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SAMENVATTING

Om te kunnen leven moeten bacterién voedingsstoffen uit het
omringende milieu opnemen. Eé&n van de belangrijkste koolstof-
en energiebronnen zijn suikers. De suikermoleculen kunnen echter
niet vanzelf de bacterie in diffunderen, maar worden opgenomen
met behulp van transportsystemen, welke bestaan uit eiwit-
moleculen. De uiteindelijke diffusiebarriére voor de suikers is
6&n van de lagen in de celwand - het cytoplasmatisch membraan.
Hierin bevinden zich derhalve de meeste transport eiwitten. Het
suikertransportsysteem dat in dit proefschrift is bestudeerd,
heeft een bijzondere eigenschap omdat het de suikers niet alleen
transporteert over het cytoplasmatisch membraan maar ze ook
gelijktijdig fosforyleert. Omdat fosfoenolpyrodruivenzuur (PEP)
de fosforylgroepdonor is en op grond van het type reactie,
heet het transportsysteem: "PEP-afhankelijke fosfotransferase
system", afgekort tot PTS.

Het PTS is niet een enkelvoudig membraangebonden eiwit
maar bestaat uit meerdere eiwitten die een keten vormen waarlangs
de fosforylgroep van PEP naar de suiker wordt overgebracht.

De reden voor deze complexe samenstelling van het PTS moet
waarschijnlijk gezocht worden in het feit dat het PTS vele
andere metabole processen in de bacterie reguleert. Onder andere
het vermogen van de bacterie een PTS-suiker in het milieu te
"herkennen" en te zwemmen naar de plaats met de hoogste suiker-
concentratie, staat onder invloed van het PTS. Zo ook het
selecteren van voedingsstoffen uit het milieu. Suikers welke
door het PTS worden getransporteerd hebben voorrang boven andere
voedingsstoffen. Dit vereist het onderdrukken van de transport-
activiteit voor die andere voedingsstoffen, hetgeen wederom
gebeurt door het PTS.

De eiwitten waaruit het PTS bestaat kunnen in twee groepen
worden ingedeeld: 1) de suikerspecifieke en 2) de niet-suiker-
specifieke. De eerste groep, de enzym-II complexen, bevindt

zich in het cytoplasmatisch membraan. Omdat verschillende
suikers substraat zijn voor het PTS, zijn er reeds meerdere
enzyme II complexen aangetoond die specifiek zijn voor é&&n
of meerdere suikers. De niet-suikerspecifieke eiwitten -

enzym I en HPr - bevinden zich, naar men aanneemt, in het celsap
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van de bacterie. Via enzym I wordt de fosforylgroep van PEP
overgedragen op HPr en via het enzym II-complex van fosfoHPr
opde suikeridilevdaarbijiigeligktifdig’ getransporteerd wordt over
het cytoplasmatisch membraan. Van enzym I staat vast dat het
gedurende de reactiecyclus zelf ook wordt gefosforyleerd. Om
meer ‘inzicht ‘telkrijgen dnfde’ polidierhet ‘RUSispeel tiin het
metabolisme van de bacterie, is in dit proefschrift het
mechanisme van de fosforylgroepoverdracht van PEP op de suiker

bestudeerd. Hierbij is gebruik gemaakt van gezuiverd enzym I

en HPr en een cytoplasmatische membraanfractie welke het glucose-

specifieke enzym II complex bevat. Door nu de snelheid waarmee
glucose wordt gefosforyleerd, te meten als een functie van de
concentraties van alle componenten (PEP, glucose, enzym I, HPr,
en enzym II), kan inzicht worden verkregen in de moleculaire
interacties tussen alle componenten.

In Hoofstuk Il staat beschreven dat thet adetieve ‘enzym T
molecuul een dimeer is, bestaande uit twee inactieve monomeren.
Onbekend is nog of deze monomeren identiek zijn of niet. Uit
experimenten waarin de fosforylering van de suiker werd gemeten,
bleek dat het een tijdje duurde (een lag-time) voordat een
constante fosforyleringssnelheid werd bereikt. Deze lag-time
kon worden toegeschreven aan een langzame associatie van enzym I
monomeren tot een actief dimeer. Het theoretische model dat
voor de tijdsafhankelijke dimerisatie werd afgeleid (Appendix
bij Hoofstuk II), was ook in overeenstemming met de waargenomen
invloed van enzym II, PEP en HPr op de lag-time. De beide
vormen van enzym I (monomeer en dimeer), werden ook zichtbaar
gemaakt met behulp van molecuulzeef chromatografie. Bij kamer-
temperatuur elueerde enzym I op een positie met een molecuul-
gewicht van 67000, terwijl in aanwezigheid van PEP de enzym I
piek verschoof naar een positie met een molecuul gewicht van
134000.

In Hoofdstuk III werd gekeken naar de interacties tussen
enzym I en zijn beide substraten PEP en HPr. Omdat beide
substraten alleen reageren met het dimeer van enzym I en omdat
enzym I onder de experimentele condities niet volledig gedimer-

iseerd was, moesten alle metingen bij verschillende enzym I
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concentraties.worden uitgevoerd zodat extrapolatie naar 100%
dimeren mogelijk werd. Uit de experimenten bleek dat niet alleen
het vrije enzym I dimeer door PEP kon worden gefosforyleerd,
maar ook het met HPr of fosfoHPr gecomplexeerde dimeer. Enzym I
en HPr binden dus aan elkaar, ongeacht hun gefosforyleerde toe-
stand, echter over de bindingssterkte tussen de diverse vormen
konden geen kwantitatieve gegevens worden verkregen. Dit en
andere resultaten hebben ertoe geleid te veronderstellen dat
de PTS eiwitten (enzym I, HPr, enzym II) in de bacterie misschien
wel een membraan-geassocieerd complex vormen.

In Hoofdstuk IV is de fosforylgroepoverdracht van fosfoHPr
Oop glucose bestudeerd. Uit de resultaten kon worden afgeleid
dat fosfoHPr eerst het enzym II complex fosforyleert en dat
daarna het fosfoenzym II met de suiker reageert. Deze conclusie
werd vertaald in een model voor transport. Het niet gefosfory-
leerde enzym II vormt in het membraan een "gesloten deur" voor
de suiker. Aan de binnenkant aanwezig fosfoHPr fosforyleert
het enzym IT waardoor de suiker nu wel door het enzym II complex
naar binnen kan. In de "deuropening" bevindt zich echter de
fosforylgroep welke door de suiker moet worden meegenomen.
Is de suikerfosfaat binnen, dan sluit de deur zich weer (ongefos-
foryleerd enzym II), en kan de cyclus zich herhalen. Gelet op
de overige gegevens in de literatuur, kan dit model als algemeen

voor PTS gekatalyseerd suikertransport worden beschouwd.
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