Caracterizacion preliminar de la PP-Glk de Streptomyces peucetius var. caesius
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Introduccién. Streptomyces peucetius var. caesius es una
bacteria de importancia industrial, ya que produce adriamicina o
doxorrubicina (DXR), de amplio uso para el tratamiento del
céancer (1). La produccion de DXR en la bacteria se ve afectada
negativamente por el mecanismo de represion catabdlica por
carbono (RCC). Aunque no se ha establecido el mecanismo por
el cual se lleva a cabo la RCC, se ha probado en Streptomyces
coelicolor que la enzima glucosa cinasa dependiente de ATP
(ATP-GIK) tiene un papel relevante dentro del mismo (2). Al igual
que en S. coelicolor, Segura et al., (3) aislaron mutantes de S.
peucetius var. caesius que resultaron con defectos en la enzima
ATP-Glk y con ello se volvieron insensibles a RCC.

En S. peucetius var. caesius se ha detectado la presencia de una
Glk dependiente de polifosfato (PP-GIk) que presenta una alta
actividad en comparacion con otras PP-Glks de Streptomyces,
tales como S. coelicolor, S. lividans, S. thermocarboxydus K155,
e incluso respecto a su cepa parental S. peucetius (4).

Debido a la importancia de las Glks en Streptomyces y ya que
existen pocos estudios de las PP-Glks en este género, se decidio
determinar las caracteristicas bioquimicas de la PP-Glk de S.
peucetius var. caesius, para asi compararlas con las de su ATP-
Glk.

Metodologia. Para la obtencion de la enzima nativa, se
realizaron fermentaciones en medio YMG (extracto de levadura
0.5%, extracto de malta 1% y glucosa 100 mM), usando matraces
bafleados con 50 mL, durante 48 h con agitacion orbital a 180
rpm. Terminada la fermentacién se separ6 el micelio del medio
por centrifugacién, para después romper las células por
sonicacion. El extracto crudo fue purificado parcialmente por
precipitacion diferencial con (NHs)2 SO4. Para determinar las
caracteristicas bioguimicas de la enzima, se uso la fraccion 80-
100%. La actividad enziméatica de la PP-Glk se determin6 segun
Ruiz et al., 2015.

Resultados. Con el fin de caracterizar la enzima PP-GIk de S.
peucetius var. caesius, se purificé parcialmente por precipitacion
diferencial con (NHa4)2 SOa. La enzima result6é poco estable bajo
condiciones de purificacion con columnas de cromatografia
(intercambio i6nico, filtracion en gel, etc.), de ahi que solamente
se utilizé la fraccion semi-purificada de 80-100% de saturacion
con (NHs4)2 SOs4. La temperatura 6ptima de la enzima se
determind incubando la mezcla de reaccién a la temperatura
deseada y controlando la misma, con un equipo Pelltier. De este
modo, la temperatura 6ptima fue de 50°C. Para la determinacién
de pH 6ptimo se utilizaron los amortiguadores acido citrico-citrato
de sodio pH 6, Tris-acido maleico-NaOH pH 7, Tris-HCI pH 8 y
8.9 y carbonato de sodio-bicarbonato de sodio pH 9.2, 9.5y 10.1.
El pH 6ptimo que se obtuvo fue de 8.9. Finalmente, se
determinaron las constantes cinéticas de la enzima usando
diferentes concentraciones de cada uno de los sustratos. Para el
caso del polifosfato, se utilizé hexametafosfato o (NaPOz)s del
que se conoce su peso molecular. En la tabla 1 se resumen los
resultados de la caracterizacion de la enzima PP-Glk de S.

peucetius var. caesius, con relaciéon a las caracteristicas de la
ATP-GIlks de la misma cepa. El valor de Km para glucosa de la
PP-Glk fue 2.8 veces mayor que el de ATP-GIk, mientras que la
Vmax fue 1.9 veces mayor. Por otro lado, la temperatura y pH
optimos de la PP-Glk fueron mayores que los de la ATP-GIk. En
S. peucetius var. caesius se observd mayor actividad de PP-Glk
debido probablemente a que esta cepa es sobreproductora de
DXR y requiere de un mayor flujo de carbono, de ahi que su
actividad sea baja en la cepa parental. Considerando que la ATP-
Glk se encuentra unida al transportador de glucosa, podria ser
que la PP-Glk también se uniera con el mismo transportador. De
ser el caso, al inicio de la fermentacion, cuando el pH del medio
es 7, actuaria predominantemente la ATP-GIk, acidificando el
medio. Finalmente, cuando la bacteria alcanza la fase
estacionaria, el pH se alcaliniza, lo que explicaria el pico de
actividad de la PP-Glk a esos tiempos de crecimiento.

Tabla 1. Caracteristicas bioguimicas de las Glks de S. peucetius var.

caesius.
Enzima PP-GIlk ATP-GIlk
Glucosa | (NaPOs)s | Glucosa ATP
Km [mM] 0.11 %
4.5 +0.39 0.012 1.6+£0.2 0.8+x0.1

Vmax ) 577.34 £ 166.03 = 1086.7 16+02
[nmol/min mg] 18.86 8.54 +114.3 e

H oot
pH Opiima 8.9 75
T 6ptima [°C

optima [*C] 50 42

Conclusiones. La presencia de dos Glks activas en esta
bacteria podria explicar porque S. peucetius var. caesius puede
degradar una mayor concentracion de glucosa en comparacion
con otras cepas del mismo género.
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