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O m  t e  k u n n e n  l e v e n  m o e t e n  b a c t e r i ë n  v o e d i n g s s t o f f e n  u i t  h e t

o m r i n g e n d e  m Í I i e u  o p n e m e n .  E é n  v a n  d e  b e l a n g r i j k s t - e  k o o f s t o f -

c n  e n o r o i e i - r r o n n e n  z i  i n  q r r i k e r s  D e  s u i k e r m o l e c u l e n  k u n n e n  e c h t e r! t J r r  s u + / L v + v .

n i e t  v a n z e l - f  d e  b a c t e r i e  i n  d i f f u n d e r e n ,  m a a r  w o r d e n  o p g e n o m e n

m a t -  l - r o l r r r l  n  \ 7 á n  ' l -  r* - a n s p o r t s y s t e m e n ,  w e l k e  b e s t a a n  u l t  e i w i t -

m o l e c u l e n .  D e  u i t e i n d e l i j k e  d i f f u s i e b a r r i è r e  v o o r  d e  s u l k e r s  i s

é é n  v a n  d e  l a g e n  i n  d e  c e f w a n d  -  h e t  c y t o p l a s m a t Í s c h  m e m b r a a n .

H i e r i n  b e v i n d e n  z i c h  d e r h a l - v e  d e  m e e s t e  t r a n s p o r t  e i w i t t e n .  H e t

s u i k e r t r a n s p o r t s y s t e e m  d a t  i n  d i t  p r o e f s c h r i f t  i s  b e s t u d e e r d ,

h e c f t  p e n  h i i z o n d c r c  c i a e n q c h a n  n m d a t  h e t  d e  S u i k e r s  n i e t  a l l e e nv v r r  v r J

l - r À n s n o r t ê ê r f  o \ / ê r  h e f  r : r z J - o n l  a s m a t - i s c h  m e m b r a a n  m a a r  z e  o o k

q e l i j k t i j d i g  f o s f o r y l e e r L .  O m d a t  f o s f o e n o l p y r o d r u i v e n z u u r  ( P E P )

d e  f o s f o r y l g r o e p d o n o r  i s  e n  o p  g r o n d  v a n  h e t  t y p e  r e a c t i e ,

h p e l -  h e f  f  r a n s n o r t s v s t ê ê m .  t ' p E p - a  r :  i 1 - ^  - ^ - t ^ t r a n s f e r a s e
- , 1 1 d r r ^ e t f J ^ c  r u > r v

sys temrr  ,  a f  gekor t  to t .  PTS .

Het  PTS is  n ie t  een enke lvoud ig  membraang lebonden e iw i t

maar  bes taa t  u i t  meerdere  e iw i t ten  d ie  een ke ten  vormen waar langs

d e  f o s f o r y l g r o e p  v a n  P E P  n a a r  d e  s u i k e r  w o r d t  o v e r g e b r a c h t .

De reden voor  deze complexe samenste l - f ing  van he t  PTS moet

w a a r s c h i j n l i j k  g e z o c h t  w o r d e n  i n  h e t  f e i t  d a t  h e t  P T S  v e l e

a n d e r e  m e t a b o l e  p r o c e s s e n  i n  d e  b a c t e r i e  r e g u l e e r t .  O n d e r  a n d e r e

h e t  v e r m o g e n  v a n  d e  b a c t e r i e  e e n  P T S - s u i k e r  i n  h e t  m i l i e u  t e

" h e r k e n n e n "  e n  t e  z w e n i m e n  n a a r  d e  p l a a t s  m e t  d e  h o o g s t e  s u i k e r -

. o n . ê n J - r ^ J - i ê  e t a a t  o n d e r  l n v l o e d  v a n  h e t  P T S .  Z o  o o k  h e t

s e l e c t e r e n  v a n  v o e d i n g s s t o f f e n  u i t  h e t  m i l i e u .  S u i k e r s  w e l k e

door  he t  PTS worden ge t ranspor teerd  hebben voor rang boven andere

v o e d i n g s s t o f f e n .  D i t  v e r e l s t  h e t  o n d e r d r u k k e n  v a n  d e  t r a n s p o r t -

a c t j - v i t e i t  v o o r  d l e  a n d e r e  v o e d i n g s s t o f f e n ,  h e t g e e n  w e d e r o m

g e b e u r t  d o o r  h e t  P T S .

De e iw i t ten  waaru i t  he t  PTS bes taa t  kunnen in  twee groepen

w o r d e n  i n g e d e e l d :  l )  d e  s u i k e r s p e c i f i e k e  e n  2 )  d e  n i e t - s u i k e r -

s p e c i f i e k e .  D e  e e r s t e  g r o e p ,  d e  e n z y m - I I  c o m p l e x e n ,  b e v i n d t

z ich  in  he t  cy top lasmat isch  membraan.  Omdat  versch l l lende

s u j - k e r s  s u b s t r a a t  z i j n  v o o r  h e t  P T S ,  z í 1 n  e r  r e e d s  m e e r d e r e

e n z y m e  I I  c o m p l e x e n  a a n g e t o o n d  d i e  s p e c i f i e k  z i j n  v o o r  é é n

o f  m e e r d e r e  s u i k e r s .  D e  n i e t - s u i - k e r s p e c i f i e k e  e i w i t t e n  -

è n z y m  I  e n  H P r  -  b e v i n d e n  z i c h ,  n a a r  m e n  a a n n e e m t ,  i n  h e t  c e l s a p
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v a n  d e  b a c t e r i e .  V i a  e n z y m  f  w o r d t  d e  f o s f o r y l g r o e p  v a n  P E P

o v e r g e d r a g e n  o p  H P r  e n  v i a  h e t  e n z y m  f r - c o m p l e x  v a n  f o s f o H P r

n n  d c  q r r i k e r  d . i e  d a a r b i i  o e l i i k t i i á i ^  a a + r r n ê ^ ^ r + ê e r d  W o f d t  O V e r

h e t  c y t o p l a s m a t i s c h  m e m b r a a n .  V a n  e n z y m  f  s t a a t  v a s t  d a t  h e L

g e d u r e n d e  d e  r e a c t i e c y c l u s  z e l f  o o k  w o r d t  g e f o s f o r y f e e r d .  O m

m e e r  i n z i c h t  t e  k r i j g e n  i n  d e  r o l  d i e  h e t  P T S  s p e e l t  i n  h e t

m e t a b o l i s m e  v a n  d e  b a c t e r i e ,  i s  i n  d i t  p r o e f s c h r i f t  h e t

m e c h a n i s m e  v a n  d e  f o s f o r y l g r o e p o v e r d r a c h t  v a n  P E P  o p  d e  s u i k e r

b e s t u d e e r d .  H i e r b i j  i s  g e b r u í k  g e m a a k t  v a n  g e z u i v e r d  e n z y m  I

e n  H P r  e n  e e n  c y t o p l a s m a t i s c h e  m e m b r a a n f r a c t i e  w e l k e  h e t  g l u c o s e -

s n e c i  f  i e k e  e n z v m  T T  n n m n l a -  l - r a r z r f  .  D O O r  n u  d e  S n e l h e i d  W a a r m e e

o l  r r r - n s e  w o r d 1 -  o e f o q f o r r z l  e e r r ' l  t ê  - ^  1 ^  ^ ^ -  ' ' - r c t i - e  v a n  d ew v r q L  y e l v r r v ! J  ,  u u  l l t e L e l I  O I >  C E l l  ! U I .

c o n c e n t r a L i e s  v a n  a l I e  c o m p o n e n t e n  ( P E P ,  g l - u c o s e ,  e n z y m  I ,  H P r ,

e n  e n z y m  I I ) ,  k a n  i n z i c h t  w o r d e n  v e r k r e g e n  i n  d e  m o l e c u l a i r e

i n t e r a c t i e s  t u s s e n  a l l e  c o m p o n e n t e n .

I n  H o o f s t u k  I I  s t a a t  b e s c h r e v e n  d a t  h e t  a c t i e v e  e n z y m  I

molecuu l  een d imeer  i s ,  bes taande u i t  twee inac t j -eve  monomeren.

O n b e k e n d  i s  n o g  o f  d e z e  m o n o m e r e n  i d e n t i e k  z i j n  o f  n i e t .  U i t

e x p e r i m e n t e n  w a a r i n  d e  f o s f o r y l e r i n g  v a n  d e  s u i k e r  w e r d  g e m e t e n ,

L r  ^ ^ 1 -  r r !  L ^ !  ^ ^ n  t i  i d i e  d r r r r r d e  ( e c n  l : c - 1 -  i m e )  r r o o r d a t  e e n! I e E ^  U A L  I l s L  e s r r  L r _ J U J L  u u u ! u s  \ c c r r  I e Y - L r r L L s /  v v L

c o n s t a n t e  f o s f o r y l e r i n g s s n e l h e i d  w e r d  b e r e i k t .  D e z e  l a g - t i m e

k o n  w o r d e n  t o e g e s c h r e v e n  a a n  e e n  l a n g z a m e  a s s o c i a t i e  v a n  e n z y m  ï

m o n o m e r e n  t o t  e e n  a c t i e f  d l m e e r .  H e t  t h e o r e t i s c h e  m o d e l  d a t

v o o r  d e  t i j d s a f h a n k e l i j k e  d i m e r i s a t i e  w e r d  a f g e l e i d  ( A p p e n d i x

b i j  H o o f s t u k  I f ) ,  w a s  o o k  i n  o v e r e e n s t e m m i n g  m e t  d e  w a a r g e n o m e n

i n v f o e d  v a n  e n z y m  f I ,  P E P  e n  H P r  o p  d e  l a g - t i m e .  D e  b e i d e

vormen van enzym I  (monomeer  en  d imeer ) ,  werden ook  z ich tbaar

a a m : : l t  l -  m ê l -  l - r a h r r l  n  \ / ^ n  m n l  o c r r r r l  z a a f  a h r n m a l - o c r a f  i  e  R i  i  k a m c r -Y  u r r r q s r :

t ê m n ê r a + r r r r  e l  r r e e r d c  ê n z \ / m  T  o n  ê ê n  n o s i  f  i e  m e t  ê e n  m O l e c u u l -

g e w i c h t  v a n  6 7 0 0 0 ,  t e r w i j l  i n  a a n w e z i g h e i d  v a n  P E P  d e  e n z y m  T

p i e k  v e r s c h o o f  n a a r  e e n  p o s i t i e  m e t  e e n  m o l e c u u f  g e w i c h t  v a n

r 3 4 0 0 0 .

I n  H o o f d s t u k  I I ï  w e r d  g e k e k e n  n a a r  d e  i n t e r a c t i e s  t u s s e n

e n z y m  I  e n  z i j n  b e i d e  s u b s t r a t e n  P E P  e n  H P r .  O m d a t  b e i d e

s u b s t r a t e n  a l l e e n  r e a g e r e n  m e t  h e t  d i m e e r  v a n  e n z y m  I  e n  o m d a t

e n z y m  I  o n d e r  d e  e x p e r i m e n t e l e  c o n d i t i e s  n i e t  v o l l e d i g  g e d i m e r -

' i c a e r À  r ^ r : c  m n o q F a n  : l  l o  m o f  i n n a n  h i  i  r z o r q c h i  l  l o n Á o  o n z r r m  Tw u u ,  r r r v e r  r L ' v L r r r ) v r r  v t J

9 4

c o n c e n t r a t i e s  w o r d e n  u i t g <

Á . i m a r a r  m n ^ a l  i - i L  w e r d .  U j

h e l -  r r r i  i e  e n z v m  T  d i m e e f  c

maar  ook  he t  met  HPr  o f  f .

en  HPr  b inden dus  aan e lk ;

q f  n n d  c c h  l - o r  n r z e f  d e  b i n tt  u v ' r

konden qeen kwant i ta t ieve

andere  resu l ta ten  hebben <

d e  P T S  e i w i t t e n  ( e n z y m  I ,

w e l  e e n  m e m b r a a n - g e a s s o c i (

In  Hoofds tuk  IV  i -s  de

o p  g l u c o s e  b e s t u d e e r d .  U :

d a t  f o s f o H P r  e e r s t  h e t  e n :

d a a r n a  h e t  f o s f o e n z y m  I I  l

werd  ver taa fd  in  een mode-

l c p r d e  ê n z \ r m  T T  r r g 1 p l  i n  I

d e  s u i k e r .  A a n  d e  b i n n e n l

h e  l -  e n z r z m  T T  \ d Ê ;  r d 9 9 1 .  d e  I

n a a r  b i - n n e n  k a n .  I n  d e  " r

fos fo ry lg roep wefke  door  <

I s  d e  s u i k e r f o s f a a t  b i n n e l

f o r y l e e r d  e n z y m  I I )  ,  e n  k i

d c  o r r c  r i  d ê  d ê d ê l t ê n S  i n  d e

\ r ^ ^ r  D . F q  n a l z r r : l r r - ^ a r ^  c " '
v v v !  f I J  Y e ^ a u o r y r E e r u  r u -



osfory lg roep van PEP

compl -ex  van f  os fo  HPr

t ranspor teerd  hrord t  over

I  s t a a t  v a s t  d a t  h e t

t  g e f o s f o r y l e e r d .  O m

t  PTS spee l - t  in  he t

r o e f s c h r i f t  h e t

t  van  PEP op de  su iker

van gezuíverd  enzym I

f r a c t i e  w e l k e  h e t  g l u c o s e -

nu de  sne lhe id  waarmee

Is  een func t ie  van de

g l u c o s e ,  e n z y m  I  ,  H P r  ,

en  in  de  molecu l -a i re

h ê f  a í r f i c r r c  c n z r z r l  f

3e inac t ieve  monomeren.

= k  z i j n  o f  n i e t .  U i t

de  su iker  werd  gemeten,

- t ime)  voordat  een

c e l k t .  D e z e  l a g - t i m e

I  a s s o c i a t Í e  v a n  e n z y m  f

)o re t i sche mode l  da t
' d  a f o e l e i d  í A n n o 4 f l l y

ning met de waargenomen

r c - l -  i m a  F t a  h o i Á a

werden ook  z ich tbaar

n a t o g r a f i e .  B i j  k a m e r -

: ie  met  een molecuu l -

Ld  van PEP de enzym I

nolecuul gewi-cht van

l e  i n t e r a c t i e s  t u s s e n

IPr .  Omdat  be ide

: van enzym I en omdat

n i  e f  r ro l  I  cd i  o  dêr l imer -

:sch i l lende enzym I

c o n c e n t r a t i e s ,  w o r d e n  u Í t g e v o e r d  z o d a t  e x t r a p o l a t i e  n a a r  I 0 0 %

d i m e r e n  m o g e l i j k  w e r d .  u i t  d e  e x p e r i m e n t e n  b r e e k  d a t  n i e t  a l l e e n

h e t  v r i j e  e n z y m  f  d i m e e r  d o o r  P E p  k o n  w o r d e n  g e f o s f o r y l e e r d ,

maar  ook  he t  met  HPr  o f  fos foHpr  gecomplexeerde d lmeer .  Enzym r

en  HPr  b j -nden dus  aan e lkaar ,  ongeacht  hun ge fos fory leerde  toe-

s tand,  ech ter  over  de  b ind ingss terk te  tussen de  d iverse  vormen

konden geen kwant i ta t ieve  gegfevens  worden verk regen.  D i t  en

a n d e r e  r e s u l t a t e n  h e b b e n  e r t o e  g e l e i d  t e  v e r o n d e r s t e l l e n  d a t

d e  P T S  e l w i t t e n  ( e n z y m  I ,  H P r .  e n z y m  I I )  i n  d e  b a c t e r i e  m i s s c h i e n

h/e1  een membraan-geassoc ieerd  complex  vormen.

I n  H o o f d s t u k  I V  i s  d e  f o s f o r y l g r o e p o v e r d r a c h t  v a n  f o s f o l { p r

op  g lucose bes tudeerd .  U i_ t  de  resu l ta ten  kon worden a fge le id

d a t  f o s f o H P r  e e r s t  h e t  e n z y m  I I  c o m p l e x  f o s f o r y l e e r t  e n  d a t

d a a r n a  h e t  f o s f o e n z y m  r r  m e t  d e  s u i k e r  r e a g e e r t .  D e z e  c o n c l - u s i e

werd  ver taa l -d  in  een mode l  voor  t ranspor t .  Het  n ie t  ge fos fory -

leerde  enzym f f  vormt  in  he t  membraan een ' ,ges lo ten  deur ' r  voor

d e  s u i k e r .  A a n  d e  b i n n e n k a n t  a a n w e z i g  f o s f o H p r  f o s f o r y l e e r t

he t  enzym I ï  waardoor  de  su iker  nu  v ie l_  door  he t  enzym I ï  complex

n a a r  b i n n e n  k a n .  I n  d e  ' , d e u r o p e n i n g , '  b e v í n d t  z i c h  e c h t e r  d e

fos fory lg roep we lke  door  de  su iker  moet  h /o rden meegenomen.

I s  d e  s u i k e r f o s f a a t  b j - n n e n ,  d a n  s l u i t  d e  d e u r  z i c h  w e e r  ( o n g e f o s -

f o r y l e e r d  e n z y m  I ï ) ,  e n  k a n  d e  c y c l u s  z i c h  h e r h a l e n .  G e l e t  o p

d e  o v e r i g e  g e g e v e n s  i n  d e  l i t e r a t u u r ,  k a n  d i t  m o d e l  a l s  a l g e m e e n

voor  PTS gekata l -yseerd  su iker t ranspor t  worden beschouwd.
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