an enzyme which seems to
play an important role in the phenomenon of carbon
catabolic repression in this bacteria. In 1993, Bork et
al (20) compared more than 60 sequences of sugar
kinases with 20 different sugar-binding activities.
From these atudies three major nonhomologous fami-
lies were distinguished: the hexokinase, ribokinase,
and galactokinase families. Based on DNA sequence
analysis of the § coelicolor ghacose kinase gene (3), it
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FIG.5  Double reciprocal plots of the initial velocity of the reaction
catalyzed by 8 peucetius var. caesius glucose kinase . (A) At varying
concentrations of glucose, and €.25, 0.5, 1, and 15 mM MgATP®,
Inset: Y-intercept versus the reciprocal of the concentration of
MgATP®" (B} At varying concentrations of MgATP?" and 1, 2, 5, and
16 mM glucose, Inset: slope versus the reciprocal of the concentration
of glucose. A & mM concentration of Mg® was used in excess over the
concentration of ATP

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

This enzyme catalyzes the first step in glucose me-
tabolism, glucose phosphorylation by ATP, a reaction
occurring in both prokaryotic and eukaryotic cells
Only a few species, mostly bacteria and unicellular
eunkaryotic organisms, are known to contain a true
glucose kinase (ATP: p-glucose 6-phosphotransferase,
EC 2.712), ie, an enzyme spccific for glucose (20)
The S peucetius var caesivs glucose kinase is highly
specific for glucose and only weakly active with galac-
tose and arabinose (results not shown)

Further characterization of glucose kinase showed
cytoplasmic localization, indicating that glucose phos-
phorylation takes place in this compartment OQur re-
sults show that § pewcetius var caesius glucose kinase
is induced by glucose Howevet, it is not induced by
other carbon sources such as galactose. arabinose,
pyruvate, and glutamate (nanuscript in preparation)

IMRISKOVA ET AL.

For the purpose of the present study we decided on a
rapid l-step purification procedure: electroelution of
the glucese kinase band from preparative native
PAGE, having the advantage of rapid purification (crit-
ical in maintaining enzyme activity) with relatively
good recovery.

The molecular mass of the native enzyme. 124 kDa,
is comparable to the molccular mass of 110 x 20 kDa
estimated for glucose kinase from S coelicoler (3) The
enzyme is an oligomer consisting of four identical sub-
units, each 31 kDa The S 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
bactertal glucose kinases are either composed of two
subunits or are monomeric (SWISSPROT) The puri-
fied enzyme, after few hours at 4°C_dissociates into its
dimers However. addition of 100 mM glucose helps
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FIG. 6. (A) Double reciprocal plot of the initial velocity at varying
concentrations of glucose, in the absence (A) and presence of 1 mM
), 5 mM (@), and 10 m (@) 0 froctose. MgATP? concentration
was held constant at 1 mM Inset: slope versus the concentration of
fractose (B} Double reciprocal plot of the initial velecity at varying
concentrations of MgATP®" in the absence (A) and presence of 5 mM
®) and 10 mM (H) D-fructose. Glucose concentration was held con-
stant at 10 mM Insct: slope versus the concentration of fructose
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FIG. 7. (A) Double reciprocal of the initial velpeity at varying
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tion was held. constant at 1 mM, Insed: Y.intercept versus the con-
centration of MgADP™, (B) Double reciprocal of the initial velocity at
varying concentrations of MgATP?" in the absence {O) and presence
of 0.26 mM (M), 0.5 mM (A), and 1 mM (# MgADP*, Glucose
concentration was held constant at 10 mM Inset: slope versus the
concentration of MgaADP~.

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

Cdrdenas et al, (21) proposed that hexokinases of

present-dey organisis are derived from an ancestral
gene specifying a protein of about 25 kDa, that is still
present in some bacteria The indtial proposal was that
the ancestral gene was duplicated and fused to encode
a new hexokinase of about 50 kDa. A further duplica-
tion and fusion produced a gene for a protein of about
100 kDa. The possibility of gene duplication and fasion

raises the question of whether the change from 50 to.

100 kDa corresponded to the acquisition of a new fune-
tion, Does the dissociation of the tetramer 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 tetramer stability at elevated glucose concen-
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trations suggests that this form will remain active
during CCR. This type of dimer-tetramer association in
the presence of glucose has not been reported for 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 participation
in CCR under conditions of excess glucose, may be
involved in regulation of expression of many proteins
involved in the production of different primary and sec-
ondary metabolites, in a manner not yet understoeod.

The pH optimum of the ghicose kinase is in the
common range (7-9) for other glucose kinases
(SWISSPROT). However, the optimum temperature
was suiprisingly high for an enzyme from soil bacteria,
since the optimum temperatures for nonhyperthermo-
philic organism glucose kinases are in the range 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 very little similarity to
the other enzymes. In contrast, 3 of 11 C-terminal
amino acids (VYF) are different from those of 8. coelt-
color, suggesting differences in biochemical character-
istics of the two enzymes.

The second part of our study was focused on the
kinetic behavior of this enzyme. One of the most puz-
zling problems of enzyme kinetics is choosing the
mechanism from among a variety of bi-substrate en-
zyme types. This choice is complicated because of the
oceurrence of a large 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. peuceiius var. caesius follows
a rapid equilibrium ordered Bi Bi sequential mecha-
nism, where the enzyme first binds glucose and then
the MgATP? complex, to form a ternary EAB complex
(enzyme v-glucose-MgATP*") As was also reported for
yeast hexokinase (23), the jonic species Mg™ and
ATP* have a negligible affinity for the enzyme ox the
enzyme-glucose complex, ATP exists in a high and
nearly constant proportion (about 80%) as MgATP* in
solutions in which total MgCl, concentration exceeds
the total ATP concentration by 1-10 miM. In contrast,
the proportion of ATP present as MgATP™ varies
greatly if the total MgCl, and total ATP concentrations
are varied in constant proportion (19), The major furc-
tion of Mg®* is to polarize the phosphoryl bond of ATP
in the ternary complex of glucose kinase to facilitate
phosphoryl transfer. Apparently, glucose kinase does
not have an available MgATP*™ 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 of hexose,

In addition, the kinetic mechanism was confirmed by
using the substrate analogues p-fructdse and MgADP”".
Our results suggest that p-fructose is able to interact
with the free enzyme (p-fructose was a competitive
inhibitor of p-glucose), but cannot induce the conforma-
tiona} change that leads to the formation of the ATP
binding site on the enzyme (b-fructose was also a com-
petitive inhibitor of MgATP*"). 1t is worth mentioning
that the presence of this conformational change would
result in the formation of an abortive complex enzyme-
p-fructose-MgATP?™ and a non competitive inhibition
of D-fructose against MgATP®". We do not know of
another bi substrate mechanism, in addition to the
rapid equilibrium ordered mechanism, producing these
initial velocity and product inhibition patterns Three
other mechanisms: (a) rapid equilibrium random
mechanism, (b) steady-state random mechanism, and
(c) the steady-state ordered mechanism would give a
{amily of straight lines intersecting on the left side of
the Y-axis and the product inhibition patterns would
be different. Thus, we believe that the initial velocity
as well as the product inhibition patterns obtained in
this work are diagnostic of the rapid equilibrium or-
dered mechanism.

Magnesium in excess of 10 mM inhibits enzyme ac.
tivity (not shown) Noat et al (24) suggest that this
might be due to formation of ternavy chelates of the
Mg, ATP type, according to the reactions:

ATP* + Mg?" -~ MgATP?
MgATP* + Mg® - MzATP

In addition, it was proposed that if the enzyme does
not bind the ternary chelates, the inhibition due to the
ionic species Mg*' could be explained simply by 2 de-
crease in concentration of the MgATP? complex (24}
However, analyzing the concentrations of Mg,ATP,
MgATP*, and other ionic species in the reaction mix-
ture at pH 75 (based on the association constants
reported in reference 19), Mg,ATP concentration is
very low (only 4 2% of MgATP*" concentration), and we

believe that it is unlikely to have an inhibitory effect on

glucose kinase activity We suggest that glucose kinase
is inhibited directly by the Mg"* species, implying the
presence of a binding site for Mg®* on the enzyme.

Results of this study will be uscd for the future
evaluation of glucose kinase paiticipation in CCR in
this industrially important bacteria and consequently
in the genus Streptomyces. It will be important to com-
plement these data with the cloning and sequencing of
the glucose kinase gene and to clucidate the role of this
enzyme in the mechanism of CCR
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