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DISCUSSIO

2. EL LOCUS gic D’Escherichia coli TE. UNA ESTRUCTURA GENICA D’OPERO

La primera aproximaci6 a l’estudi de Porganitzacié génica del locus glc es va fer
mitjangant Northern Blots. En aquests experiments es pretenia estudiar el patr6 d’expressié
dels diferents gens que en formen part i el tamany dels seus respectius transcrits. Posteriorment
es va procedir a I’estudi de P’expressi6 dels gens del sistema mitjangant fusions transcripcionals
al gen marcador lacZ.

El transcrit de glcC és monocistronic. El seu tamany concorda amb ’esperat a partir
d’una transcripci6 individual del gen corresponent. S’expressa de manera molt similar en les
diferents condicions assajades. Es pot observar, perd, una lleu disminuci6 en la intensitat del
transcrit quan ’RNA prové de cultius induits en preséncia de glioxilat, i sobretot de glicolat.
Aquest patrd d’expressi6 és tipic de gens reguladors (Gallegos et al, 1996) . En aquest sentit,
cal remarcar I’alta similitut presentada pel producte génic de glcC amb proteines reguladores
de procariotes. Recentment, en el projecte d’assignacié de funcions a les proteines
d’Escherichia coli per recerca de motius funcionals i/o estructurals posterior a la seqtienciaci6
total del genoma d’Escherichia coli (Blattner et al, 1997), GlcC ha estat classificada com a
membre de la familia GntR de reguladors transcripcionals (Reizer et al, 1991).

La fusi6 transcripcional de glcC, ®(glcC-lacZ), va confirmar la informaci6é obtinguda
dels Northern Blots. Els nivells d’expressi6 de la fusié sén baixos en creixements en hidrolitzat
de caseina i disminueixen quan en el medi s’addiciona glicolat o glioxilat. La determinacié de
I’inici de transcripcio de glcC va permetre establir les seqiiéncies dels hexamers -10 1 -35. Les
seves seqiiéncies son, respectivament, CATAAT i TTAACT. So6n bastant diferents al consens
proposat per aquests elements en cis. La distancia entre ells és de 19 pb, que tampoc és
I’optima perque 'RNA polimerasa els pugui reconéixer amb facilitat (Pivec ef al, 1985). En
alguns sistemes genics, aquesta separacié entre els dos hexamers ha estat descrita com un
factor que disminueix I’expressié geénica; si aquesta distancia s’escur¢a a 16-18 pb,
s’aconsegueix un increment molt gran de I’expressié basal (Hidalgo i Demple, 1997).

La baixa expressié dels gens reguladors procariotes és un mecanisme de control de
I’expressi6 dels gens que regulen. El baix nombre de molécules de GleC presents en la cél.lula
sén suficients per estimular la transcripcié dels gens estructurals del sistema glc en les
condicions externes adients. La baixa expressio del gen regulador es correlaciona amb el baix
nivell d’expressié de la fusié transcripcional, indicant la menor sensibilitat del transcrit de glcC
als diferents mecanismes de degradaccié de 'mRNA. Com que glcC i glcD comparteixen la
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mateixa regidé intergénica promotora (en direccions oposades), és possible que durant
Pactivacié dels gens estructurals sigui més efectiu deixar tot el promotor lliure perqué aquests
s’expressin sense I'impediment que podria suposar la transcripcié conjunta amb el gen
regulador. Per aquest motiu I’estabilitat de I’'mRNA pot ajudar a augmentar el nombre de
molécules presents sense necessitat d’augmentar la transcripcio.

Pel que fa a la resta de gens del sistema gic, els resultats de Northern Blot van aportar
informacié respecte al seu patré d’inducci6. La transcripcié dels gens estructurals esta induida
per la preséncia en el medi de glicolat i en menor grau de glioxilat (la inducci6 és
aproximadament la meitat). Aquesta observacié implica que o bé el glicolat addicionat al medi,
o el glioxilat format per accié de la glicolat oxidasa o qualsevol altre metabolit generat en
aquestes condicions és capag d’activar la transcripcié dels gens estructurals.

Els tamanys dels transcrits observats no coincidien amb el tamany dels gens individuals
ni amb la suma total o parcial dels transcrits de diferents gens. Possiblement la inestabilitat dels
mRNAs policistronics procariotics és la causa de la impossibilitat de trobar un transcrit senser.
El transcrit policistronic que inclou tots els gens estructurals del sistema glc sembla ser per se
molt inestable, ja que és molt llarg (aproximadament 8.5 kb) i pot presentar diversos punts de
trencament.

L’estabilitat dels transcrits depén en part de la longitut dels mateixos, tot i que s’ha
observat que transcrits de tamany similar tenen estabilitats molt diferents (Ehretsmann, 1992).
Aquest fet implica que el trencament dels mRNAs no es produeix a P’atzar. Existeixen llocs de
trencament del mRNA on comenga la degradaci6: aquests llocs poden ser regions situades a les
zones 3’ i 5’ no traduides, a les zones intergéniques en els missatgers policistronics i a vegades
en les zones codificants (Chen i Belasco, 1990). L’alta inestabilitat del transcrit de
glcDEFGBT podria ser un mecanisme que permetés la rapida adaptacié als canvis produits a
I’entorn.

Davant la impossibilitat de conéixer I’organitzacié geénica mitjangant Northern Blot es
van construir fusions transcripcionals de tots els gens del sistema. Aquests experiments van
revellar que el sistema té una estructura génica d’oper6. Només existeix un promotor
funcional situat a 5> de gleD, en la zona intergénica entre glcC i glcD. La localitzacié del punt
d’inici de la transcripci6 va permetre identificar els dos hexamers -10 i -35, de seqii¢ncia
TAATAA i TAGACG respectivament i separats per 17 pb, que és la distanica Optima de
separacio entre aquests dos elements en cis. Tant les seqiiéncies dels dos hexamers, que estan
bastant conservades respecte el consens, com la distancia que els separa provoca que en
condicions inductores I’expressié de glcDEFGBT sigui elevada.
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L’existéncia d’aquest tnic promotor implica I’expressié conjunta de glicolat oxidasa i
malat sintasa G. Encara que en alguns estats metabdlics no es requereixi en principi la
participacié de la glicolat oxidasa, p.e. creixement en glioxilat de la soca salvatge o creixement
en acetat d’una soca mutant en malat sintasa A, aquest enzim estara present si és necessaria la
malat sintasa G.

3. L’EXPRESSIO DELS GENS ESTRUCTURALS gicDEFGBT ES TOTALMENT
DEPENDENT DELS FACTORS DE TRANSCRIPCIO GlcC I IHF

L’estudi de 1’expressié dels gens estructurals del sistema glc ha mostrat que aquests
s’expressen exclusivament quan estan presents les proteines GlcC i IHF. En abséncia d’algun
d’aquests dos factors de transcripcio els nivells d’expressi6 s’aboleixen per complet. Aquest fet
indica que per formar el complexe nucleoproteic que inicia la transcripcié i per establir els
contactes entre aquest complexe i ’'RNA polimerasa és imprescindible la preséncia d’ambdues
proteines reguladores.

3.1. Paper de GlcC en la transcripcio de gicDEFGBT

La proteina GlcC és un activador transcripcional dels gens estructurals del sistema glc.
La seva funci6 s’ha pogut assignar mitjangant un gran nombre d’experiments. En primer lloc,
Iexpressié de ®(glcD-lacZ) esta totalment abolida en un mutant g/cC. La nul.la transcripci6
d’aquests gens concorda amb I’abséncia de les proteines codificades (glicolat oxidasa i malat
sintasa) determinades en els extractes cel.lulars de la soca JA154 (glcC) per mesura de les
activitats enzimatiques, i en el cas de la malat sintasa G, també per electroimmunodetecci6. De
fet, la soca JA154 és incapag de créixer a expenses de glicolat com a tnica font de carboni i
energia.

‘,51*‘* L’estudi de la seqiiéncia del promotor de glcD no ha mostrat una clara regi6
palindromica de simetria invertida (“inverted repeat”). Aquestes zones acostumen a ser llocs
d’unié de proteines reguladores; aquest és el cas de la uni6 de CRP (Ebright et al, 1989) o d’
FNR (Green i Guest, 1994) als promotors dels gens que regulen. De totes maneres, el no haver
trobat aquestes seqiiencies en P'anlisi in silico no implica que la proteina no es pugui unir
(Hénaut i Dauchin, 1996). Experiments in vivo han permés localitzar el possible lloc d’uni6 de
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la proteina reguladora al promotor. Les delecions del promotor de glcD des del seu extrem 5’
es van dur a terme amb la finalitat de poder localitzar el lloc d’unié de GlcC.

Els primers assajos de l’activitat promotora es van realitzar amb un fragment que
inclofa 303 pb per davant de I'inici de transcripcié i que correspon a la fusi6 emprada en
diferents aspectes d’aquest treball anomenada ®(glcD-lacZ). L’eliminacié de seqii¢ncies fins la
posicié -184 no modifica el patré d’expressi6 d’aquesta fusi6 transcripcional, assolint-se la
induccié completa en preséncia de glicolat. Aquest fet indica que per davant de la posicié -184
no existeix cap element en cis al qual s’uneixi cap element en frams necessari per la
transcripcié. S’observa un increment del 25 % de 1’expressié en preséncia de glicolat de la
delecio £-184 respecte la delecid f-192. L’expressiéo d’f-177 estd disminuida un 40 % respecte
£-192. La manca absoluta d’expressi6 de la fusi6 f~170 indica la pérdua, en aquesta
construccid, d’un element en cis indispensable per la transcripcié de ’operd glc i que podria
correspondre a la seqiiéncia d’uni6 de la proteina activadora GlcC. A aquesta seqiiéncia
(posicions -184 a -177), a causa del seu efecte activador i de la seva localitzaci6 respecte els
hexamers -10 i -35, se li ha assignat el nom d’UAS (upstream activator site).

A mesura que es va delecionant el promotor 1’expressié de Ia fusié corresponent és
nulla fins a arribar a la deleci6 f-54. En aquesta deleci6, el nivell d’expressié obtingut en
condicions no inductores (creixements en hidrolitzat de caseina) és igual que el del promotor
senser, si bé no es veu augmentat per la preséncia de glicolat. Aquesta expressi6 és
independent de la preséncia de GlcC i d’THF, la qual cosa indica que ’expressi6 tnicament
depén de la unié6 de 'RNA polimerasa al promotor i descarta la unié d’algun factor en trans a
3’ de la posici6 -54 que influeixi ’expressié aerdbica de glcDEFGBT. Aquesta expressié basal
dependent només del reconeixement de la subunitat o de ’RNA polimerasa a les seqiiéncies
promotores -10 i -35 queda abolida quan s’elimina I’hexamer -35 (fusi6é f-27), la qual cosa
demostra la correcta assignacié del tsp aixi com la seva funcionalitat en la transcripcié de
glcDEFGBT.

El fet que la delecié f-88 no mostri el mateix patré d’expressié que la deleci6 f-54
suggereix I’existéncia d’algun element que impedeix 1’expressié d’f-88 i que quan és delecionat
permet 1’expressié basal i no induible d’f-54. L’analisi in silico de la regié de DNA entre les
posicions -88 i -54 no detecta cap possible seqiiéncia coneguda d’uni6 a factors de transcripci6
globals, si bé conté una regié denominada com dA+dT, de seqii¢ncia 5° -~AAAAAAAAT- 3°,
que presenta una gran facilitat per formar zones de desaparellament de bases de DNA. Es
probable que aquesta regio dA+dT impedeixi I’expressio basal observada en el cas d’f-54 per
formaci6é d’una estructura secundaria que dificulti I’acostament i/o uni6 de ’'RNA polimerasa
al promotor.
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La uni6 de GlcC a la seqiiéncia UAS es va estudiar mitjangant la técnica de la
retardacié de la mobilitat electroforética en gel . Els estudis es van dur a terme amb extractes
crus de la soca salvatge MC4100 i de la soca JA154 (glcC::cat). Ja que s’havia localitzat la
UAS entre les posicions -184 i -177, es va escollir un fragment de DNA que contingués
aquesta regi6. Es va usar el fragment P, que abarca les posicions -247 a -134. Els resultats
obtinguts revelen diversos aspectes interessants tant de la manera com la proteina s’uneix al
DNA com del mecanisme d’induccié del sistema.

En primer lloc, cal resaltar que s’observa una banda de retardaci6 feble en els carrils
corresponents al fragment de DNA lliure. Aquest fenomen s’ha repetit en tots els assajos, fins i
tot després d’haver canviat de procediment de purificacié de la sonda. Com que aquest DNA
no ha estat en contacte amb proteina, s’atribueix la formacié d’aquesta banda de retardaci6 a
Pestructura intrinseca d’aquesta regié de DNA. En realitat aquesta banda, anomenada banda B
(“Bending”, curvatura), mostra la curvatura del DNA en aquesta regi6. El % de dA+dT en
aquesta regi6 no és especialment elevat (50 %) tot i que existeixen molts dimers dA-dA que
provoquen la formacié d’una molécula de DNA intrinsicament curvada (Pérez-Martin et al,
1994). Existeix un equilibri dinamic entre les formes curvades i no curvades. La mobilitat
electroforética d’un fragment de DNA depén, no només del seu pes molecular (sigui DNA
lliure o unit a proteines), sind també de la seva curvatura. DNAs amb angles de curvatura
elevats migren menys en una electroforesi que el mateix fragment linial (Lane et al, 1992). La
banda B és minoritaria respecte la forma linial, possiblement perqué les condicions de I’assaig
afavoreixen aquesta topologia.

Quan s’utilitzen els extractes crus provinents de la soca MC4100 crescuda en
condicions inductores (hidrolitzat de caseina més glicolat), es pot observar I’aparicié de dues
noves bandes de retardaci6. La banda B es pot observar encara que de forma molt difosa. La
banda majoritaria, anomenada banda C, presenta una baixa mobilitat electroforética, que no
varia d’intensitat per I’addici6 de glicolat suplementari a les mescles de reacci6é. Aquesta banda
podria correspondre a la uni6 de GlcC al DNA, possiblement en forma de dimer, la qual cosa
estabilitzaria la uni6. Aquesta unid, facilitaria in vivo la formacié del complexe actiu que
permet la transcripcié del glcD. La banda minoritaria, banda A, presenta una mobilitat
electroforética més elevada que la banda intrinseca B i podria correspondre a la unié de GlcC
en forma de monomer.

Quan s’utilitzen els extractes crus provinents de la soca MC4100 crescuda en
hidrolitzat de caseina el patré varia. S’observa la preséncia de la banda A, amb una intensitat
major que la dels extractes de cultius induits. Es pot apreciar una gran disminuci6 de la banda
C respecte als cultius crescuts en glicolat. La desaparici6 de la banda C esta lligada a un
descens de la taxa de transcripci6, per la qual cosa es confirmaria que aquesta banda correspon
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a la uni6 amb GlcC, que provoca una induccié transcripcional. L’addici6 de glicolat a les
mescles no intensifica aquesta banda. Aquest fet implica que o bé el glicolat no és I'inductor o
bé que les condicions de I’assaig no sén les optimes per apreciar I’efecte d’aquest compost.
També s’observa la preséncia de la banda B, aquesta molt més intensa que en el cas de la sonda
lliure i en els cultius en preséncia de glicolat. L’aparici6 d’aquesta banda pot ser causada pel
plegament que la uni6 de GlcC en forma de monomer comporta. Aquest efecte no és visible en
el cas dels creixements en glicolat perque la majoria de la proteina es trobaria en forma de
dimer. La dimeritzacié de la proteina podria ser un efecte directe o indirecte de I’addici6 de
glicolat en el medi. Aquest és el cas del regulador XylS, que canvia de forma inactiva a forma
activa per I’addicié de benzoats. Aquests compostos s*uneixen a la proteina i son els inductors
del canvi de la conformacié inactiva a I’activa (Ramos et al, 1997).

El fet que les bandes C i A siguin practicament indetectables en els assajos de
retardacié de la mobilitat electroforética duts a terme amb extractes cel.lulars de la soca JA154
(glcC) corrobora ’assignacié d’aquestes bandes a la unié de GlcC. Aquest patré de bandes és
paral.lel a la nulla transcripcié de glcDEFGBT en el mutant JA154. El resultat observat és
similar independentment que els extractes cel.lulars fossin obtinguts a partir de creixements no
induits de la soca JA154, o bé induits per la preséncia de glicolat en el medi de cultiu, la qual
cosa indica que sigui quina sigui la molécula efectora, la uni6 de GlcC és imprescindible per
induir la transcipcié dels gens estructurals del sistema gic.

D’aquests experiments in vitro no es pot saber quina és la molécula efectora de la
inducci6 dels gens estructurals del sistema glc, encara que si s’observa que la formacié del
complexe estable només s’aconsegueix amb els extractes crus obtinguts en creixements en
preséncia de glicolat.

Existeix una certa probabilitat que la molécula inductora sigui el glicolat. S’ha intentat
purificar la proteina GlcC mitjangant el sistema de 1’addici6 d’una cua de sis histidines a
I’extrem N-terminal. La proteina va ser purificada en condicions denaturants i després de la
renaturalitzacié es van dur a terme assajos de retardacié de la mobilitat electroforética amb el
fragment P. La proteina no era gaire activa, bé pel tipus de condicions de purificacié massa
drastiques, bé perqué I’addicié de les histidines a I’extrem N-terminal (on es troba el motiu
hélix-volta-hélix) interferia en la seva capacitat d’uni6 al DNA. Es requerien concentracions
molt elevades de proteina purificada (de 1’ordre de micrograms) per aconseguir una retardacié
apreciable, si bé cal destacar que la capacitat de retardaci6 del fragment de DNA es veia
incrementada per I’addici6 de glicolat a les mescles de reacci6. D’aquestes observacions no es
pot concloure, perd, que el glicolat sigui la molécula efectora, ja que la gran quantitat de
proteina afegida a les mescles de reacci6 podria formar complexes no del tot especifics amb el
fragment de DNA.

190



DISCUSSIO

Un cop analitzada la uni6 de GlcC al seu promotor es va pretendre estudiar 1’efecte
dosi de la proteina sobre 1’expressié dels gens estructurals. D’una banda es va estudiar I’efecte
del segrestament de la proteina activadora i de Paltra la sobreexpressi6 de la mateixa.

Els primers experiments mostren que el segrestament efectiu de la proteina GlcC només
es produeix quan estan presents les regions del promotor contingudes entre les posicions -177
fins a +94. El fragment P, que conté les posicions -247 a -134 no segresta el factor de
transcripcid, tot i que conté la seqiiencia UAS. Aquest fet semblaria indicar que GlcC podria
unir-se també en alguna zona més propera al tsp, i per tant Pefecte de segrestament total no
seria visible a no ser que es disposi del promotor senser. Recollint la informaci6é obtinguda dels
assajos d’expressio en les diferents delecions dels promotor aixd no sembla ser aixi, a no ser
que lefecte de la regi6 UAS f6s in vivo molt més important que el d’aquesta segona caixa
UAS. Els resultats del segrestament obren la porta a ’existéncia d’algun factor addicional que
també sigui segrestable pel promotor senser perd no per algun dels seus fragments. Aquest
factor seria el responsable de la unié de GlcC al promotor senser (no al promotor parcial, que
per assajos in vitro de retardacid en gel ja s’ha demostrat que s’uneix). La topologia
intrinsicament curvada del promotor podria requerir d’un factor de modificacié estructural del
DNA que permetés que GlcC s’unis al DNA.

I
—_—p C
— N
Inactiva Activa
I
—
N c | (v c)26n
Inactiva Activa

Figura 2. Desplacament de P’equilibri entre la forma activa_i }a inactiva_de proteines reguladores per
efecte de Pinductor. N: extrem aminoterminal; C: extrem carboxiterminal; I: inductor o molécula efectora. En
la part superior es mostra 1’acci6 de I’inductor mitjangant un canvi conformacional. En la part inferior es
mostra ’efecte d’oligomeritzacié per acci6 de la molécula inductora.

L’efecte de I'increment en la quantitat de GlcC present en el citosol és clarament un
efecte d’activacid. L’activacié de la transcripcié de I'operé glcDEFGBT en la soca MC4100
transformada amb un plasmidi que sobreexpressa glcC és independent de la preséncia de
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Pinductor en el medi de cultiu: Pactivacié s’observa en cultius d’hidrolitzat de caseina. Aquesta

observacié demostra d’una banda que GlcC és una proteina reguladora amb funcié activadora.

D’altra banda, també es pot deduir d’aquests resultats que GlcC existeix en el citosol en dues
formes: una activa i una inactiva. Existeix un equilibri entre les dues formes, que és desplagat

cap a la forma activa en preséncia de I'inductor (Figura 2). L’inductor pot ser el causant de

Pactivacid al provocar un canvi estructural de la proteina o bé la dimeritzacié del factor de

transcripcid, que ara podra unir-se facilment al promotor i activar els gens estructurals (Ramos

et al, 1997) (Figura 2).

La sobreproduccié de proteina reguladora a causa de la introducci6 del gen glcC en
forma de vector multicopia provoca un desplagament cap a la forma activa de I’equilibri forma
inactiva/forma activa, i per tant P’acci6, que en condicions fisiologiques és duta a terme per
I'inductor, queda superada pel gran nombre de copies de GlcC en el citoplasma (Ramos et al,
1997) (Figura 2).

3.2, Paper de GlcC en la transcripci6 de glcC

L’estudi del paper de la proteina GlcC sobre la transcripcié del gen que la codifica va
mostrar que aquesta és un repressor de la seva propia transcripcié. Tres resultats corroboren
aquest rol de la proteina GlcC: i) les condicions que provoquen un induccié dels gens
estructurals son repressores per I’expressié de glcC, com ho demostra el fet que ®(gleC-lacZ)
esta reprimida en creixements en hidrolitzat de caseina més glicolat, quan els gens estructurals
estan en la seva maxima expressié, mentre que en creixements en hidrolitzat de caseina
Pexpressié de ®(gicC-lacZ) esta augmentada; ii) en mutants gleC existeix un augment dels
nivells de transcripci6 de ®(glcC-lacZ) i iii) la introduccié d’un alt nombre de copies de GlcC
en la soca MC4100D(glcC-lacZ) provoca una disminucié dels nivells d’activitat p-
galactosidasa.

Aquestes observacions indiquen que quan s’estan transcrivint els gens glecDEFGBT la
transcipcié de glcC estd disminuida. En aquestes condicions no sembla necessari sintetitzar
més molécules de GleC perque activaci6 dels gens estructurals ja s’esta produint. D’aquesta
manera s’aconsegueix limitar ’efecte de 1’activacié dels gens estructurals a la preséncia de
I'inductor. La conseqiiéncia de lautoregulaci6 de GlcC és que la seva concentracié
intracel.lular es manté a un nivell baix bastant constant, i aquest fet pot ser essencial per
controlar Pespecificitat de D’activacié dels seus gens diana (Jovanovic i Model, 1997).
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D’aquesta manera, GlcC es pot descriure com una proteina amb funcié dual d’activador i de
repressor simultani.

Aquesta dualitat ha estat descrita amb anterioritat per diferents factors de transcripci6
procariotes (Bertoni et al, 1997). La causa d’aquest efecte dual és el solapament entre els
promotors de glcDEFGBT i glcC. L’arranjament de gens reguladors transcrits divergentment
dels operons als quals regulen és usual en Pexpressié génica procariota i també en la de
bacteriofags i de genomes nuclears, mitocondries, cloroplasts i virus eucariotes (Beck i
Warren, 1988). Un exemple d’aquesta disposicié és ’operd tdc d’Escherichia coli, que
codifica els enzims de la deshidratacié depenent de piridoxal-fosfat de I'L-treonina i I’L-serina
(Wu i Datta, 1992). En el sistema glc, la zona UAS, definida com el lloc d’uni6é de GlcC al
promotor dels gens estructurals, estd localitzada a la posici6 +44 del promotor de glcC.
Aquesta situaci6 pot provocar un impediment estéric perqué 'RNA polimerasa transcrigui
correctament i sense entrebancs glcC mentre s’estan transcrivint glcDEFGBT. Per tant, la zona
UAS pels gens estructurals pot ser considerada com una seqiiéncia inhibidora 6 operador del
promotor de glcC.

3.3. Paper d’IHF en la transcripci6 de gicDEFGBT

El factor de transcripci6 IHF ha demostrat ser imprescindible per I’activaci6
transcripcional dels gens estructurals del sistema glc. Mutants independents en les dues
subunitats d’THF no expressen ®(glcD-lacZ) i sén incapagos de créixer en glicolat com a \inica
font de carboni i energia. Tant les mutacions en el gen himA com en himD reprimeixen per
complet la transcripci6 de glcDEFGBT. Aixo vol dir que els homodimers d’THF que es formen
no poden activar la transcripcid, tot i que aquest fenomen ha estat descrit per algun sistema
(Jovanovic i Model, 1997). L’efecte de la manca d’aquest factor de transcripci6 pleiotropic
s’exerceix directament sobre el promotor dels gens estructurals i no sobre sobre I’expressié del
gen regulador. L’expressi6 de ®(glcC-lacZ) no es veu afectada per la preséncia o abséncia
d’THF. Aquest també €s el cas de operd tdc d’Escherichia coli (Wu i Datta, 1992). L’efecte
drastic que mutacions en IHF tenen sobre I'expressi6 de ®(gleD-lacZ) indica que la
transcripci6 dels gens estructurals del sistema gic esta estrictament regulada.

Tenint en compte l’organitzaci6 dels dos promotors solapats els resultats sén
esperables. IHF té un paper en la correcta disposicié estructural de tots els factors que
permeten la formacié del complexe transcripcionalment actiu. El promotor de glcC, en el qual
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no s’ha identificat cap proteina que reguli la seva expressié, no necessita arranjar la seva
topologia i per activar-se només necessita el reconeixement per part de 'RNA polimerasa.

Per contra, en el promotor de glcD els elements en cis localitzats i implicats en
I’activaci6 de la transcripci6 estan allunyats els uns dels altres. En ’analisi in silico s’han trobat
dues seqiiéncies d’unié al dimer IHF (Goodrich et al, 1990). Aquestes seqiiéncies estan
localitzades en el promotor de glcD entre la zona UAS i la zona dA+dT. Aquesta localitzacio
entre la zona on s’uneix la proteina activadora i la zona d’unié de I’RNA polimerasa ha estat
descrita per diversos promotors procariotes: p.e. en el promotor de 'operé narGHJI que
codifica la nitrat reductasa (Schréder et al, 1993) i en el promotor de I'oper6é psp de la
proteina de shock fagic (Jovanovic i Model, 1997). En aquests exemples, igual que en el cas
de glcDEFGBT, la funcié d’THF és la d’actuar com a activador transcripcional. Aquesta funcié
¢és conseqiiéncia de la localitzacié del consens per IHF en els promotors. En els casos en els
quals THF actua com a repressor de la transcripcid, les zones d’unié6 d’aquest factor al
promotor es localitzen solapades amb els hexamers -35 i -10, impedint d’aquesta manera la
unié de 'RNA polimerasa al promotor o bé sobre les zones UAS, impedint la unié dels
activadors (Goosen i van de Putte, 1995).

A part de la localitzacié de les possibles zones d’unié a [HF, el promotor de gleD conté
unes caracteristiques que el fan molt afi a THF. Esta descrit que la unié d’IHF als promotors
que controla esta afavorida si aquests tenen un alt contingut en dA+dT, ja que sén promotors
amb una més gran facilitat per curvar-se. En el cas del promotor de glcD, amb un % de dA+dT
del 56 %, aquest efecte es veu augmentat pel fet que existeixen fragments flanquejant la
possible seqiiencia d’uni6 a IHF en els quals existeix un alta concentracié d’aquestes bases
nitrogenades que s’uneixen entre elles per només dos ponts d’hidrogen. Trobem segments on
existeixen 9 pb dA+dT (posicions -69 a -61, que és la zona anomenada dA+dT) i altres on en
trobem 7 (posicions de -110 a -104 i de -168 a -162).

En la majoria de sistemes estudiats, ’abséncia d’IHF provoca canvis de dos a cinc cops
en la taxa de transcripcié. Aquests efectes es consideren modestos (Nash, 1996). Per contra,
les mutacions en IHF provoquen una reduccié total de ’expressié de 'oper6 gic. Han estat
descrits pocs exemples en els quals Iefecte de mutacions en IHF sigui tant drastic. Entre ells
trobem la induccié de ’operd nifHDK pel regulador nifd, que codifica les subunitats de la
dinitrogenasa i dinitrogenasa reductasa (Molina-Lépez et al, 1994); la induccid dels gens de la
nitrat reductasa pel regulador NarL (Schréder et al, 1993) i la induccié del gen que codifica la
treonina deshidratasa per part del regulador tdcR (Wu i Datta, 1992).

L’efecte d’THF sobre la transcripcié podria ser conseqiiéncia de la fase de creixement
cel.lular, ja que esta descrit que la quantitat d’THF es duplica en fase estacionaria respecte a la
fase exponencial de creixement (Ditto et al, 1994). Aquest no sembla ser I’efecte exercit sobre

194



DISCUSSIO

Poperé gle, ja que les determinacions de les activitats B-galactosidasa s’han dut a terme tant en
els mutants com en la soca salvatge en els mateixos limits de la fase exponencial. Es possible
que I’expressi6 de I'operd gic estigui augmentada en la fase estacionaria de creixement (en la
qual existeix una gran degradaci6 de purines); I'increment de la taxa de transcripcié que hauria
de succeir en aquestes condicions podria venir modulat per ’increment en la produccié de
molecules d’THF (Ditto ef al, 1994).

El mecanisme a través del qual IHF exerceix el seu efecte sobre la transcripci6 de
glcDEFGBT es pot deduir dels assajos de retardaci6 de la mobilitat electroforética efectuats
amb extractes crus de la soca salvatge MC4100 i dels mutants IHF. El fragment usat per dur a
terme aquests assajos de retardacié va ser el fragment G. Aquest engloba tot el promotor actiu
de glcDEFGBT (posicions -247 a +94). Amb els extractes crus de la soca MC4100 crescuda
en hidrolitzat de caseina es pot observar I’aparicié de dues bandes de retardacié: la banda Y i
la banda X. La banda X, la de menor mobilitat electroforética, correspondria a tot el complexe
activador de la transcripcid, que inclou IHF i la proteina reguladora GlcC, possiblement en
forma de dimer, en la conformacié activa que permet els contactes fisics entre el regulador i
I'RNA polimerasa. La mobilitat electroforética de la banda X és possiblement conseqiiéncia no
només de I’efecte de 'augment de pes molecular provocat per la uni6 de GlcC i IHF sin6
també del canvi en la topologia del DNA. La banda Y, de major mobilitat electroforética,
correspondria a la unié de GlcC al DNA. Aquesta unié semblaria ser poc estable ja que els
extractes crus obtinguts en aquestes condicions no inductores tindrien poques molécules de
GlcC en forma activa (forma dimérica).

Amb els extractes crus de la soca MC4100 crescuda en preséncia de glicolat també es
pot observar ’aparicié de les dues bandes de retardacié. La banda X apareix més intensa,
indicant ‘que la formacié del complexe transcripcionalment actiu estd afavorida en aquestes
condicions, que corresponen a la maxima inducci6 in vivo. La banda Y també esta més intensa
i definida, ja que en aquestes condicions existeixen molts dimers de GleC al citosol per I’acci6
de I’inductor (glicolat o algun metabolit derivat).

Amb els extractes crus de la soca JA162 (mutant IHF) crescuda en hidrolitzat de
caseina no s’observa cap banda de retardacid. Tot i existir GlcC, aquest és incapag en aquestes
condicions d’unir-se al promotor. Possiblement les poques molécules dimeritzades que
existeixen no son suficients per unir-se al promotor en abséncia d’THF. Aquest resultat sembla
indicar que IHF ajuda d’alguna manera a la unié de GlcC al seu promotor. L’abséncia de
bandes de retardacié és congruent amb la manca d’expressié de I’operd glc en mutants d’IHF.
Quan s’usen extractes del m/utant JA162 obtinguts a partir de cultius induits per creixement en

‘preséncia de glicolat només s’observa la banda Y. Aixo indicaria que quan el nombre de dimers
o de GlcC activa ¢és suficientment nombrés, algunes molécules poden unir-se al promotor,
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sense que aixd0 comporti una activacié de la transcripcié, com es veu in vivo. En aquestes
condicions no es forma la banda X, assignada al complexe actiu.

De I’analisi de les retardacions en gel amb mutants IHF es desprén que el paper d’THF
en ’expressi6 de I'oper6 glc pot estar relacionat, no només amb la curvatura del DNA, siné
també amb la facilitacié de la uni6 de GlcC al promotor de gicD. El fet que quan IHF és absent
la uni6 de I’activador es vegi severament disminuida suporta aquesta hipotesi. Sembla doncs
que la unié d’IHF, en certa manera, provoca un fenomen cooperatiu respecte la unié6 de GlcC
(Figura 3). El fenomen de la cooperativitat ha estat descrit entre PspF i IHF en el promotor psp
a Escherichia coli (Jovanovic i Model, 1997). En aquest exemple, molt semblant al sistema glc
en quant a organitzacié génica, el gen regulador pspF' és regulat negativament pel seu producte
génic i els gens estructurals psp4-E estan regulats positivament per PspF gracies a la preséncia
d’IHF. En aquest sistema afavoreix sis cops la unié del regulador a les seves UASs i el
contacte entre la proteina unida i 'RNA polimerasa. En aquest cas la cooperativitat és
reciproca i la unié de PspF a la seves UASs ajuda a la unié d’IHF.

UAS
4.74- ——p o angle Y°
M angle X°
GlcC activa tsp |
mp e
GleC activa

Complexe transcripcionalment
actin

glcDEFGBT mRNA

Figura 3. Mecdel proposat per la formaci6é del complexe transcripcionalment activ per 1’expressié dels
gens estructurals gicDEFGBT, 1a formacié del complexe trancripcionalment actiu per I’expressié de
gleDEFGBT requereix la unié prévia d’THF (simbolitzat amb dos rectangles, o. i B) al DNA intrinsicament
curvat (amb un angle X°); la proteina GlcC activa (en forma de dimer, indicada amb dos cercles) pot unir-se al
promotor que té un angle diferent (Y°) per accié d’IHF i formar aleshores el complexe que permet iniciar la
transcripcio. Les interaccions entre GleC activa unida al promotor i 'RNA polimerasa es simbolitzen amb dues
linies discontinues, UAS: upstream activator site; IHF site: lloc d’unié d’THF; RNApol: RNA polimerasa.
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Un model semblant al presentat en la Figura 3 pot ser el que regeixi la interacci6 entre
IHF i GlcC en el promotor de glcDEFGBT. Per unir-se al promotor, GlcC necessita trobar el
DNA amb una topologia especifica, que és la que li confereix IHF. Com que el promotor és
intrinsicament curvat, en cas que existeixin molts dimers de GleC (GlcC activa), una petita part
del dimer s’unira al promotor tot i no existir la proteina modificadora de la topologia del DNA.
La uni6 de la forma activa de GlcC al promotor no es tradueix en una activacié de la
transcripcié ja que IHF té un paper addicional en el procés d’inici de la transcripci6. La
distancia existent entre la UAS i el lloc d’unié de I'RNA polimerasa requereix que el DNA es
curvi considerablement per tal de facilitar els contactes proteina-proteina. Aquesta
conformacié la pot dur a terme IHF, que és capag de distorsionar I’hélix de DNA fins a
provocar angles superiors a 140° En el cas del sistema glc, ’efecte de GlcC sobre la unié
d’THF al promotor no ha estat demostrat.

El requeriment de ’acci6 d’IHF per la unié6 de GlcC al promotor de glecDEFGBT
constitueix un mecansime que pot conferir gran especificitat al procés d’inici de la transcripcid.
En aquest cas existeix un mecanisme de control que provoca que el reconeixment de la zona
UAS per part de GlcC (reconeixement de la seqiiéncia de nucleotids) no sigui suficient perque
s’inicii la transcripcid; la preséncia d’THF és imprescindible perque es pugui produir la unié
entre activador i promotor. S’ha descrit que la participacié d’IHF en processos d’unié de
proteines reguladores als seus promotors és un mecanisme que permet suprimir 1’activacié
transcripcional produida per reguladors heterolegs (Pérez-Martin i de Lorenzo, 1995). Aixi en
el sistema glc, la dependéncia total d’THF afavoriria la resposta del regulador GlcC que té una
posicio optima dins el promotor i desafavoriria I’acci6 d’altres activadors heterolegs al sistema.

4. LA REPRESSIO ANAEROBICA DE L’OPERO gIcDEFGBT ESTA MEDIADA PEL
SISTEMA DE DOS COMPONENTS ArcB/ArcA

L’expressi6 dels gens estructurals del sistema glc estd reprimida en condicions
anaerObiques. L’efecte és directe sobre els gens estructurals, ja que la taxa de transcripcié del
gen regulador glcC no es veu modificada per la disponibilitat d’oxigen. Aquesta repressio
s’exerceix a nivell transcripcional per accié del factor de transcripcid ArcA, pertanyent al
sistema de transduccié de senyals de dos components ArcB/ArcA. La repressié mediada per
aquest sistema global de control de la transcripci6 té un efecte pleiotropic sobre 1’accio de la
proteina activadora especifica del sistema (GlcC). Aquest fenomen s’observa també en altres
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sistemes. Aixi, Pactivacié de sod4 (codiﬁca la superoxid dismutasa depenent de manganés
d’Escherichia coli) requereix la participacié de I’activador SoxS. SoxS es sintetitza en
condicions anaerObiques, perd sodd esta reprimit, ja que ’efecte repressor d’ArcA és superior
a I’exercit per I’activador especific (Compan i Touati, 1993).

L’expressi6 anaerobica és de P'ordre del 3.5 % dels nivells aerdbics, tant a nivell de
Pexpressié no induida (creixements en hidrolitzat de caseina) com induida (creixements en
hidrolitzat de caseina més glicolat). La repressié és superable per addicié de nitrat en el medi.
La preséncia d’un acceptor final d’electrons permet la respiracié anaerobica cellular que
desreprimeix la transcripcid; el component sensor ArcB en presencia de nitrat deixa de rebre el
senyal d’anaerobiosi i per tant no s’autofosforila. Aixd provoca que ArcA no sigui fosforilada i
que per tant no actui com a repressor de la transcripcié. L’addici6 de piruvat als cultius
provoca una disminucié de la desrepressié exercida pel nitrat. Esta descrit que el piruvat
indueix la fosforilacié d’ArcB (Tuchi, 1993), i per tant indirectament d’ArcA, que en forma
d’ArcA-P regula la transcripcio.

La confirmacié que un sistema estd sota el control d’ArcB/ArcA s’aconsegueix
analizant I’expressié del sistema en un fons genétic mutant en ArcA. Els mutants ArcB no
s’utilitzen amb aquesta finalitat, ja que aquesta proteina de membrana no és I’inica molécula
capag de fosforilar ArcA (encara que és la majoritaria en condicions de creixement anaerobic).
ArcA pot ser fosforilada també per acetil-fosfat. Per tant I’efecte d’una mutacié en ArcA és
més eficag per esbrinar si un operd forma part del moduld Arc.

L’assaig de I’activitat B-galactosidasa en el mutant JA164®(glcD-lacZ) (arcA2) mostra
la desaparici6 de la repressié anaerobica observada en la soca salvatge MC41000(glcD-lacZ),
indicant la participaci6 directa d’aquest factor de transcripci6 en la repressi6 de expressié de
la fusi6 transcripcional en cél.lules crescudes anaerobicament en abséncia de cap acceptor final
d’electrons alternatiu. En el fons genétic de la soca JA164 (mutant arcA) I’expressié aerobica
de ©(glcD-lacZ) esta elevada respecte la soca salvatge. En condicions aerdbiques existeix una
minima taxa de transcripcié d’arcA; la proteina derivada no pot ser fosforilada per ArcB, que
en condicions d’aerobiosi esta inactiva, perd si per una altra molécula, per exemple I’acetil-
fosfat. Aquesta petita quantitat d’ArcA-P en cél.lules creixent aerobicament és suficient per
explicar la disminucié del 14 % observada en els nivells d’expressié de glcDEFGBT en la soca
salvatge MC4100 repecte la soca JA164.

La repressi6 exercida pel sistema Arc en la transcripcié dels gens estructurals de
Poper6 glc estd mediada per la uni6 de la proteina ArcA al promotor. Experiments de
retardacié de la mobilitat electroforética en gel mostren que la manera d’unir-se a aquest
promotor és la mateixa que ha estat descrita per altres sistemes pertanyents al modulé Arc,
com son lctPRD o sdhCDAB (Lynch i Lin, 1996a). ArcA s’uneix especificament al promotor
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en forma fosforilada. La fosforilacié incrementa Pespecificitat i I’afinitat d’ArcA pel promotor
de glcD. S’observen dos complexes de retardacié, complexe I i II, segons la quantitat de
proteina. Existeix un limit en la concentracié de proteina a partir del qual no es formen
complexes de menor mobilitat electroforética. La formacié d’aquests complexes sembla
indicar que o bé existeix més d’un lloc d’uni6 de la proteina al llarg del DNA usat en el
experiments (que inclou les seqtiéncies -247 a +94) o bé la proteina és capag d’oligomeritzar-
se i per tant de formar complexes de més alt pes molecular i de menor mobilitat
electroforética.

La primera hipotesi va ser confirmada en els assajos de proteccié a la DNasa I. Es pot
observar com I’addici6 d’ArcA no protegeix cap regi6 del promotor, mentre que ArcA-P
protegeix dues regions. Aquestes regions, anomenades ArcA site I (posicions -45 a +31) i
ArcA site II (posicions -106 a -161), contenen diferents seqiiéncies amb alta similitut al
consens proposat per Lynch i Lin (1996a) i confirmat en aquest estudi (totes tenen 7/10
posicions conservades). Aquestes seqii¢ncies es localitzen a les posicions -7 a -16 (a ArcA site
I, cadena no codificant) i a les posicions -102 a -1111-110 a -119 (a ArcA site II, cadena no
codificant i codificant respectivament). El fet que la regié protegida per la DNasa I sigui molt
extensa per una proteina que té un Pm de 28000 suggereix la unié de la mateixa en forma
d’oligomer. Aquest tipus de proteccibé extensa ja ha estat descrit per altres sistemes (Shen i
Gunsalus, 1997). Al llarg de les regions protegides per ArcA-P s’han localitzat diverses
posicions hipersensibles a la DNasa I, la qual cosa suggereix que la uni6 d’ArcA-P promou
una canvi topologic al DNA (Shen i Gunsalus, 1997).

La contribuci6 individual de cadascuna de les tres seqiiéncies a la regulaci6 anaerobica
de glc no ha estat establerta, ja que tant els assajos in vivo com in vitro s’han realitzat amb el
promotor senser (sense delecionar cap de les tres seqiiéncies). Tot i aixo la localitzacié de les
mateixes respecte als altres elements reguladors del promotor permeten pensar en el paper que
cadascuna d’elles exerceix.

La seqiéncia localitzada en ArcA site I esta situada sobre I’hexamer -10 del promotor,
igual que succeeix en el cas d’aldA4. Possiblement 1’efecte repressor d’ArcA en interaccionar
amb aquesta posici6 sigui el d’impedir que 'RNA polimerasa s’hi unexi i per tant d’aquesta
manera s’evita I’inici de la transcripcié. L’hexamer -35 i I’inici de transcripcié també es troben
en la zona més fortament protegida per ArcA-P en ArcA site 1.

Respecte a les seqliencies localitzades a ArcA site I, aquestes es solapen amb la zona
d’uni6 d’IHF. La total dependéncia de ’expressié del promotor de glcD a la uni6 d’IHF
(demostrada en condicions aerdbiques) podria ser el mecanisme pel qual la unié6 d’ArcA-P a
aquesta regié provoqui la repressié impedint la uni6 del factor de transcripcié IHF. Aquest
efecte repressor es veuria amplificat pel fet que sense la unié prévia d’IHF la uni6 de
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I'activador especific GlcC esta seriosament impedida. Estan descrits diversos sistemes
anaerObics que tenen una activacié depenent d’THF (p.e. I'oper6 tdcABC (Wu i Datta, 1992) i
Poper6é narGHJI (Schréder et al, 1993)), per tant la quantitat d’THF present en condicions
d’anaerobiosi no ha de ser el factor limitant per la transcripcié de gleD. La curvatura que
ArcA-P sembla exercir sobre el promotor de glcD podria tenir una orientacié diferent a la
promoguda per IHF o si més no tenir un angle diferent a I’induit per IHF. Per tant, la uni6
d’ArcA-P a la zona II impediria la uni6 d’IHF i distorsionaria el DNA de manera que aquest
tingués una curvatura incompatible amb P’activacié transcripcional. Segons aquest model, la
repressi6 anaerobica del sistema glc estaria assegurada per I'impediment de la uni6 de ’'RNA
polimerasa i d’THF.

La repressio anaerdbica de 'operd gic és congruent amb el metabolisme del glicolat.
Encara que es dongués la transcripcié dels gens estructurals i la traduccié de les proteines
codificades, 1’enzim glicolat oxidasa no seria funcional. El seu mecanisme catalitic implica la
cessio dels electrons a la cadena de transport electronic. Com que el transport d’electrons esta
aturat en condicions d’anaerobiosi, és coherent que un enzim eminentment aerdbic no es
sintetitzi sota una atmosfera andxica. Quan en el medi s’afegeix un acceptor final d’electrons,
la repressié desapareix. Aquest efecte tnicament s’ha observat amb nitrat com a acceptor
alternatiu a 1’oxigen. Ni el fumarat ni el DMSO restauren els nivells aerdbics. Possiblement la
transferéncia dels electrons despresos en I'oxidacié del glicolat a glioxilat requereix un
acceptor d’elevat potencial redox, com és el del nitrat, i no es produiria quan en el medi estan
presents altres acceptors de menor potencial (fumarat o DMSO).

5. LA_MUTAGENESI DIRIGIDA DE LA SEQUENCIA D’UNIO D’ArcA AL
PROMOTOR d’aldd CONFIRMA LA FUNCIONALITAT DE LA SEQUENCIA

CONSENS PROPOSADA PER LYNCH I LIN

La funcionalitat de la seqiiéncia d’uni6é d’ArcA al promotor de glcD es va estudiar en el
promotor del gen ald4. Aquest gen mostra una seqiiéncia 100 % similar al consens d’unié
d’ArcA proposat (Lynch i Lin, 1996a) i una gran repressié anaerobica. Ha estat descrit que
aldA esta reprimit per ’acci6é del sistema de dos components ArcB/ArcA (Limon et al, 1997).
Aquests autors van localitzar la seqiiéncia d’uni6 d’ArcA al promotor d’aldd, entre les
posicions -13 i -4 de la cadena codificant, en base a la seva similitut amb el consens proposat
per Lynch i Lin (1996a). En la cadena no codificant també es troba una seqiiéncia que té 10/10
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' posicions conservades respecte al consens (posicions -2 a -11). Aquestes dues seqliéncies, que
s6n 100 % similars al consens, han estat mutades dirigidament per tal de poder establir a nivell
general si la seqii¢ncia proposada és en realitat la zona on s’uneix el regulador transcripcional
ArcA i si és funcional in vivo.

Els assajos de retardacié de la mobilitat electroforética efectuats amb el promotor
salvatge mostren que ArcA s’uneix especificament al promotor sempre i quan es trobi en forma
fosforilada. La dependéncia de la fosforilacié per la uni6 de la proteina ha estat descrita pels
promotors d’lctPRD, gitA, sdhCDAB i cydAB (Lynch i Lin, 1996a).

Els assajos de protecci6 a la DNasa I confirmen la localitzacié de les dues caixes 10/10
en la zona anomenada ArcA site I. A més a més s’ha localitzat una segona regié anomenada
ArcA site II, que esta protegida davant la digesti6 de la DNasa I. En aquesta segona caixa
existeix una seqiiencia 7/10 a la cadena codificant entre les posicions -138 i -129. Els
“footprints” van ser realitzats amb el promotor senser, que conté els dos centres ArcA site I i
ArcA site II. La proteccié davant la digesti6 era visible en ambdues zones alhora, indicant que
la uni6 a una caixa no impedeix la unié a Paltra. En els mateixos assajos realitzats amb
concentracions menors de proteina es pot observar que mentre ArcA site I continua protegida,
la proteccié d’ArcAsite I no és apreciable. Aquest fet suggereix una més alta afinitat d’unié
amb la caixa I i implica que la unié d’ArcA a aquesta caixa no requereix la uni6 a la caixa II.
Per congixer realment la mecanistica de la uni6 a les dues zones i si existeix cooperativitat en
quan a la uni6 d’ArcA a les dues regions s’haurien de fer els assajos de retardacié en gel i de
footprinting amb fragments parcials del promotor que només continguessin una de les caixes.

La localitzacié d’una caixa d’unié per ArcA solapada amb I'hexamer -10 (ArcA site I)
explica I’efecte repressor sobre la transcripcié d’ald4. En condicions anaerobiques, ArcA es
fosforila per accié d’ArcB. Un cop fosforilada, pot interaccionar amb aquesta seqiiéncia, i
provocar un impediment estéric per la correcte disposicid de 'RNA polimerasa i per tant
impedir la transcripcio.

La segona zona protegida per ArcA-P (ArcA site II) esta localitzada sobre la seqiiéncia
anomenada URS (upstream regulatory site) per Limon et al (1997). La zona URS sembla
intervenir en la induccié de I'oper6é per aldehids. Es possible que en aquestes condicions
inductores, ArcA-P s’uneixi a totes dues zones permetent un efecte cooperatiu entre els dos
complexes units al DNA. Per analitzar aquesta hipotesi s’haurien de construir mutants en
aquesta caixa i veure I’efecte in vivo en condicions aerdbiques i anaerdbiques, perd s’hauria de
tenir en compte per no mutar cap posici6é imprescindible pel funcionament de URS.

La mutagénesi dirigida del promotor d’aldA4, en el qual es van modificar dues posicions
de la possible seqiiéncia consens per ArcA en la regié ArcA site I (es conserven 10/10 residus
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del consens proposat), mostra que el canvi de bases varia drasticament el comportament in
vivo i in vitro. A I’hora de decidir quines mutacions es volia introduir es va tenir en compte no
mutar cap base essencial pel reconeixement per part de 'RNA polimerasa. Es van construir
dos promotors mutants: ald2 i ald3. El promotor mutat ald2 t¢ una G canviada per una C, i una
C canviada per una G. El seu contingut en C+G queda doncs inalterat. Contrariament, en el cas
del promotor ald3, la G és transformada en una A i la C en una T. El contingut de C+G
disminueix, i a més es forma una zona molt rica dAs i dTs que té una gran facilitat per curvar-
se. Per assegurar que I’elecci6 havia estat correcte, es va estudiar el patré d’expressi6 aerobica
basal dels mutants construits. Es va poder comprovar que el sistema es continuava expressant,
tot i que amb una certa disminuci6 respecte el promotor salvatge (87 % per ald2 i 77 % per
ald3). En el promotor salvatge, I’expressié del sistema estd reprimida en condicions de
creixement anaerobiques (en abséncia d’acceptor final d’electrons); aquesta repressié
desapareix quan es transfereix una mutacié arc42 en el fons genétic MC4100®(aldI-lacZ),
indicant el paper del sistema de dos components ArcB/ArcA en la repressi6é anaerobica d’aldA.

L’expressi6 dels promotors mutats en la caixa ArcA site I van mostrar el mateix patrd.
Tant I’expressié anaerdbica de ®(ald2-lacZ) com la de ®(ald3-lacZ) es veu desreprimida per
la introduccié d’aquestes mutacions (és un 80 % de I’aerobica). Aquest resultat mostra que el
consens que havia estat proposat per Lynch i Lin (1996a) en base a I’estudi in vitro de
diferents promotors regulats per ArcA, és realment el lloc d’unié de la proteina, i que les
posicions sén esencials per la unié del factor de transcripci6.

Per tal de poder veure si aquests canvis observats in vivo també es donaven in vitro es
van realitzar assajos de retardaci6 de la mobilitat electroforética usant com a fragment de DNA
els promotors mutats. La longitut del promotor salvatge i dels mutats era la mateixa. Els
assajos es van realitzar en paral.lel de manera que els canvis observats només fossin atribuibles
al canvi en els dos parells de bases.

La uni6 inespecifica d’ArcA al promotor no distingeix entre els promotors mutats i el
tipus salvatge. Aquesta observaci6 indica que la uni6 inespecifica d’ArcA no és mitjangada pel
reconeixement de bases sin6é un tipus d’interacci6 débil derivada del fet que ArcA és una
proteina d’uni6 al DNA. Qualsevol proteina és capag d’interaccionar amb el DNA de forma
inespecifica, encara que només sigui per les interaccions electrostatiques que s’estableixen
entre els grups fosfat carregats negativament i situats a ’exterior de I’h¢lix de DNA i els
residus proteics basics.

Per contra, la retardacié especifica dels diferents promotors amb ArcA-P si va mostrar
un patr6 diferent en funcié de la seqiiéncia. Pel promotor tipus salvatge s’han definit tres
complexes, que per ordre decreixent de mobilitat electroforética sén: complexe I, II i ITI. El
promotor ald2 forma un complexe similar al complexe I a concentracions superiors que el tipus
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salvatge. No s’observa la formaci6 de cap complexe similar a II. Es capag de formar un
complexe semblant al complexe III a la mateixa concentracié que ho forma el promotor
salvatge. Significativament, els complexos formats tenen un aspecte més laxe i poc definit,
demostrant que el canvi de les bases nitrogenades afecta I’afinitat en la unié de la proteina al
promotor. Per tant, Pobservada disminucié de la repressié anaerdbica en els mutants és un
efecte de la menor unié d’ArcA-P al promotor a conseqiiéncia d’una disminuci6 de Pafinitat.

El promotor ald3 té un comportament electroforétic més similar al promotor salvatge
en tant que és capag de formar complexes similars als complexes I, IT i III. Els complexes I i IT
es generen a concentracions superiors que en el cas del promotor salvatge i el complexe III es
forma a la mateixa concentracié. L’aspecte de les bandes de retardacid, tot i no ser tant
definides com les del promotor salvatge, és menys laxe que el de les del promotor ald2.
Possiblement aquest fet €s una conseqiiéncia d’haver augmentat el contingut en dA+dT del
promotor. Aquest augment provoca una major capacitat de distorsié del DNA. Molts factors
de transcripci6 exerceixen la seva funcié provocant curvatura en el seu DNA diana (p.e. 'RNA
polimerasa, el factor CRP, IHF, etc.). Es possible que ArcA també provoqui alguna distorsié
en la topologia del DNA i per tant la seva funcié es veuria afavorida per la preséncia d’un
DNA més moldejable. D’aquesta manera, la disminucié de I’afinitat en els promotors ald2 i
ald3 com a conseqii¢ncia del canvi de bases és parcialment superada in vitro en el promotor
ald3.

Les diferéncies observades in vitro entre els promotors ald2 i ald3 no sén detectables in
vivo. Aquest fet demostra que la interacci6 de multiples factors de transcripcié regula
Pexpressié d’un promotor, i que per tant els estudis in vitro amb una proteina purificada només
permeten veure les interaccions entre la proteina en qiiestio i el DNA, sense poder apreciar la
contribuci6 que altres factors poden tenir en la formaci6é del complexe nucleoproteic.

Els assajos de protecci6 a la DNasa I amb els promotors mutats van permetre observar
que la disminucié de I’afinitat no anava associada a una disminuci6é de I’especificitat en la unié
d’ArcA-P. Tot i que a concentracions deu vegades més elevades que en el promotor salvatge,
ArcA-P continuava protegint les mateixes seqiiéncies de DNA.

La validacié total de la seqiiencia del consens per ArcA requereix una analisi
mutacional més amplia, en la resta de les posicions que el conformen. Aquesta tasca requereix
una analisi prévia per saber quines de les posicions sén modificables sense que s’impedeixi la
uni6 a ’RNA polimerasa. Cal recordar que les caixes que han estat mutades en aquest estudi es
troben localitzades sobre la posicié -10 del promotor d’ald4. Per aquest motiu podria ser
interessant fer mutagénesi de caixes per ArcA que no estiguin situades en posicions tant
critiques per I’expressio basal dels gens.
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6. IMPORTANCIA DEL SISTEMA GENIC gic EN EL MANTENIMENT DELS
NIVELLS INTRACEL.LULARS DE GLIOXILAT

6.1, L’estructura d’operé dels gens estructurals del sistema glc facilita el control dels
nivells intracel.lulars de glioxilat

D’existéncia d’un unic promotor que regula conjuntament Pexpressié de glicolat
oxidasa i malat sintasa G provoca que la sintesi dels dos enzims sigui simultania. Per tant,
encara que en alguns estats metabolics no es requereixi en principi la participacié de la glicolat
oxidasa, aquesta estara present si és necessaria la malat sintasa G.

Aquesta organitzaci6 pot respondre a un mecanisme de seguretat en contra la toxicitat
del glioxilat. El glioxilat és una molécula altament oxidant, i que pot provocar danys a
estructures fonamentals per la céllula (lipids, DNA, etc.) per formaci6 de radicals lliures
toxics (superdxids, hidroxids, etc.). La cél.lula disposa de mecanismes que intenten paliar els
efectes nocius que els radicals lliures poden provocar. Per exemple, Escherichia coli diposa de
dues superoxids dismutases que la protegeixen del dany oxidatiu provocat pels radicals
superoxid (Beyer et al, 1991). Evidentment, pero, el millor mecanisme de protecci6é és el
control de la formacié i acumulacié de I’agent oxidant, que en aquest cas és un important
metabolit intermediari al voltant del qual es connecten una gran varietat de vies (Figura 4).

El fet que glicolat oxidasa i malat sintasa G es sintetitzin conjuntament és important en
aquest sentit per tal de modular els nivells intracel.lulars de glioxilat. Aixi, quan la glicolat
oxidasa genera glioxilat per oxidacié de glicolat, la céllula s’assegura sempre la preséncia
d’una malat sintasa (MSG) que convertira aquest aldehid en malat. No cal dependre de la malat
sintasa A codificada en un locus diferent i mobilitzada majoritariament en altres condicions

fisiologiques.

La completa incorporaci6 dels carbonis del glioxilat al metabolisme general requereix
la participaci6 dels enzims de la via del D-glicerat, els quals s’indueixen pel propi glioxilat. La
transformacié d’aquest compost a través d’aquesta via provoca també la devallada dels seus
nivells intracel.lulars. Daltra banda, P'existéncia a Escherichia coli d’una activitat glioxilat
reductasa constitutiva determina la formacié de glicolat a partir de glioxilat en diferents
condicions fisiologiques (creixements en glioxilat i acetat, degradaci6é de purines, etc.) (Figura
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4). Aquest fet permet mobilitzar la malat sintasa G en situacions que no impliquin directament
la preséncia de glicolat exogen, assegurant aixi la posterior metabolitzaci6 de I’aldehid toxic.

De la mateixa manera que ha estat discutit pel cas de ’operé glc, I’estructura génica del
sistema ace en forma d’oper6 també assegura la detoxificacié del glioxilat format. La sintesi
d’isocitrat liasa va lligada a la sintesi de malat sintasa A i per tant, sempre que es genera
glioxilat per accié de la isocitrat liasa, la céllula disposa d’una activitat enzimatica que el
transforma en una molécula menys reactiva i per tant menys toxica pel bacteri.

Acetat

l Purines

/
/__—\ /Via del D-glicerat

Glicolat Glioxilat ----» ----» ----» 3-fosfogﬁcerat

»
P ta
- - .
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.
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Figura 4. Encreuament metabolic del glioxilat. Les vies de formaci6 de glioxilat intracel.lular estan indicades
amb fletxes de trag continu i les vies que comporten una disminucié del glioxilat intern amb trag discontinu.
GOX: glicolat oxidasa; GXR: glioxilat reductasa; MSG: malat sintasa G; MSA: malat sintasa A. Els enzims
codificats en el locus glc estan emmarcats en un rectangle gris.

L’expressié de I’operd glc no és mai nul.la, tot i que en certes condicions de creixement
s’expressa a nivells molt baixos (p.e. creixements en glucosa). Aixo implica que sempre
existeix dins la cél.lula un cert nivell de glicolat oxidasa i malat sintasa, i per tant es pot deduir
que en contra del que es pensava en un principi, 'oper6é glc no esta dissenyat tinicament per
permetre el creixement d’Escherichia coli en glicolat com a font exogena de carboni i energia
siné que és un operd implicat en el control de la concentracié intracel.lular de I’intermediari
metabolic glioxilat.
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6.2. Importancia de la induccié creuada dels sistemes gic i ace

L’operé ace, involucrat en el metabolisme d’acetat, i 'operd glc, implicat en el
metabolisme de glicolat mostren un cert nivell d’induccié creuada. Aquest entrecreuament
entre els dos sistemes permet la substitucié metabolica dels dos isoenzims de malat sintasa.
L’activitat enzimatica de les dues malat sintases, malat sintasa A (oper6 ace) i malat sintasa G
(oper6 glc) es veu augmentada en unes condicions de creixement que no son les propies de
cada sistema.

La inducci6 creuada entre el sistemes glc i ace es produeix perqué ambdds expressen
una activitat enzimatica del tipus malat sintasa: I’isoenzim malat sintasa G i la malat sintasa A.
La capacitat del mutant JA159 (glcB, MSG") per créixer en glicolat i la del mutant JA166
(aceB, MSA") per créixer en acetat mostren la complementaci6é funcional dels dos isoenzims,
aixi com I’expressi6 dels seus respectius operons, en unes condicions per les quals en principi
no han estat dissenyats. Es podria pensar que el creixement fos permés per la preséncia d’una
tercera malat sintasa induible indistintament per aquestes dues fonts de carboni. Tantmateix,
no s’ha descrit cap altre isoenzim de malat sintasa a Escherichia coli, i es descarta la seva
existéncia ja que la soca JA168, doble mutant de malat sintasa A i G és incapag de créixer en
glicolat o en acetat.

Els nivells d’activitat malat sintasa G de la soca salvatge MC4100 crescuda en acetat
son sis vegades menors que els obtinguts creixent en glicolat. La mobilitzacié de I’isoenzim G
per part de 1’acetat no és gaire elevada en la soca salvatge perd es veu incrementada en un
mutant aceB, la qual cosa permet suplir la deficiéncia en malat sintasa A. L’increment en els
nivells d’activitat enzimatica malat sintasa G es correlaciona amb un augment proporcional de
la quantitat de proteina, mesurada immunologicament. Aquesta correlaci6 indicaria que no
existeixen altres mecanismes de regulaci6é de la transcripcié addicionals al de la formaci6 del
complexe nucleoproteic transcripcionalment actiu.

La manca d’activitat enzimatica glicolat oxidasa en els extractes cel.lulars de la soca
MC4100 crescuda en acetat es pot explicar en base als nivells d’expressi6 del sistema glc en
aquestes condicions (sis vegades inferior a I'obtinguda en glicolat). La baixa activitat especifica
d’aquest enzim en els extractes de cél.lules induides per creixement en glicolat fa que els seus
nivells es situin per sota dels limits de detecci6 en els creixements en acetat. Es pot especular,
perd, amb la possibilitat que la manca d’activitat glicolat oxidasa en aquestes condicions f6s
conseqiiencia de diferents mecanismes de regulacié, que impliquessin una inactivacié de
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Penzim sintetitzat, o alternativament una expressi6 génica diferencial respecte el gen que
codifica la malat sintasa G.

La possible preséncia d’un promotor alternatiu tUnicament per glcB induit per
creixements en acetat estd descartada ja que ’expressié de ®(glcBA-lacZ) no mostra cap
activitat promotora ni en preséncia d’acetat ni de glicolat, inductor propi del sistema glc. Per
tant, la inducci6 creuada dels sistemes glc i ace s’exerceix sobre I'inic promotor actiu situat a
5’ de gleD.

La induccié de ’operd glcDEFGBT per acetat estd mediada per ’accio de la proteina
GlcC. Mutacions en el gen glcC impedeixen la inducci6 de gleD per acetat, per tant la proteina
¢s indispensable per poder activar el sistema en qualsevol condicié de creixement. Quan els
experiments de segrestament duts a terme amb la soca MC4100®(glcD-lacZ) descrits
anteriorment (Resultats 4.1.2.) es feien en preséncia d’acetat com a inductor, els resultats eren
els mateixos que en glicolat. Els nivells cromosomics disminueixen al 20 % quan la soca és
transformada amb un plasmidi multicopia que conté tot el promotor glcD (posicions -177 a
+94), indicant que el fragment estd segrestant un factor necessari per la induccié creuada
mediada per acetat.

Per analitzar si la molécula efectora de la induccié de I’expressié de la fusié d(glcD-
lacZ) en creixements en acetat és el propi acetat o bé un altre metabolit format en el seu
metabolisme, la fusié transcripcional de 'operd glc va ser transferida a diferents fons genétics i
assajada en base a P’activitat B-galactosidasa expressada. L’analisi paral.lela de la malat sintasa
G mitjangant electroimmunodifusié, permet observar que els seus nivells augmenten o
disminueixen paral.lelament amb els nivells de transcripci6 a partir del promotor de gicD.

En els cultius en acetat de la soca JA165 (mutant d’isocitrat liasa) s’observa un nivell
d’inducci6é de ®(glcD-lacZ) del mateix ordre que en la soca salvatge. Aquesta soca només pot
transformar 1’acetat fins a isocitrat, i per tant indica que o bé I’acetat per si mateix o algun dels
metabolits que es formen fins a I’obtencié d’isocitrat pot ser I'inductor de I’operé gic. Per tant,
sembla que no cal que es formi glioxilat per poder observar induccié del promotor de glcD en
aquestes condicions.

Encara que no sigui el propi glioxilat qui promou la induccié observada en la soca
JA165, I’'increment en els seus nivells promou la induccié del sistema glc. Aixi, en la soca
JA166 ®(glcD-lacZ) (mutant de malat sintasa A) la inducci6 del promotor per creixement en
preséncia d’acetat €s 2.5 vegades major que la de la soca salvatge. La manca d’un isoenzim de
malat sintasa determina segurament un increment en els nivells intracel.lulars de glioxilat i
aquesta pot ser la causa de I’augment en I’expressi6 del sistema. Bé el glioxilat per si mateix o
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el glicolat format per I’activitat constitutiva glioxilat reductasa poden ser els responsables de la
inducci6 del sistema glc en aquestes condicions.

En la soca JA168 ®(glcD-lacZ) (doble mutant de malat sintasa A i G) I’expressio esta
augmentada cinc cops respecte la soca salvatge, no només en acetat sindé també en hidrolitzat
de caseina. En aquesta soca, els nivells de glioxilat s6n encara majors, ja que cap dels
isoenzims de malat sintasa és funcional. El fet que la induccié es produeixi en creixements en
hidrolitzat de caseina implica la formacié de glioxilat es produeix en la degradacié
d’aminoacids (directament o bé per formacidé d’acetat que es transformara en glioxilat).

En els mutants JA166 i JA168 la induccié en preséncia d’acetat estd augmentada. En
tots dos casos la quantitat de glioxilat esta incrementada intracel.lularment, i aixo es tradueix
en un augment de la induccié creuada. Potser la toxicitat del glioxilat és el senyal directe o
indirecte que fa activar la transcripcié de glcDEFGBT i que per tant media la inducci6 creuada.
Pot ser un senyal directe si el glioxilat és un efector de la proteina activadora GlcC.
Tantmateix, el fet que la soca JA165 (mutant isocitrat liasa que no forma glioxilat a partir
d’acetat) sigui capa¢ d’induir la transcripcié de glcD sembla descartar o donar menys pes
Iefecte directe del glioxilat com a inductor de GleC. Es possible, doncs, que actui com un
senyal indirecte a través de la seva transformacié en glicolat, la qual esta afavorida en
condicions d’acumulacié intracellular de glioxilat. En aquest cas el paper de la glioxilat
reductasa seria essencial com a mecanisme de proteccié i defensa contra I'oxidacié de les
estructures cel.lulars que promou el glioxilat

La similitut estructural entre ’acetat i el glicolat permet dislumbrar el mecanisme
molecular que media la induccié crevada dels operons glc i ace. A partir de I’estudi de la
induccié de la fusi6 ®(glcD-lacZ) per creixement de la soca tipus salvatge MC4100 en
diferents fonts de carboni es pot deduir que la proteina GlcC pot recondixer diferents
molécules estructuralement semblants al glicolat. Aquestes actuarien com a efectors provocant
una activacié de la proteina, encara que amb una eficiencia menor que el glicolat (com es
reflecteix pels menors nivells d’inducci6). Tots dos, acetat i glicolat, s6n acids monocarboxilics
de dos atoms de carboni. Unicament es diferencien en la substitucié d’un hidrogen del grup
metil (acetat) per un grup hidroxil (glicolat).

El sistema ace ha esta estudiat extensament per diferents autors (Chung er al, 1988)
(Sunnaborg et al, 1990) i Pinductor del sistema s’ha demostrat, per experiments de retardacié
de la mobilitat electroforética en gel, que és el fosfoenolpiruvat (Cortay et al, 1991). La unié
del fosfoenolpiruvat al repressor IcIR impedeix que el factor de transcripci6 s’uneixi al
promotor d’aceBAK i per tant I’expressié d’aquest operd esta desreprimida. La formaci6 de
fosfoenolpiruvat per la via del D-glicerat (Ornston i Ornston, 1969) pot ser el mecanisme a
través del qual el glicolat provoca la induccié creuada sobre ’oper6 ace.
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—  L’expressio dels sistemes glé i ace esta coordinada en diferents condicions cel.lulars
que van més enlla de les que demostren la induccié creuada (creixements en glicolat i acetat).
En condicions d’anaerobiosi, igual que succeeix en 1’operé gle, 'oper6 ace esta reprimit. El
sistema ace €s un sistema aerobic (Clark i Cronan, 1996): I’acetat no pot ser metabolitzat
sense el cicle de Krebs, que és eminentment aerobic. En aquest sistema, s’ha suggerit que la
repressié anaerdbica estda mediada pel sistema de dos components ArcB/ArcA (Tuchi i Lin,
1988). Per tant, en abséncia d’oxigen els dos operons estan igualment reprimits i aquest fet
implica que cap d’ells no funcionara sense la preséncia de Daltre.

El factor IHF activa 1’expressi6 de 'operd ace (Resnik et al, 1996), igual que succeeix
en l’operd glec, si bé el mecanisme a través del qual actua és diferent del proposat en aquest
treball per 'operé gle. Qualsevol variacié en el medi extern que comporti un canvi en la
concentraci6 intracel.lular d’THF afectara per igual als dos sistemes, i per tant aquests
continuaran estant coordinadament transcrits i regulats.

El fet que dos sistemes globals de control de la transcripcié (ArcB/ArcA i IHF) tinguin
els mateixos efectes sobre Iexpressié6 de glcDEFGBT i aceBAK possibilita que la inducci6
creuada que presenten tots dos operons varii en el mateix sentit enfront els canvis als quals es
veu sotmes el bacteri.

6.3. L ’expressio de gicDEFGBT depén del fluxe de carbonis

\

El sistema glc esta induit en cultius de la soca salvatge MC4100 crescuda en preséncia
de glicolat, glioxilat, acetat, D,L-glicerat i D-lactat.

Ja s’ha comentat anteriorment que la induccié de 'oper6 glc promoguda pel glioxilat
pot ser una conseqiiéncia indirecta de la seva transformacié en glicolat catalitzada per la
glioxilat reductasa. Tantmateix, cal destacar ’elevada similitut estructural d’aquests dos
compostos de dos atoms de carboni, la qual cosa podria suggerir el reconeixement del glioxilat
per part de la proteina activadora GlcC. D’altra banda, D-lactat i glicerat sén compostos de
tres carbonis, que igual que el glicolat tenen estructura d’o-hidroxiacids. En base als nivells
d’activitat p-galactosidasa es podria suggerir que son capagos d’interaccionar amb GlcC i
induir el canvi d’aquesta proteina a la seva forma transcripcionalment activa. En aquest cas la
induccid es podria explicar només en base a la similitut estructural de les molécules inductores,
ja que el metabolisme d’aquests compostos no genera cap intermediari comi amb els derivats
del glicolat.
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Curiosament, els creixements en L-lactat no estimulen la induccié del sistema glc,
indicant que la disposici6 espaial del grup hidroxil és important pel reconeixement. Tot i que el
glicolat no presenta estereoisdmers, el reconeixement de I'inductor per part de 1’activador
GlcC sembla ser estereoselectiu (Figura 5).

(}Hz =COO0H ﬁH-COOH CH; =COOH
OH O
Glicolat Glioxilat Acetat
100 % 50,0 % 17,5 %
H OH
— T | |
HOCH2 = GH=COOH CH3=C—COOH  CH3—C=COOH
OH OH H
Glicerat D-lactat L-lactat
41,6 % 33,3 % 5,5 %

Figura 5. Compostos estructuralment relacionats amb el glicolat que indueixen P’expressié de ®(glcD-
lacZ) en la soca salvatge MC4100. Es mostra |’estructura de diferents compostos relacionats amb el glicolat i

el % d’induccié de la fusié ®@(glcD-lacZ) (respecte els nivells assolits amb glicolat) en creixements de la soca
MC4100 en hidrolitzat de caseina al 0.05 % en preséncia de cadascun dels compostos.

L’expressio dels gens estructurals del sistema glc estd reprimida en creixements en
preséncia de glucosa (20 unitats Miller d’activitat B-galactosidasa). Aquests nivells d’activitat
sén menors que els observats per altres fonts de carboni no inductores, com sén glicerol o
xilosa.

L’addici6 de cAMP al medi no reverteix la repressié exercida per glucosa. Aixo indica
que I’efecte repressor de la glucosa no esta mediat per la proteina CRP i no sembla respondre
al model de repressi6 catabolica revertible per cAMP. En aquest sentit cal esmentar que
Panalisi in silico del promotor de glcD no mostra cap caixa d’unié a CRP.
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Cal tenir present, pero, qué la glucosa pot exercir repressid catabolica per un
mecanisme diferent que no depén de CRP-cAPM, conegut com a “exclusié de 1'inductor”.
Recentment s’ha descrit que en aquest mecanisme esta implicat el producte del gen pisG, el
qual en la seva forma defosforilada és un inhibidor de la lactosa permeasa (Kiwata et al, 1997).
D’aquesta manera la glucosa promou una activacié del gen ptsG que condueix a la inactivacié
d’algunes permeases. Aquest podria ser el mecanisme o un dels mecanismes implicats en la
repressio per glucosa exercida sobre ’oper6d gle. Una inactivacié del(s) transportador(s) del
glicolat evitaria I’entrada de I’inductor a linterior de les cél.lules mentre en el medi la glucosa
hi sigui present. El fet que el moduld CRP no controli ’expressié del sistema glc sembla
indicar que la seva funcié principal no és la de créixer a expenses de glicolat extern, i apunta la
funci6 del sistema glc en el metabolisme intermediari d’ Escherichia coli.

Els cultius en preséncia de glicerol també tenen un efecte repressor sobre I’expressio de
glcDEFGBT, encara que potser no tant marcat com la glucosa (50 unitats Miller d’activitat -
galactosidasa). La repressid que diferents fonts de carboni exerceixen sobre els gens
estructurals del sistema glc suggereixen la regulacié del mateix per un sistema global de
control de la transcripci6 que dirigeix el fluxe metabolic de compostos carbonats i que provoca
una repressio per catabolit independent de la concentraci6 intracellular de cAMP. Aquest
sistema global de la transcripcidé podria ser el sistema CRA. Creixements en succinat, que €és
una font de carboni gluconeogénica, mostren uns nivells de transcripcié similars als de
Ihidrolitzat de caseina, la qual cosa indica que en aquest cas no existeix una repressié
catabolica. Aixo és indicatiu que el sistema glc pot estar sota control de CRA.

En la seqiiéncia del promotor de glcDEFGBT no s’identifica cap seqtiencia consens per
la unié a CRA. Estan descrits, perd, operons que pertanyen al modulé CRA i que no tenen en
els seus promotors seqiiencies d’unié al factors de transcripcid, p.e. cydAB (Ramseier et al,
1996). La demostraci6 que el sistema glc esta sota el control de CRA s’haura de comprovar en
mutants deficients en aquesta proteina reguladora.

De tots els sistemes que mostren caixes d’unié a CRA, només els sistemes implicats en
la utilitzaci6 de fonts de carboni pertanyen a aquest modul6. L’accié de CRA com activador o
repressor nomeés es pot apreciar per assajos in vivo, ja que no sembla haver distincié entre les
seqiiéncies consens reconegudes quan aquesta proteina actua com a activador que com a
repressor. El factor que determina que CRA actui com a activador o repressor és la interaccio
que pugui establir amb d’altres proteines reguladores que actuin sobre el promotor. Diferents
sistemes que estan sota el control de CRA també estan regulats per IHF, i del resultat
d’aquesta interacci6 sorgeix ’efecte positiu o negatiu de CRA.
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El sistema ace esta regulat positivament per CRA. Sembla 1dgic que els sistemes gici
ace, que presenten induccié creuada i que estan conjuntament regulats per IHF i ArcB/ArcA
també estiguin regulats en quant a la repressio catabolica i a la direcci6 del fluxe de carbonis.

6.4. Formacié endogena de glicolat

El fet que el glicolat i el glioxilat siguin interconvertibles dins la cél.lula per accié de la
glicolat oxidasa i de la glioxilat reductasa fa dificil saber quin dels dos compostos és la
molécula efectora de GlcC, I’activador transcripcional del sistema gle. L’estudi de I’expressi6
de la fusié ®(glcD-lacZ) en els fons genétics de mutants deficients en glicolat oxidasa (soques
JA155(gleD: :cat), JA156(gIcE::caf) i JA157(glcF::cat)) evidencia que la incapacitat de les
céllules per transformar glicolat en glioxilat incrementa la transcripcié d’aquesta fusié de
manera molt considerable en condicions en les quals no hi ha glicolat exogen, com sén els
creixements en hidrolitzat de caseina. Sembla, doncs, que el metabolisme d’aminoacids genera
glicolat que s’acumula en els mutants glicolat oxidasa. L’expressi6 de ®(glcD-lacZ) en altres
mutants del sistema (mutants de malat sintasa G, de GlcG i del possible transportador) no es
veu modificada en creixements en hidrolitzat de caseina respecte la soca salvatge MC4100, la
qual cosa sembla donar pes a la hipodtesi que la formacié i acimul de glicolat intracel.lular en
creixements en hidrolitzat de caseina pot ser el responsable de I'increment en la transcripcié de
la fusi6 de I’operd en aquests mutants.

Aquest efecte d’augment de ’expressio de 'oper6 glc en mutants glicolat oxidasa
podria ser causat per un efecte dosi de la proteina activadora GicC. Aquesta possibilitat esta
descartada perque els nivells d’expressi6 de la fusié6 ®(glcC-lacZ) en els mutants de glicolat
oxidasa no varia respecte la soca salvatge MC4100. Per tant, aquest resultat sembla confirmar
que I'efecte observat en els mutants é€s derivat de I’augment dels nivells intracel.lulars de la
molecula efectora.

Estan descrites dues vies per la formaci6 de glicolat intracel.lular: a partir de 1’oxidacié
de glicolaldehid per accié de I’aldehid deshidrogenasa (codificada pel gen aldA4) o a partir de la
reduccié del glioxilat catalitzada per la glioxilat reductasa. L’estudi de P’expressié de ’operd
glc en mutants d’aquests enzims pot ajudar a elucidar el mecanisme d’acumulaci6 de glicolat
en els mutants glicolat oxidasa creixent en hidrolitzat de caseina.

El gen que codifica la glioxilat reductasa no ha estat ni localitzat ni descrit, per la qual
cosa la introducci6 d’una mutaci6 en el seu gen i les conseqiiéncies que aquesta pot comportar
no s’han pogut analitzar en aquest treball.
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Una mutaci6 en el gen aldA va ser transferida al fons genétic de la soca MC4100 i de
les soques mutants glicolat oxidasa. En les soques resultants es va assajar l’activitat
transcripcional de la fusié ®(glcD-lacZ), i es va poder observar que la mutacié en aquest gen
no varia en absolut el patré d’expressié. Aquesta observaci6 indica que en els mutants glicolat
oxidasa el glicolat acumulat en la degradaci6 d’aminoacids no prové de I'oxidacié de
glicolaldehid.

Aquesta formaci6 de glicolat podria ser produida per una reaccié enzimatica no
descrita 0 bé per reduccié de glioxilat (catalitzada per la glioxilat reductasa). La segona
hipotesi esta refor¢ada pel resultat del doble mutant de malat sintasa G i A (té molt dismunuida
la capacitat d’eliminar glioxilat), en el qual s’observa un increment de ’expressio del sistema
en creixements en hidrolitzat de caseina. Aquest fet sembla indicar que existeix una connexio
entre el sistema glc i el metabolit central glioxilat a través de ’enzim constitutiu glioxilat
reductasa. Per tant, el sistema glc no sembla estar dissenyat unicament per créixer a expenses
de glicolat com a font externa de carboni i energia siné que sembla intervenir activament en el
control dels nivells de glioxilat (quan aquests augmenten el sistema s’indueix per la seva accié
directe com a molécula efectora o per la formacié de glicolat). El rol del sistema gic en
Pencreuament metabolic del glioxilat mostra la importancia d’aquest sistema en la fisiologia
cel.lular d’Escherichia coli, i podria explicar el fet que I’expressié d’aquest sistema mai no és
completament nul.la en cap font de carboni assajada.

Curiosament, els nivells d’expressi6 de la fusi6 ®(glcD-lacZ) en un mutant glicolat
oxidasa creixent en glioxilat son menors que en la soca tipus salvatge. Quan aquest mutant
creix en hidrolitzat de caseina, la degradacié d’aminoacids genera quantitats baixes de glioxilat,
que per acci6 de la glioxilat reductasa es transformen en glicolat. El glicolat s’acumula i
provoca la sobreexpressié de 1’operé glc. La glioxilat reductasa possiblement és molt afi al
glioxilat, i en aquestes condicions la concentraci6 intracel.lular de 1’aldehid no és limitant per
I’activitat reductasa perd si per les altres vies de transformaci6 de glioxilat. Quan el mutant es
fa créixer en preséncia de glioxilat, la concentracié intracellular del mateix es veu molt
incrementada de forma rapida i aquesta pot ser capag d’induir ’expressi6 dels gens de la seva
propia degradacié (els enzims de la via del D-glicerat). La transformacié de glioxilat a 3-
fosfoglicerat podria eliminar practicament tot el glioxilat de Iinterior cel.lular i disminuir la
seva concentracié a nivells inferiors dels cataliticament actius per la glioxilat reductasa. Aixo
semblaria indicar que el glicolat seria I'inductor del sistema glc i que aquest es formaria a partir
del glioxilat. Per tant, la relacié entre les activitats enzimatiques codificades en el locus gic i els
nivells interns de glioxilat quedaria palesa en aquest resultat.
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1. La seqiienciaci6 de la regi6 del locus glc (min 64.5 del cromosoma d’Escherichia
coli) que complementa l'activitat glicolat oxidasa deficient en el mutant JA151, mostra que en
aquesta regié estan codificats cinc gens (glcC, glcD, gicE, glcF i glcG) relacionats amb el
metabolisme de glicolat i glioxilat.

2. L’analisi de la seqiiéncia aminoacidica derivada dels gens que codifiquen la glicolat
oxidasa, I’expressioé dels mateixos en un sistema de maxicel.lules, la seva disrupcié per insercié
d’un casset CAT i la localitzaci6 subcellular dels seus productes d’expressié permeten
concloure que la glicolat oxidasa és un enzim heteroligomeéric, format per tres subunitats
(GleD, GIcE i GIcF ), 1lligat a la membrana plasmatica.

3. Els estudis d’expressié per Northern Blot i les fusions transcripcionals al gen lacZ
dels diferents gens del locus glc indiquen que el sistema gic estd organitzat en dues unitats
transcripcionals, una de les quals pertany al gen regulador i I'altra als gens estructurals, els
quals s’organitzen en forma d’oper6 (glcDEFGBT).

4. L’analisi de la seqiiéncia aminoacidica derivada del gen glcC, la seva disrupcié per
insercié d’un casset CAT, l'efecte dosi de la proteina en la transcripcié i els estudis de
retardacié de la mobilitat electroforética amb extractes crus del mutant JA154 (gleC: :cat)
mostren que GlcC és I’activador transcripcional especific de 'operé glcDEFGBT i que és
alhora un repressor de la seva propia transcripcio. '

5. L’analisi de I’expressio de la fusi6 transcripcional de 1’operé glcDEFGBT en fons
genétics de mutants en IHF i els estudis de retardacié de la mobilitat electroforética amb
extractes crus dels mutants JA162 (himA::cat) i JA163 (himD3::caf) permeten concloure que
la transcripcio de I’opero6 gic és totalment dependent del factor de transcripcié global IHF.

6. La repressié de operé glcDEFGBT en creixements en glucosa, la incapacitat de
revertir aquest efecte repressor per addicié de cAMP en el medi i la inexisténcia de seqiiéncies
consens per la uni6 de cAMP-CRP en el seu promotor mostren que el sistema gic no forma
part del modul6é CRP.

7. L’expressié de la fusi6 transcripcional ®(glcD-lacZ) en condicions de creixement
anaerObiques (en preséncia o abséncia d’acceptors finals d’electrons), I’analisi de la mateixa en
mutants arcA, els estudis de retardacié de la mobilitat electroforética i els estudis de protecci6
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a la DNasa I amb proteina ArcA purificada permeten concloure que la repressié de 'operé glc
en condicions d’anaerobiosi esta exercida pel sistema de dos components ArcB/ArcA.

8. L’expressié del sistema ald4 en mutants de la caixa ArcA-P en la regié -10 del seu
promotor, els estudis de retardaci6 de la mobilitat electroforética i els de proteccié a la DNasa
I amb proteina ArcA purificada amb els promotors mutats indiquen que el consens proposat
per Lynch i Lin és la segiiéncia a la qual s’uneix ArcA i que esta realment implicada en la
repressié anaerdbica mediada per aquest factor de transcripei6 global.

9. L’analisi genética de diferents mutants del sistema gic i del sistema ace, ’analisi
bioquimica de les activitats enzimatiques codificades en el locus glc creixent en glicolat, acetat
i glioxilat, i 'estudi de P’expressi6 de I'operé gicDEFGBT per acetat mitjangant fusions
transcripcionals mostren que els sistemes gic i ace presenten una inducci6 creuada.

10. L’expressio de I'operéd gicDEFGBT i de gleC en els fons genétics de mutants
glicolat oxidasa i en dobles mutants de glicolat oxidasa i d’aldehid deshidrogenasa, creixent en
hidrolitzat de caseina, permeten concloure que el glicolat s’acumula intracel.lularment en
condicions en les quals no es troba present en el medi de cultiu, i que aquest no prové de
P’oxidacié de glicolaldehid.

11. L’estructura d’operd dels gens estructurals del sistema glc, la seva sobreexpressio
en mutants de malat sintasa A i/o de malat sintasa G en creixements en hidrolitzat de caseina,
Pexisténcia de P’activitat enzimatica constitutiva glioxilat reductasa i el fet que 1’expressié de
I’oper6 mai no és nul.la indiquen que el sistema glc juga un paper molt important en el control
de les concentracions de I’intermediari metabolic glioxilat.
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Molecular characterization of Escherichia coli malate synthase G
Differentiation with the malate synthase A isoenzyme
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Two genes encoding the enzymes malate synthase G and glycolate oxidase, have been linked to
locus gle (64.5 min), responsible for glycolate utilization in Escherichia coli. The gene encoding
malate synthase G, for which we propose the notation gicB, has been cloned, sequenced and found
to correspond to a 2262-nucleotide open-reading frame, which can encode a 723-amino-acid
polypeptide, clearly different from the isoenzyme malate-synthase A, which has 533 amino acids.
Northern-blot experiments indicate that glcB was expressed as an apparently monocistronic tran-
script, inducible by glycolate. Malate synthase G was purified to near homogeneity. The molecular
mass determined by gel filtration yielded a value of 82 kDa for the purified enzyme and the same
value as for the crude extract enzyme, indicating a monomeric structure. Despite the lower sequence
similarity between malate synthase G and the other reported malate synthases, three out of nine
consensus boxes defined in most of these enzymes are conserved in addition to a cysteine residue
that has been reported to be important for the catalytic mechanisms.

Two isoenzymes of malate synthase have been described
for the metabolism of glyoxylate in Escherichia coli. Malate
synthase A (MSA), involved in the glyoxylate by-pass reac-
tion, is encoded by the gene aceB belonging to the ace op-
eron located at 91 min on the genetic map [1], and is pre-
dominant (60% total activity) in cells metabolizing the gly-
oxylate formed in the dissimilation of acetate [2]. The other
isoenzyme, malate synthase G (MSG), encoded by a gene
mapped in the locus glec, accounts for almost the entire ma-
late-synthesizing activity in cells metabolizing the glyoxylate
formed during growth on glycolate [2]. Both isoenzymes cat-
alyze the condensation of glyoxylate and acetyl-CoA to yield
malate, display very similar kinetic parameters for the sub-
strate [3], and are distinguished on the basis of their chroma-
tographic separation, thermostability and sensitivity to inhibi-
tors such as glycolate and oxalate [3].

In glycolate metabolism, this compound is first oxidized
to glyoxylate by the action of glycolate oxidase [4, 5]. Gly-
oxylate is subsequently metabolized by two divergent coden-
sation reactions; one reaction is catalyzed by glyoxylate car-
boligase, which converts two glyoxylate molecules to
tartronic semialdehyde and carbon dioxide [6], and the other
reaction is catalyzed by MSG. The latter process can be con-
sidered a reaction of an oxidative pathway if glyoxylate is
metabolized through the dicarboxylic cycle, or a reaction of
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Abbreviations. MSA, malate synthase A; MSG, malate syn-
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an anaplerotic route if the citric acid cycle is involved in the
oxidation of glyoxylate [7].

While the molecular organization and regulation of the
gene aceB have been extensively studied [1], nothing has
been reported about the gene encoding MSG in E. coli. In
this study we report the cloning and DNA sequencing of the
gene encoding MSG and the molecular characterization of
the purified enzyme.

MATERIALS AND METHODS
Bacterial strains and growth conditions

All strains were derivatives of E. coli K12. Strain W3110,
used by Kohara et al. [8] to prepare the library from which
glcB was cloned in this study, was also used as a source of
MSG in the purification procedure. Strain DV021A05 con-
taining a deletion speC-glc [2] was made ppc* by transduc-
tion of this marker from the wild type strain and selection of
transductants on glucose (strain JA150). Strain JA151 was
obtained by transduction of the recA marker from strain
BW11656 [9] into strain JA150 and selection of transduc-
tants on Luria-Bertani medium/chloramphenicol plates. Two
glycolate-negative mutant strains (JA152, JA153) were de-
rived from the E. coli strain CGSC 4833. Strain JA152 was
obtained by mutagenesis with ethyl methane sulfonate, selec-
tion on glucose plates and replica plating on glycolate. Strain
JA153 was obtained by insertion of TnJ, selection on Luria-
Bertani medium/kanamycin plates and replica plating on gly-
colate. Both strains retained the ability to grow on glyoxy-
late. Strain S¢1023 (nupG::Tnl0) and strain NK6027
(metC::'Tnl0) [10] were used in transduction experiments for
the linkage of their markers to the glc locus.

Cells were grown aerobically as described previously
[11] on Luria-Bertani medium or minimal medium. In the
latter case, carbon sources were added at the following con-
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centrations: 0.5% casein acid hydrolysate, or 1% in cultures
of transformed cells; 10 mM glucose; 30 mM glycolate;
30 mM glyoxylate. For solid medium cultures, 15 g/l agar
was added. Where indicated, kanamycin to 25 pg/ml, tetracy-
cline to 15 pg/ml, chloramphenicol to 50 pg/ml, or ampicillin
to 100 pg/ml were added.

Preparation of cell extracts and enzyme activities

Malate-synthase activity was measured in extracts of
cells grown with the indicated conditions and harvested at
the end of the exponential phase. Cell extracts were prepared
as described previously [12] in 10 mM Tris/HCl, pH 8.0,
containing 1 mM MgCl,. Determination of total activity and
the relative concentrations of the two forms of malate syn-
thase, A and G, were performed as described by Ornston and
Ornston {7].

Glycolate oxidase activity was determined spectrophoto-
metrically according to the method of Lord [S]. The 30%
ammonium sulfate fraction was routinely used as source of
enzyme to avoid non-specific reduction of 2,6-dichloroindo-
phenol.

Enzyme purification and amino acid sequence analysis

MSG was purified from strain W3110 grown on 5 mM
succinate in the presence of 30 mM glycolate as inducer. The
procedure was carried out at 4°C and consisted of DEAE—~
Sepharose chromatography and heat inactivation in the pres-
ence of oxalate, followed by hydroxylapatite chromatogra-
phy. The first two steps were adapted from those described
by Falmagne et al. [3].

The crude extract was dialyzed against 10 mM Tris/HC],
pH 8.0, containing 1 mM MgCL (buffer A), and was loaded
onto a DEAE—Sepharose (Pharmacia) column equilibrated
with the same buffer. The column was first washed with
buffer A and eluted with a linear gradient (1—100 mM) of
MgCl, in 10 mM Tris/HCl, pH 8.0. Fractions containing
most of the MSG activity were pooled and diluted to 2.5 mg/
ml in 50 mM Tris/HC], pH 8.0, containing 10 mM MgCl,
(buffer B). To prevent MSG inactivation during heat treat-
ment, 10 mM oxalate was added. After incubation of the
sample at 61°C for 20 min, 15 mM CaCl, was added to pre-
cipitate oxalate, which was removed by centrifugation at
20000 g for 15 min. MSG activity was recovered in the su-
pernatant fraction. This sample was dialyzed against buffer
A and applied to a hydroxylapatite column (Bio-Gel HTP,
BioRad) equilibrated with the same buffer. The column was
first washed with buffer A containing 400 mM MgCl,, and
was eluted with a linear gradient of MgCl, (400—1500 mM)
in buffer A. Fractions containing malate-synthase activity
were pooled, concentrated by ultrafiltration and the excess
MgCl, was removed by dialysis against buffer A.

This preparation was analysed by 7.5% SDS/PAGE in
the presence of sodium thioglycolate in the top reservoir to
prevent amino acid destruction. An aliquot of the enzyme
was treated with dansyl chloride [13, 14], run in parallel and
used to identify the protein band corresponding to MSG. This
was cut from the gel and the protein was electroeluted in an
electrophoretic sample concentrator using 10 mM ammo-
nium bicarbonate, pH 8.0.

The electroeluted enzyme solution was concentrated in a
vacuum chamber and the N-terminal sequence was deter-
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Fig. 1. Physical map of the genomic region containing the gicB
gene. Restriction map of E. coli genomic region containing the glc
locus (3125—3150 kb) carried by the phage Z1G7 clone of Kohara
et al. [8] (top two lines). The shaded bar is the glcB gene and the
arrow indicates the direction of transcription. The restriction en-
zymes are as follows: EV, EcoRV; H, HindIIl. The restriction frag-
ments used in the construction of plasmids in this study are shown
in thick lines below the restriction map. Thin lines correspond to the
fragments of the subclones constructed by deletion of the pIM4 in-
sert. The fragments complementing MSG activity are marked (*).

mined by automated Edman degradation with an Applied
Biosystems model 470A gas-phase sequenator.

Molecular-mass analysis

The molecular mass of the subunit was determined by
SDS/PAGE as described by Laemmli [15], using the molecu-
lar mass markers indicated in Fig. 4.

The molecular mass of the native enzyme was deter-
mined on an Ultrogel ACA-34 calibrated column (1.5 cm
X 95 cm) equilibrated and eluted with buffer A at a rate of
15 ml/h. Calibration was performed using the proteins indi-
cated in Fig. 5. Alternatively, buffer A containing 50 mM
NaCl was used to analyze possible aggregation or dissoci-
ation effects on the enzyme structure depending on buffer
ionic strength. '

Gene transfers, DNA manipulation
and plasmid construction

Phage P1 transduction experiments were performed
essentially as described by Miller [16]. Plasmid DNA was
routinely prepared by the boiling method [17]. For large scale
preparation, a crude DNA sample was subjected to purifica-
tion through a column (Qiagen GmbH).

DNA manipulations were performed essentially as de-
scribed by Sambrook et al. [18]. The DNA sequence was
determined by the dideoxynucleotide-chain termination pro-
cedure of Sanger et al. {19]. Double-stranded plasmid DNA
was used as the template. Plasmid purified in a Qiagen col-
umn was used for the construction of ordered deletions with
Erase-a-Base (Promega). Universal or T3 primers were used
except at two problem regions at approximately 320 bp and
1650 bp where oligonucleotides VT1C (5" TCAAACCA-
TAACCCAGAG 3, VT2C (5 GCCCGTGGTTTCCACC-
GT 3’), VI3C (5 GTTCATCAATACCGGTTT 3’) and
VT4C (5" ACAGAACAGACCGGAAAG 3') were chemi-
cally synthesized and used as the primers. To resolve se-
quencing-gel compressions, 7-deaza-dGTP and 7-deaza-dITP
were used instead of dGTP.
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CCCAGGAGAAAGCGCGTACCGCCGCGCTGGGGCGTCGTGAAACTAAGGGCTATGAAGAGATGGTGAACAACGGRCGTACCGCGTTCGTGA

120 150 180
CTGCGCCGTTATTAACGTCGCTGGAAGGCGGCGTACCGGTTCTTGTGGATGGGCAAATTATTGGTGCCGTGGGCGTTTCTGGTTTAACCG

210 240 270
GAGCACAGGATGCGCACGTCGCGAAAGCGCAGCAGCGG’IC'I‘I‘GGCGA.AATAAGCGAAAA-SATAAACAATGAGTCAAACCATAAC
M 8 @ T I T

300 330 360
CCAGAGCCGTTTACGCATTGACGCCAATTTTAAACGTTTTGTGGATGAAGAAGTTTTACCGGGAACAGGEC TGGACGC TGCGECETTCTG
@ 8 R L RIDANTFZEKRTFVDETEV VTLTPGTT GTLDHAHARATFUVW
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GCGCAATTTTCATGAGATCGTTCATGATCTGGCACCAGAAAATCGTCAGTTGCTGGCAGAACGCGATCGCATTCAGGCAGCGCTTCATGA
R NF D ETI V HDULAUPENZ RUGQLTLAETZRUDIT RTIOGQAATLTDE

480 510 . 540
GTGGCATCGCAGCAATCCGGGGCCGGTAAAAGATAAAGCGGCCTATAAATCTTTCCTGCGTGAACTGGGCTACCTGGTGCCGCAACCGGA
W H R S NP G PV KD KAAY K S FLRELSGYULV P Q P E
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GCGCGTGACGGTGGAAACCACGGGCATTGACAGCGAAATCACCAGCCAGGCGGGGCCGCAGCTGGTGGTTCCGGCAATGAACGCCCGCTA
R vV TV E TTG I D S E I T S QAGUP QL V V PAMNABAIRY

660 690 720
CGCGCTGAACGCGGCGAACGCTCGCTGGGGCTCACTGTACGATGCGTTATACGGCAGCGACATCATCCCGCAGGAAGGGGCGATGGTCAG
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CGGCTACGATCCGCAACGCGGTGAGCAGGTTATCGCCTGGGTTCGGCGTTTCCTCGATGAATCTCTACCGCTGGAAAACGGCAGCTATCA
G Y D P QR G EQ V I AWV RIRVPFLUIDESULUPULENGS Y Q
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GGATGTGGTGGCGTTTAAGGTGGTTGATAAACAATTACGCATCCAGTTGAAAAATGGTAAAGAAACCACGTTACGTACTCCAGCACAGTT
DV V A F KV V DI XL RTI QL KN NGI KETTTU LI RTUPAZGQTF
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TGTCGGTTACCGTGGCGATGCCGCTGCGCCGACCTGCATTTTGCTGAAAAATAACGGCCTGCATATTGAGCTGCAAATCGATGCCAATGG
VvV G Y R GDAA AP T C I L L K NNGULHTIETULUGQTIDANSG
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GCGGATTGGCAAAGACGATCCGGCGCACATCAACGATGTTATCGTCGAAGCTGCTATCAGTACCATTCTCGACTGCGAAGATTCGGTCGC
R I G K b b P AHINUDUV IV EWAATISTIILDCEDS VA
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GGCGGTTGATGCGGAAGATAAAATCCTGCTGTACCGCAACCTGCTGGGCCTGATGCAGGGGACTCTGCAAGAGAAAATGGAGAAAAACGG
A VDA EDI XK I LULY RNUILULGILMG®EQ@EGTTUL Q E K MEK NG
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TCGGCAAATCGTGCGTAAACTGAATGACGATCGTCATTACACCGCCGCCGATGGCTCTGAAATTTCTCTGCACGGACGCTCGCTGCTCTT
R ¢ I V R XK L N DDU RUHY TA ADG S E I §$ L HGUR SL L F

. 1290 1320 1350
TATCCGCAACGTGGGTCATTTGATGACCATTCCTGTGATTTGGGACAGCGAAGGCAATGAAATCCCGGAAGGCATTCTTGATGGCGTCAT
I R NV GGHLMTI PV I WDSEGNETIUPESGTIULTUDGUVM
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GACTGGCGCGATTGCCCTCTATGATTTAAAAGTGCAGAAAAACTCGCGCACTGGCAGCGTCTATATTGTGAAACCGAAAATGCACGGTCC
T G A I AL Y DL KV Q KNSURTG S VY I VK P K MHG P

1470 . 1500 . 1530
GCAGGAAGTGGCGTTCGCCAACAAACTGTTTACCCGCATTGAGACAATGCTCGGTATGGCACCGAATACCCTGAAAATGGGCATTATGGA
Q EV A F A NKULPF T RTIETMLGMAPNTILI KMGTIMD

Fig. 2. Nucleotide and deduced amino acid sequences of the glcB gene. The coding region of gicB has been translated and is indicated
by the single-letter amino acid code. Stop codons are indicated (*). The twelve amino acid residues of the N-terminus, sequenced from the
purified MSG protein, are in bold. The Shine-Dalgarno sequence is boxed. The inverted repeat in the 5° flanking region constituting a
putative control element in the regulation of g/lcB expression, and that constituting a transcription terminator element are underlined.

RNA preparations and Northern-blot experiments

For preparation of total RNA, cells of a 25-ml culture
grown to Ags, 0.5, were collected by centrifugation at 5000 g
for 10 min and processed as described by Belasco et al. [20].
Northern-blot hybridization was performed with each RNA
sample (10 pg) following the procedure described previously
[21]

RESULTS
Genetic and physical map of the glc locus

Cotransduction of glycolate utilization with Tnl0 inser-
tions in genes nupG (64.3 min) or metC (65 min), encom-

passing locus gle, indicated that both MSG and glycolate
oxidase activities were transduced in the process. This was
shown by experiments in which phages grown on strain
S¢1023 or NK6027 were used to infect strain JA150, a gly-
colate-negative strain containing a deletion speC-glc (64.5—
65 min). Transductants were selected for tetracycline resis-
tance and checked for glycolate utilization. Several gly-
colate-positive transductants were analyzed and were found
to have recovered both activities. This cotransduction pattern
(20% for nupG and 32% for metC) was also similar for point
and insertion mutants, strains JA152 and JA153, respectively,
which were unable to use glycolate.

The transduction of the two structural genes was con-
firmed by complementation experiments. Several phages of
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T G D EMHS VM EAGUPMTLIRIEKNZ QEMI K S TP W I KA Y E

1740 B 1770 . 1800
GCGTAATAACG’ICC'I'I‘I‘CCGGTC’IC'I'TC'IG'ICGGCTGCGCGGTAAAGCGCAAAT’ICGTAAAGGCATG’I\':-GGCA.A’ICCCGGACC’ICATGGC
R NNV L 8§ 6L F C G L RGZ XK AQ I G KOG MWAMUPUDTILMA

1830 1860 1890
AGACA’I‘GTACAGCCAGAAGGGCGACCAACTGCG'IGCCGGGGCAAACACAGCC'ICGG’I‘I‘CCG’I‘CACCAACCGC'ICCTACGCTCCA’ICCGCT
D MY $ @ K G D QUL RAGANTA AWUV P S P TAATTULHA AL

1920 . 1950 1980
GCACTACCACCAAACCAACGTACAGAGCGTACAAGCCAACA'I"ICCCCAGACCGAG’I‘TCAA’ICCTGAA’I'I‘ICAACCGC‘ICC'I‘GGACGATCT
H Y HQ TNV Q S V QANTIWAWAQTETFNH AETFEU?PULTULDUDTL

2010 2040 2070
GC'ICACTA’I'I‘CCGGT'ICC'IGAAA.ACGC'I‘AAC'ICGTCGGCGCAAGAGA’I‘CCAACAAGAGCTGGATAACAACGTGCAGGGGA’I'I‘C'IGGGGTA
L T I P V A ENANW S A Q E I Q Q EL DNIUNWV QG TIULGY

2100 . 2130 . 2160
CG‘IGG'I‘GCGC’ICGG'ICGAGCAGGGGA'I‘I‘GG'I'IC’I‘TCAAAAGTGCCGGATA'I'I‘CACAATG’ICGCG’I‘I‘GA’IGGAAGACCGCGCAACGC'I‘GCG
vV VRWV E Q G I G C s KV PDIHNVALMEUDU RATTLR

. 2190 2220 2250
TA’I‘CTCCAGCCAGCATATCGCCAAC’I‘GGTI'ACGTCACGGTA'I'I‘C'ICACCAAAGAACAGGTGCAGGCGTCGC’I‘GGAGAATAT\GGCGAAAGT
I $ §$ Q H I A NWUILURIEKGTIULTIZ KEZ QV QA SULENM AT KUY

. 2280 . 2310 . 2340
GG'T'I‘GA’I‘CAGCAAAACGC'I’GGCGATCCGGC'I'I‘ATCGTCCGA'IGGCGGGGAA’I‘TTCGCTAACTCG’I‘GTGC'I’I’I’TAAAGCTGCCAGCGA’I’I‘T
vV D Q ¢ N A G D P A Y RPMAGNTFANSOCA AT FZ KXKAAS DL

. 2370 2400 2430
AA'I‘CT’I‘CCTCGGCG'ICAAACAGCCAAACGGCTA’I’ACCGAACCG’I‘I‘A’I“I‘ACACGCCTGGCGT'I'TACGCGAAMAGAAAGTCA’I'I‘AATAGCG
I F L. G V X Q P NG Y T EPULUL H AW RULREIKE S H *

. 2460 2490 2520
TCAAAAAAGCCCCGGCAAG'I"I"I"I‘ATTGTCGGGGCTA‘TGATAGTAAC’I‘GCGGTAGTACA’I'I‘I‘ATCCCGGAAATAAC CGGAGCGATTATCAG

. 2550 2580 2610
GG'I'I'I‘AACAATA’I‘I‘AAATACCCGTAGCGCA’I'X‘ACTAGCGGGCCTAAAACAACAATA'ICGACATC’I‘TAACGATACTC’IGCGTC’ICCGTG‘IC

CGGAACAGA
Fig. 2. (Continued).

Table 1. Enzymic activities linked to the glc locus. Growth of
strains, preparation of crude extracts and method of assay are de-
scribed in the Materials and Methods section. Glycolate oxidase ac-
tivity was determined in the 30% ammonium sulfate fraction and
expressed in relation to the amount of protein in the crude extract.
MSG activity was determined in the cell extracts of strain W3110
after heat inactivation of MSA. CAA, casein acid hydrolysate.

Strain Growth medium  Enzyme activities for
glycolate malate
oxidase synthase G
nmol - min™' nmol - min™!
. mg‘l . mg~1

w3110 CAA <0.001 <0.001

W3110 CAA + glycolate 50 160

JA151 (pUC18) CAA + glycolate <0.001 <0.001

JA151 (pLB10) CAA + glycolate 1050 3200

the Kohara collection [8] encompassing the markers nupG
and metC were digested with HindlIl], the resulting fragments
were cloned in pUC18 and the recombinant plasmids were
screened for the capacity to complement strain JA151. This
strain did not show detectable activities of glycolate oxidase
or MSG, due to the deletion of locus glc. In addition, it did
not contribute to malate-synthase activity from the aceB gene
product. Of all the clones tested, only pLB10 containing the
11.5 kb HindIlll fragment derived from phage 41G7 (Fig. 1)

was shown to complement both activities in transformants
grown on medium containing casein acid hydrolysate, gly-
colate and ampicillin. Analysis of extracts of the transformed
strain indicated that pLB10 encoded proteins with the two
activities at much higher levels (20-fold) than those deter-
mined in glycolate-grown cells that did not bear pL.B10 (Ta-
ble 1). These data indicate plasmid-mediated expression of
both genes and hence the location of both structural genes in
the corresponding insert.

A more precise location of the MSG gene, for which we
propose the notation glcB, was obtained by subcloning the
4.5-kb HindlII—EcoRV fragment into Bluescript (Fig. 1) and
the resulting plasmid pIM4 was used to complement the
MSG activity of strain JA151. Transformants were grown on
casein acid hydrolysate in the presence of glycolate. Only
MSG activity was recovered, this time with no glycolate oxi-
dase present in the extracts. A series of deletions of plasmid
pIM4 allowed us to determine the limits of gicB by perform-
ing the MSG complementation test with the plasmids con-
taining some of the different deleted inserts (Fig. 1). In this
way, the gene was located between 3133.5 kb and 3136.2 kb
in the Kohara chromosomal map.

Sequence of gicB

A set of 30 ordered deletions was obtained and used to
sequence both strands of the suggested coding region and its
5" and 3’ flanking regions. 2617 base pairs were sequenced,
in which a single open-reading frame of 2262 bp witha G +
C content of 53.3% was found (Fig. 2). Thus, glcB corre-
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Fig. 3. Northern-blot analysis of glcB mRNA. Total RNAs (10 pg)
isolated from cultures of strain W3110 grown on casein acid hydro-
lysate (lane 1) or on the same medium but in the presence of gly-
colate as inducer (lane 2) were separated by electrophoresis, blotted
and hybridized with the 0.4-kb Avall—Clal DNA probe indicated in
the text. The size of standards, and the glcB transcript are indicated.

sponds to this open-reading frame, which can encode a 723
amino acid polypeptide with a calculated molecular mass of
80488 Da. The glcB open-reading frame gave a score for the
frequency of optimal codon usage calculated according to
Tkemura [22] of 0.71. As shown in Fig. 2, no promoter con-
sensus box was apparent upstream from glcB, while a poten-
tial ribosomal recognition consensus sequence was present
between positions —8 and —12 from the ATG start codon.
An inverted repeat was also found upstream of glcB which
could be involved in transcription regulation. There was an
11-bp inverted repeat separated by 6-bp after the TAA trans-
lational stop codon, which could form a stable stem-loop
structure with a calculated free energy of stabilization of
—22.8 kcal/mol (approximately —95.3 kJ). This structure is
likely to correspond to a transcriptional termination element.

Transcription

Total RNA from cells of strain W3110 grown under non-
inducing (casein acid hydrolysate) or inducing (casein acid
hydrolysate plus glycolate) conditions was prepared as indi-
cated above. Northern-blot hybridizations performed with a
probe of 0.4 kb (Avall—Clal fragment from the glcB open-
reading frame) showed a transcript of 2.4 kb in the RNA
preparations obtained from induced cells, while no band of

hybridization was detected when RNA preparations of non- -

induced cells were used (Fig. 3).

Purification, molecular mass and subunit composition
of malate synthase G

MSG, induced by growth on glycolate, was purified
following the procedure indicated in the Materials and Meth-
ods section. Although the activity is almost entirely repre-
sented by MSG in these conditions, a temperature-inactiva-
tion step was introduced to eliminate the residual MSA. The
process permitted a 100-fold purification with respect to the
crude extract, with a yield of 43%, giving a purified enzyme

545

-— 116

Fig.4. SDS/PAGE analysis of steps in the purification of malate
synthase G. Electrophoresis was performed on a 7.5% acrylamide
gel. Lane 1, crude extract; lane 2, pooled DEAE—Sepharose column
fractions; lane 3, heat treated supernatant; lanes 4 and 3, 40 ug and
20 pg, respectively, of pooled hydroxylapatite column fractions;
lane 6, molecular-mass standards. The position of MSG is indicated
(¢) . Staining was with Coomassie brilliant blue.

10
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Molecular mass ( kDa)
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Fig.5. Determination of the molecular mass of native malate
synthase G by gel-filtration chromatography with an Ultrogel
AcA-34 column. The molecular masses of various standard proteins
(@) are as follows: carbonic anhydrase (31 kDa), bovine serum al-
bumin (66 kDa), yeast alcohol dehydrogenase (126 kDa) and cata-
lase (240 kDa). Values have been plotted against their V./V, (relative
elution volume) for the determination of the molecular mass of the
native MSG enzyme. The corresponding interpolated value is indi-
cated (O).

with a specific activity of 7.0 U/mg protein. Purification of
the enzyme was monitored not only by measuring the en-
zyme activity but also by PAGE (Fig. 4).

The purity of this sample was determined by analyzing
20 pg or 40 pg purified protein by PAGE under denaturing
conditions. As shown in Fig. 4, the lanes overloaded with the
specific malate synthase presented an insignificant amount
of contaminants. The mobility of the protein under these de-
naturing conditions, as compared to the markers indicated in
Fig. 4, gave a molecular mass for this protein of 82 kDa.

The molecular mass of the native enzyme was estimated
by gel filtration. 2 mg purified MSG was applied to the
Ultrogel AcA34 column calibrated with the indicated marker
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BRNMS MELETSVYRPNVAVYDSPDGVEVRGRYDQVFAKI LTRDALGF - - -VAELQREFRG 52
ECMSA MTEQAT--—-~=~--~ TTDELAFTRPYGEQEKQILTAEAVEF -~ -LTELVTHF TP 42
SCMSs1 M--~VKVSLDNVKLLVDVDKEPFFKPSSTTVGDILTKDALEF - -~ IVLLHRTFNN 49
ECMSG MSQTITQSRLRI~-—--=~-~ DANFKRFVDEEVLPGTGLDAAAFWRNFDEIVHDLAP 48
* * *
BRNMS HVRYAMECRREVKRRYN-~~=-SGAVP~~~-~~~~ GFDPSTKFIR-DGEWVCASVP 94
ECMSA QRNKLLAARIQQQQDID-~--NGTLP~~-~~~-~ DFISETASIR-DADWKIRGIP 84
SCMS1 KRKQLLENRQVVQKKLD~-~~-~SGSYHL -~~~ -~~~ DFLPETANIRNDPTWQGPILA 93
ECMSG ENRQLLAERDRIQAALDEWHR SNPGPVKDKAAYKSFLRELGYLVPQPER-~~-VT 99
* *
1 2
BRNMS PAVADRRVEEITGHVERKMIINALNSG-~~=~~=~--~ AKVFMADFEDALSPSWENL 139
ECMSA ADLEDRRVEEITGHVERKMY INALNAN- ~ =~ -~~~ -~ VKVFMADFEDSLAPDWNKV 129
SCMS1 PGLINRSHEITGHPLRNMLINALNAP~ =~ ——==-= VNTYMTDFEDSASPTWNNM 138
ECMSG VETTGIDSEITSCAGPQLVVPAMNARYALNAANARWGSLYDALYGSDIIPQEGAM 154 .
* k% * K *

_ 3

BRNMS MRG= == == = m e oo VNLKDAVDGS 153
ECMSA IDG == m === ===~ e e DINLRDAVNGT 143
SCMs1 VY G = o e e e DVNLYDAIRNQ 152
ECMSG VSGYDPQRGEQVIAWVRRFLDESLPLENGSYQDVVAFKVVDKQLRIQLUKNGKETT 209

* *
BRNMS = ------- ITFNDKARNKVYKL-~~~=m-mmomm oo mm e NDQVAKL--~FV--- 176
ECMSA  ------- ISYTNEA-GRIYQL-=mmmm o e mm oo KPNPAVL---IC--~ 165
SCMSL  =meemee IDF~-DTPRKSYKL—=-=r~---mmmmmmm e NGNVANLPTIIV--- 176
ECMSG LRTPAQFVGYRGDAAAPTCILLKNNGLHIELQIDANGRIGKDDPAHINDVIVEAA 264
* *
BRNMS =~ mmmmmmm oo e e e RPRGWHLPEAHIL 189
ECMSA mmmmm e e e e e e e RVRGLHLPEKHVT 178
SCMS1 mm e e e RPRGWHMVEKHLY 189
ECMSG ISTILDCEDSVAAVDAEDKILLYRNLLGLMQOGTLQEKMEKNGRQIVRKLNDDRHY 319
*
BRNMS IDGEPATGCLVDFGLYFFHNYAKFR == == === m o e o m oo e e 214
ECMSA WRGEAI PGSLFDFALYFFHNYQAL - === === m m o mm e e e 202
SCMS1 VDDEPISASIFDFGLYFYHNAKELT ~~ ===~ === m = m m o o 214
ECMSG TAADGSEI SLHGRSLLFIRNVGHLMTIPVIWDSEGNEIPEGILDGVMTGATIALYD 374
* x *
4 5

BRNMS ---QTQGSGFGPFF YLPKMEHSREAKIWNSVFERAEKMAGIERGSIRATVLIETI 266
ECMSA  ----- LAKGSGPY[F YLPKIQSWQEAAWWSEVFSYAEDRFNLPRGTIKATLLIETL{ 252
SCMS1 -~-KL~-~-~GKGPYFYLPKMEHHLEAKLWNDVFCVAQDYIGIPRGTIRATVLIETL{ 263
ECMSG 429

* *

LKVQKNSRTGSVY[LVKPKMHGPQEVAFANKLFTRIETMLG
* *

NTLKMGIMDEER]
*

Fig. 6. Multiple alignment of the amino acid sequences of different malate synthases. BRNMS, Brassica napus malate synthase;
SCMS1, S. cerevisiae malate synthase 1; ECMSA, E. coli isoenzyme malate synthase A; ECMSG, E. coli isoenzyme malate synthase G.
Identical residues among these proteins are indicated (*) and well-conserved positions are also shown (). Boxes (1—9) correspond to the
highly conserved regions found in different malate synthase proteins reported by Hikida et al. [23].

proteins and eluted with the two buffer systems described in
the Materials and Methods section. The elution pattern was
independent of the presence of NaCl in the buffer and gave
a molecular mass for the native enzyme of 82 kDa, indicating
that the enzyme is a monomer (Fig. 5).

To ascertain that the structure was not artifactually modi-
fied in the purification process, a crude extract sample was
applied to the same gel filtration column and the elution
pattern was monitored by measuring the MSG enzymic activ-
ity. The enzyme displayed the same relative elution volume
(V/V,) under these conditions, again indicating a monomeric
structure for the crude extract sample.

N-terminal sequencing of purified malate synthase G

MSG, purified from E. coli K12 strain W3110 or from
strain JA151 transformed with pIM4, was electrophoresed
and electroeluted as indicated in the Materials and Methods
section and the amino acid of the N-terminus was sequenced

up to residue 12 by automated Edman degradation. The en-
zyme of both origins gave the same sequence: S-Q-T-I-T-Q-
S-R-L-R-I-D-, which matched exactly the deduced N-termi-
nal sequence of the open-reading frame, and showed unam-
biguously that the cloned and sequenced gene encoded the
MSG protein.

Amino acid sequence comparison
with other malate synthases

The alignment of MSG with other malate synthases gave
no significant sequence similarity but displayed conservation
of several fragments. A comparison with MSA of E. coli
gave a similarity of 30%, somewhat below the similarity of
approximately 55% described by Hikida et al. [23] among
several malate synthases of plants, fungi and bacteria. Align-
ment of E. coli MSG with E. coli MSA, yeast malate syn-
thase-1 (mlsl! gene product) and Brassica napus malate syn-
thase was performed with the CLUSTAL V program [24]. AS
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6 7
BRNMS PAVFOMNEILYELRDHSVGLNCGRWDY IF §YVKTFQAR PDRIL PDRVLVGMGQHF 321
ECMSA PAVFOMDETILHALRDHIVGLNCGRWDYIF §YIKTLKNYPDRVILPDRQAVTMDKPF 307
ScMs1 PAAFQMEEIIYQLRQHSSGLNCGRWDY IFSTIKRLRNDPNHILPNENQVTMTSPE 318
ECMSG RTSLNLRSCIAQARNRVAEINTG---FLDHTGDEMHSVMEAGPMLRKNQMKSTPW 481
.. . . . .*-. -** . . . - .. oa . * - ..
8
BRNMS MRSYSDLLIRT---CHKRGVHAMGGMAADT PIRDDPKANEMALDLVKKDKLREVR 373
ECMSA LNAYSRLLIKT---CHKRGAFAMGGMAAF I PSKDEEHNNQV - LNKVKADKSLEAN 358
SCMS1 MDAYVKRLINT---CHRRGVHAMGGMAADI PIKDDPAANEKAMTKVRNDKIRELT 370
ECMSG TKAYERNNVLSGLFCGLRGKAQIG- -~ - -~~~ KGMWAMPDLMADMY SQKGDQLR 527
* * * % * *
BRNMS AGHDGTWAAHPGLI PICMDAF SH--MGNNPNQIKSMKRDDASAITEEDLLQ~-IP 424
ECMSA NGHDGTWIAHPGLADTAMAVFNDI-LGSRKNQLEVM-REQDAPITADQLLA~~PC 409
SCMS1 NGHDGSWVAHPALAPICNEVF INM-~~GTPNQIYFI~~~-PENVVTAANLLETKIP 419
ECMSG AGANTAWVPSPTAATLHALHYHQTNVQSVOANTIAQTEFNAEFEPLLDDLLTIPVA 582
* * * .. . **
. 9

BRNMS R-=-mwm GVRTLEGLRLNTRVGIQYLAAWLT-GSGSVPLYN~--~ 468
ECMSA D--—--- GERTEEGMRANIRVAVQYIEAWIS-GNGCVPIYG-~~~ 453
SCMS1 N----- GEITTEGIVONLDIGLQYMEAWLR-GSGCVPINN~--- 463
ECMSG ENANWSAQEIQQELDNNVQGILGYVVRWVEQGIGCSKVPDIHNV. 637

. ... * L% * * ok .. Kd kK Kk
BRNMS SRVONWOWIRYGVELDGDGLGVRVSKELFGRVVEEEMERI EKEVGKDKFKRGMYK 523
ECMSA SRTSIWQWIHHQKTLSN---GKPVTKALFRQMLGEEMKVIASELGEERFSQGRFD 505
SCMS1 SRCQLYQWVKHGVTLKDTG-~EKVTPELTEKILKEQVERLSKASPLGD--KNKFA 514
ECMSG SHOHIANWLRHGI - -~~=====mo==m LTKEQVQASLENMAKVVDQQNAGDPAYR 678

* * *
BRNMS EACKMFTKQCTAAELDDFLTLAV =~ =~~~ YDHIVAH~-YPINASRL 561
ECMSA DAARIMEQITTSDELIDFLTLPG-~~~— YRLLA---—-—-~==-= 533
SCMS1 LAAKYFLPEIRGEKFSEFLTTLL----~ YDEIVSTKATPTDLSKL 554
ECMSG PMAGNFANSCAFKAASDLIFLGVKQPNGYTEPLLHAWRLREKESH 723
*

Fig. 6. (Continued).

shown in Fig. 6, this alignment displayed higher similarity at
the N-terminal and C-terminal domains joined by a much
less similar central region, most likely formed by the extra
sequences in the longer polypeptide of MSG. Comparison of
these sequences showed that, of the nine well-conserved
boxes found in most malate synthases [23], three were also
highly conserved (boxes 1, 2 and 9), four were partially con-
served, and two were lost (boxes 7 and 8) in MSG. Multiple
alignment analysis of most of the reported malate synthases
performed with the PRETTY program (University of Wis-
consin Genetics Computer Group package) gave the
following consensus motives: EIT (in box 1), ALNA (in box
2) and LMDXAT (in box 9). Interestingly, Cys496 is also
found in equivalent positions in all malate synthases.

DISCUSSION

Locus glc at 64.5 min of the bacterial chromosome had
been described previously as giving mutations that abolished
the phenotype of glycolate utilization [2]. Our experiments
indicate that at least two genes encoding MSG and glycolate
oxidase, enzymes responsible for glycolate utilization, lie in
this locus.

The DNA fragment encoding MSG contains a single
open-reading frame encoding a protein that is larger than
usual (82 kDa) for most malate synthases so far described
(62—64 kDa), including not only the MSA of E. coli but also
the enzymes of other organisms such as yeast and plants. A
larger malate synthase may also be found in Saccharomyces
cerevisiae according to a transcript revealed under certain

specific conditions [25]. Several observations exclude the
possibility that the assignment of the larger size for MSG
was due to an artifact or sequencing error: (a) the enzyme
protein purified from wild-type cells displayed a molecular
mass in accordance with that calculated from the correspond-
ing deduced amino acid sequence; (b) the peptide sequence
of the N-terminal fragment indicates that the ATG initiation
codon is correctly assigned. However, it should be empha-
sized that the starting methionine residue is removed in the
cell processing of the polypeptide; (c) there is a highly con-
served box at the C-terminal region of the polypeptide
(amino acids 628 —638), indicating that this final part of the
sequence belongs to a malate-synthase structure.

The score for the frequency of optimal codon usage of
0.71 is consistent with the high expression of glcB under
inducing conditions. In addition, this open-reading frame dis-
plays a highly conserved ribosome recognition sequence,
which probably allows a good translation of the transcript.
Furthermore, Northern-blot experiments indicate that the
gene is expressed apparently as a single 2.4-kb transcript and
that this expression occurs only in the presence of glycolate,
which acts as an inducer. Nevertheless, additional informa-
tion on the gene organization of locus glc and on the stability
of its transcripts will be required to know if glcB is a single
transcriptional unit. Finally, it may be pointed out that the
inverted repeat downstream of the stop codons seems to fit
better in the p-independent transcription terminator features,
since it is mostly formed by G and C nucleotides and is
followed by several U and A residues as described by
d’ Aubenton Caraffa [26]. Besides, it seems not to fulfill most
of the requirements proposed for the p-dependent terminators
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[27]. More information will be required to define the tran-
scription organization of locus glc.

Determination of the relative molecular mass either by
SDS/PAGE or gel filtration shows that the enzyme is a mo-
nomeric protein. This is in contrast to what has been de-
scribed for other malate synthases such as the synthases from
germinating soybean cotyledons (Glycine max. L.), which
may be dimeric or decameric aggregates depending on the
ionic strength [28], or the malate synthase from S. cerevisiae,
which has been described as a homotrimeric protein [29].
Our determination of molecular mass of the crude extract
enzyme shows that aggregation of subunits, which could be
dissociated in the purification process (heat treatment, salt
concentration) does not occur in our case.

Although MSG has a low similarity with other malate
synthases, its sequence shows high conservation of three
motifs found in most of the plant, bacteria and yeast en-
zymes, suggesting involvement of these motives in the active
center or other important regulatory features. In addition, a
cysteine residue (position 496) is also found in all malate
synthases, in agreement with the importance of sulfhydryl
groups for the catalytic mechanism reported in several
studies [23, 30]. A second cysteine residue (position 617)
closer to the C-terminus is also conserved in E. coli and yeast
malate synthases (Fig. 6), and is a conserved serine residue
in plants [23].
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The locus gle (min 64.5), associated with the glycolate utilization trait in Escherichia coli, is known to contain
gleB, encoding malate synthase G, and the gene(s) needed for glycolate oxidase activity. Subcloning, sequenc-
ing, insertion mutagenesis, and expression studies showed five additional genes: glcC and in the other direction
gleD, glcE, gicF, and glcG followed by glcB. The gene glcC may encode the gle regulator protein. Consistently a
chloramphenicol acetyltransferase insertion mutation abolished both glycolate oxidase and malate synthase G
activities. The proteins encoded from glcD and gicE displayed similarity to several flavoenzymes, the one from
gleF was found to be similar to iron-sulfur proteins, and that from gleG had no significant similarity to any
group of proteins. The insertional mutation by a chloramphenicol acetyltransferase cassette in either gicD,
glcE, or glcF abolished glycolate oxidase activity, indicating that presumably these proteins are subunits of this
enzyme. No effect on glycolate metabolism was detected by insertional mutation in glcG. Northern (RNA) blot
experiments showed constitutive expression of glcC but induced expression for the structural genes and
provided no evidence for a single polycistronic transcript.

Glycolate is metabolized in Escherichia coli through oxida-
tion to glyoxylate (15, 18) in a reaction catalyzed by the enzyme
glycolate oxidase (21, 27). Glyoxylate is a branching point in
the metabolic pathway since it is metabolized by two divergent
condensation reactions. One reaction condenses glyoxylate
with acetyl coenzyme A and is catalyzed by malate synthase G
(36), while the other reaction condenses two molecules of
glyoxylate in a process catalyzed by glyoxylate carboligase,
which simultaneously decarboxylates the condensation product
to tartronic semialdehyde (7). This latter compound is reduced
to glycerate and subsequently phosphorylated to glycerate-3-
phosphate. These three enzyme-catalyzed reactions constitute
what is known as the glycerate pathway.

Locus gle at min 64.5 of the E. coli chromosome has been
associated with the glycolate utilization trait (25). This locus
contains the glcB gene, encoding malate synthase G, and also
the gene(s) encoding glycolate oxidase. However, the gc/ gene,
encoding glyoxylate carboligase, is not linked to the glc locus;
it has been located in a different position, at min 12 (7). The
glcB gene and enzyme have been characterized previously (25).
In this report we describe and characterize the rest of the genes
that complete the glc locus and identify those encoding sub-
units of glycolate oxidase and the regulatory gene of the gic
operon.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, plasmids, and phages. All the strains used were E. coli K~12
derivatives. The genotypes and sources of the bacterial strains and plasmids are
given in Table 1. Phage Plvir was used in transduction experiments.

Growth conditions, Cells were groivn aerobically on Luria broth or minimal
medium as described previously (3). For growth on minimal medium, the fol-
lowing compounds were added at the following concentrations unless otherwise
specified: D-xylose, 10 mM; glycolate, 30 mM; glyoxylate, 30 mM; and casein acid
hydrolysate (CAA), 1%. When necessary, thiamine at 1.65 pg/ml and the fol-
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lowing antibiotics at the concentrations indicated were added to the medium:
chloramphenicol, 30 wg/ml; ampicillin, 100 wg/ml; and tetracycline, 12.5 pg/ml.
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-p-galactoside (X-Gal) and isopropyl-B-p-thiogal-
actoside (IPTG) were used at 30 and 10 pg/mi, respectively.

Preparation of cell extracts and enzyme assays. For enzyme assays, cells were
harvested at the end of the exponential phase and cell extracts were prepared as
described previously (4) in 10 mM Tris-HCI, pH 8.0, containing 1 mM MgCl,.
Determinations of total malate synthase activity and the relative concentration of
the two forms of malate synthase, A and G, were performed as described by
Ornston and Ornston (27).

Glycolate oxidase activity was determined spectrophotometrically according to
the method of Lord (21). In this case, to avoid nonspecific reduction of 2,6-
dichloroindophenol, the 30% ammonium sulfate fraction resuspended in 10 mM
phosphate buffer, as indicated by this author, was routinely used as a source of
enzyme. )

Protein concentration was determined by the method of Lowry et al. (22) using
bovine serum albumin as the standard.

In vivo expression of plasmid-carried genes in maxicells. The expression of
plasmid-encoded proteins was performed in maxicells as described by Stoker et
al. (34) with strain JA120 as a host. Proteins were labeled with L-[>*S]methionine
(50 .Ci/ml) and detected by fluorography after separation by sodium dodecyl
sulfate—10 or 13.5% polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE).

DNA manipulation, Plasmid DNA was routinely prepared by the boiling
method (17). For large-scale preparation, a crude DNA sample was purified
through a column (Qiagen GmbH, Diisseldorf, Germany). DNA manipulations
were performed essentially as described by Sambrook et al. (29). The DNA
sequence was determined by the dideoxy-chain termination procedure of Sanger
et al. (30) by using the T7 sequencing kit from Pharmacia LKB Biotechnology.
Double-stranded plasmid DNA was used as the template. Ordered deletions
were obtained with the Erase-a-Base system (Promega Biotec, Madison, Wis.).
To avoid sequencing errors, both strands were sequenced by regular dGTP as
well as dITP or 7-deaza-dGTP reactions.

DNA sequence analysis and protein alignments were done with the PC/GENE
software package (Intelligenetics Inc.) and with the University of Wisconsin
Genetics Computer Group package programs.

Genetic techniques. Phage P1 transduction experiments were performed as
described by Miller (24). The chloramphenicol resistance gene cassette CAT19
was used in the gene inactivation experiments (14, 38) by inserting it into the
restriction sites indicated in Fig. 4. This cassette had no terminator designed into
the downstream region of the chloramphenicol acetyltransferase (CAT) gene
and thus did not always cause polarity when inserted in the same orientation as
the interrupted gene. Plasmids carrying inactivated genes (Table 1) were linear-
ized and used to transform strain JC7623 to chloramphenicol resistance (Cm').
This strain efficiently recombines linear DNA into its chromosome (38). Plvir
lysates obtained from the selected Cm* recombinants were used to transduce the
CAT insertions into the parental strain MC4100. The locations of these muta-
tions in the glc locus were verified by cotransductional analysis with the
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TABLE 1. Bacterial strains and plasmids used in this study

Strain or plasmid Description Source or refercnce
Strains
XL1Blue recAl lac endAl grA96 thi hsdR17 supEd4 reld1 (F' proAB lacl® lacZ AM15 Tnl0) Stratagene
MC4100 araD Alac rpsL flbB deoC ptsF rbsR
S@1023 relA1 spoTl thi-1 nupG511::Tnl0 32
NK6027 reldl spoTI thi-1 Algpt-lac)s metC162:Tnl0 32
JC7623 arg thi thr lew pro his strd recB21 recC22 sbcB15 37
JAL20 thi-1 thr-1 leuB6 lacYl tonA21 supE44 recAl srld:: Tnl0 1
JAL51 A(speC-glc) aceB recA:cat 25
JA154 MC4100 glcC:cat This study
JA135 MC4100 gleD::cat This study
JA156 MC4100 glcE::cat This study
JA157 © MC4100 glcF::cat This study
JA158 MC4100 gleG::cat This study
Plasmids®
Bluescript Ap' Stratagene
pBR322 Ap" T¢! Boehringer Mannheim
pCAT19 Ap" Cm; source of cat gene 14
pLB10 gleBGFEDC (11.5-kb HindIIl fragment) in pUCI18 25
pIM4 glcBGF' (4.5-kb HindIII-EcoRV fragment) in Bluescript 25
pTP21 glcBGFEDC (9-kb HindIII-EcoRI fragment) This study
pTP22 glcBGFED' (6.5-kb HindIIl-Sall fragment) This study
pTP23 glcBGFE' (5.2-kb HindIII-BamHI fragment) This study
pTP24 gleB'GFEDC (6.8-kb Clal-EcoRI fragment) This study
pTP25 glcF'EDC" (3.8-kb EcoRV fragment) This study
pTP26 glcE'DC (3.2-kb BamHI fragment) This study
pTP27 glcE'D' (3.3-kb KpnlI-Sall fragment) This study
pTP28 glcB'GFE’ (2.8-kb Clal-Kpnl fragment) This study
pTP29 glcF'E’ (0.8-kb EcoRV-BamHI fragment) This study
pTP30 gleD'C (1.3-kb Mlu1-BamHI fragment) This study
pTP51 As pTP26 insert but glcC::cat, Smal-Cm" cassette into Nrul This study
pTP52 As pTP26 insert but gleD::cat, Smal-Cm" cassette into Mlul This study
pTP53 As pTP22 insert but glcE:cat, BamBHI-Cm" cassette into BamHI This study
pTP54 As pTP22 insert but glcF::cat, Smal-Cm” cassette into EcoRV This study
pTP55 As pTP28 insert but gleG:cat, Smal-Cm® cassette into Nrul This study

“ Plasmids pTP21 to pTP30 are in Bluescript, and plasmids pTP51 to pTP55 are in pBR322. A prime indicates that a particular gene is truncated.

metC:Tnl0 (strain NK6027) and nupG:Tnl0 (strain S©1023) markers (data not
shown).

Isolation of RNA and Northern blot hybridization. For preparation of total
RNA, cells of a 25-ml culture grown to an A4gs, of 0.5 were collected by centrif-
ugation at 5,000 X g for 10 min and processed as described by Belasco et al. (2).
Northern (RNA) blot hybridization was performed with each RNA sample (10
wg) by following the procedure described previously (26).

Nucleotide sequence accession number. The sequence reported here is depos-
ited in the EMBL/GenBank database under accession number L43490.

RESULTS AND DISCUSSION

Location of glycolate oxidase genes in the gic locus. Previ-

. ously we have reported that the recombinant plasmid pLB10,
containing an 11.5-kb HindIIl fragment, expressed malate syn-
thase G and glycolate oxidase activities and that the pLB10-
derived recombinant plasmid pIM4 was able to express only
malate synthase G (25). In order to locate the gene encoding
glycolate oxidase more precisely (Fig. 1), a set of subclones was
derived from pLB10 and used to restore glycolate oxidase
activity in strain JA151. Only plasmids containing the 6-kb
region between glcB and the EcoRI restriction site (plasmids
pTP21 and pTP24) were able to supply this activity. Enzyme
activities were similar in the presence and in the absence of
inducer, indicating that expression was from vector promoters.
Nucleotide sequence of the 5.3-kb fragment upstream of
glcB. To identify the genes carried on the genomic fragment
upstream of glcB, several subclones, covering the region be-
tween the Clal (internal to gleB) and the second upstream
BamHI restriction sites, were constructed (plasmids pTP26,

pTP27, pTP28, and pTP29). Serial deletions of these plasmids
were obtained and sequenced at least twice on each strand.
Figure 2 shows the 5,335 bp of DNA sequenced between the
already mentioned BamHI site and the ATG start codon of
glcB gene previously reported by Molina et al. (25). Five new
open reading frames were observed, and they are named glcD,
glcE, glcF, and gleG, on the same strand, and immediately
followed by glcB. Diverging from glcD on the other strand is
gleC.

Expression studies of the sequenced glc genes. The maxicell
system (34) was used to identify the gene products of the glc
locus described above. Strain JA120 was transformed with sev-
eral plasmids containing different parts of this locus and also
with the Bluescript vector. Transformed cells were grown on
CAA and CAA plus glycolate. Consistent with the expression
from a vector promoter, the same pattern was observed in both
conditions. Plasmid pTP21, containing all the genes of this
locus, expressed protein bands of 82, 56, and 40 kDa (Fig. 3A,
lane 1). Plasmid pTP22, lacking gleC and gleD, did not express
the 56-kDa protein (lane 2), whereas plasmid pTP23, lacking
also gicE, expressed only the 82-kDa protein (lane 3). Plasmid
pIM4, which lacked g/cF, gave the same expression pattern as
pTP23 (lane 4). Consistently, plasmid pTP25 expressed the two
proteins of 56 and 40 kDa but not the 82-kDa protein corre-
sponding to malate synthase G (lane 6), while plasmid pTP26
expressed only a protein of 56 kDa (lane 7).

In order to resolve the low-molecular-weight protein corre-
sponding to glcG, the expressed products were also separated
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1 kb
-
glcB é:: <YglcF KvglcEk‘gch |@> Plasmid-encoded
c N V KB S activity
}g i1 p 8§ N NVBE A use €
| - + - +
pTP21 8.0 10.1 0.8 1.0
pTP22 6.8 6.6 ND ND
pTP23 6.7 7.0 ND ND
piM4 11.5 10.5 ND ND
pTP24  ND ND 0.9 1.1
pTP25  wD ND ND ND
R — pTP26  ND ND ND ND
e pTP27 - - - -
e ——— pTP28 - - - -
s pTP29 - - - -
pTP30 - - - -

FIG. 1. Restriction map of the glc locus. The open bar represents the genomic fragment present in the recombinant plasmid pLB10 (25). The inserts of the plasmids
used in this study are indicated by thin lines below the restriction map. These inserts were cloned in the Bluescript vector with the structural gle genes in the same
ortientation as lacZ. For each plasmid, malate synthase G (MSG) and glycolate oxidase (GO) activities are expressed in units per milligram of protein. Enzyme activities
were determined in cell extracts of transformed cells of strain JA151 grown on CAA either in the absence (=) or in the presence (+) of glycolate. ND, not detectable.
Arrows indicate the extension and direction of transcription of the identified genes. The restriction sites for several cleaving enzymes are indicated as follows: B, BamHI;

C, Clal; E, EcoRI; H, HindllL; K, Kpnl; M, Miul; N, Nrul; S, Sall; and V, EcoRV.

by SDS-13.5% PAGE. A 13-kDa protein was clearly identified
in this way. To check that this protein was the product of a glc
gene and not a product of a truncated gene between glcB and
the HindIII restriction site, plasmid pTP28 was also analyzed
and proved to express this polypeptide (Fig. 3B).

This expression pattern allowed us to assign the 56-kDa
protein to the gleD gene, the 40-kDa protein to glcE, and the
13-kDa protein to gleG. The molecular weights of these ex-
pressed proteins were in accordance with those presented be-
low and deduced from the corresponding nucleotide sequence.
This system failed to identify glcF and glcC gene products.

Identification of the glcF gene product was achieved when
the location of some of these proteins in the cell membrane
was determined. To this end, membranes were obtained (28)
from glc-deleted strain JA151 transformed with plasmid
pTP21, using as a control the same strain transformed with the
vector or the wild-type strain MC4100 (Fig. 3C). Cultures were
grown on CAA plus glycolate. The electrophoretic develop-
ment of membrane proteins stained by Coomassie blue showed
the 56- and 40-kDa proteins encoded by the plasmid and an
additional 45-kDa protein, not detected in the maxicell expres-
sion experiments, which may correspond to the gicF gene prod-
uct (Fig. 3C). This protein is likely to have a low expression
rate and was visualized only after its partial purification
through the isolation of membranes.

Mutational analysis of the sequenced glc genes. The assign-
ment of functions to the sequenced genes was determined by
inactivating each of them and studying the effects on glycolate
utilization. Inactivation was performed by insertional mutation
of the CAT19 cassette in the locus glc of the wild-type strain as
indicated in Materials and Methods. Insertions in all genes
except in glcG rendered the cells glycolate negative (Fig. 4).

Determination of enzyme activities in wild-type cells grown
under inducing conditions yielded values of 200 mU/mg for
malate synthase G and of 60 mU/mg for glycolate oxidase. The
inactivation of glcC (strain JA154) abolished both malate syn-
thase G and glycolate oxidase, yielding undetectable enzyme
activities. Independent inactivation of gleD, glcE, or glcF
(strains JA155, JA156, and JA157, respectively) yielded unde-
tectable levels for glycolate oxidase activity but not for malate
synthase. These observations strongly suggested the participa-

tion of the products of these genes as subunits of the glycolate
oxidase structure. Disruption of glcG (strain JA158) had no
effect on either of the two activities (Fig. 4). .

Each inactivation was complemented by a plasmid carrying
the fragment in which the insertional mutation was located
(Fig. 4), indicating that the inactivation was due to this muta-
tion and that no other cell functions were impaired. The com-
plemented cells displayed glycolate oxidase activities of 40
mU/mg. As expected, in the complementation by glcC, both
enzyme activities were restored simultaneously (240 mU/mg
for malate synthase G and 75 mU/mg for glycolate oxidase).

Features and predicted properties of glcC. The gene gleC
starts at position 866 and ends at position 102 (Fig. 2). There
is a Shine-Dalgarno sequence (GAGG) 11 bp upstream from
the start codon. This gene encodes a 254-amino-acid protein
with a calculated molecular mass of 28,901 Da. Its deduced
amino acid sequence was compared to protein sequences in the
GenBank database and shown to be similar to several prokary-
otic regulatory proteins. A helix-turn-helix motif which was
homologous to the pyruvate dehydrogenase complex repressor
(16) and r-lactate dehydrogenase regulatory protein (13) of E.
coli and to the hutC repressor protein of Klebsiella aerogenes
(31), among others, was found.

The high similarity of the g/cC deduced amino acid sequence
to other regulatory proteins and the fact that its inactivation
simultaneously affected both the glycolate oxidase and the
malate synthase G activities indicated that this gene encodes
the glc regulatory protein. This protein would act as an activa-
tor since mutations in glcC did not render the expression of the
gl structural genes constitutive but rather abolished it.

Features and predicted properties of glcD and glcE. The
gene gleD (positions 1117 to 2616 of Fig. 2) is separated from
glcC by a 251-bp region. A good ribosome-binding site
(GAAG) was identified 11 bp upstream of the ATG codon.
This gene encodes a 499-amino-acid polypeptide with a calcu-
lated molecular mass of 53,749 Da. The comparison with pro-
tein sequences in the GenBank database showed a significant
similarity to the sequences of p-lactate dehydrogenases from
Kluyveromyces lactis (20) and from Saccharomyces cerevisiae
(19) and also to that from E. coli, although the last showed less
similarity. Since it has been reported that the glycolate oxidase
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1 ggatcctcgaaaccaatacaggcatgaataacatgetggaacgecattggggeggagecgtacaageogttaccgattgtatgaaaagecaga 90

91 tttaataccagctaactcaggttcatctccageggcacocgeocgagegaatcaaatggtggectteocagetecgatategtggagattettt 180
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181 ttcacggtccgcacatgatcgegtgoctgegegetgggegacgtgeggocagecgetgeaacacegegttgtagatcegegeatgetggega 270
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271 tcgatctgetttttttgectgtggtcgatggtagagattatttacgetggcaaacactgaattaaacatcagateggtcaatgattgeage 360
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541 geccgattcgccctccagtaatgegeogaacgtegagcagatecgtacagegttegeggectgegtactgaacagatggatcagegggetyggtg 630
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631 tcctgcacccgattaagececgtgegacacgagaategegaccetgegecgtttcaataatececcgegecegegeagecacggteageecttea 720
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-— glcC

901 ctgttcttaactcgcaaaacacgcacatcacgtaagtgattatgttacatcaatttaacattgagttaaccaagacaaggtcacagaget 980

991 ggaaaaaaaatggtctgaccggtagctaasagagatagacgaaaacgaaaagcccgettaataactgttcacagaagcagegegcaaaaat 1080

1081 cagctgecacacaacacaacaaagcgaagcctactcatgageatcttgtacgaagagegtettgatggegetttacecegatgtegacege 1170
¥ s I L Y E E R L D G A L P D V D R
glcD ——p

1171 acatcggtactgatggcactgecgtgagcatgteectggacttgagatectgecataccgatgaggagatcattecttacgagtgtgacggg 1260
T § VL M A L R E H V P 6L E I L HT D EZ ETI I P Y E C D @G

1261 ttgagcgegtatcgecacgegtceccattactggtigttctgectaagcaaatggaacaggtgacagegattctggetgtectgecategectg 1350
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1351 cgtgtaccggtggtgaccegtggtgcaggecaccgggetttetggtggegegetgececgetggaaaaaggtgtgttgttggtgatggegege 1440
R v P VvV VTR 6 A G T GGL 8 66 A L P L E K G V L L V ¥ A R

1441 tttaaagagatcctcgacattaacceogttggtegecgegegegegtgeagecaggegtgegtaacetggegateteeccaggecegttgea 1530
F K EE I L D I N P V G R RAMRVYV QP GV R NL ATI S Q A V A

1531 ccgeataatctcectactacgcaccggacccttecetcacaaategectgttecattggeggecaatgtggetgaaaatgecggegygegtecae 1620
P H N L Y Y AUPDUP S S @ £ A C S I 6 G NV A E N AG G V H

1621 tgcctgaaatatggtctgaccgtacataacctgctgaaaattgaagtgeaaacgetggacggegaggecactgacacttggateggacgeg 1710
¢ L X ¥Y 6L TV HNLL X I EV QQTUL DG EAUL'TUL G S D A

FIG. 2. Nucleotide sequence of the 5.3-kb genomic fragment upstream of glcB in the gic locus. Only one strand is shown. The genes glcC (transcribed clockwise),
and gleD, glcE, glcF, and gleG (transcribed counterclockwise) have been translated in the one-letter amino acid code; amino acid symbols are written below the first
nucleotide of the corresponding codon. Stop codons are indicated by asterisks. The start codon of gleB (accession number X74547) is also indicated. Putative ribosome
binding sites are underlined. The GenBank accession number of this sequence is L43490.
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gegattttgttatgegagetggacggegtggagtectgacgtacaggaagactgegagegggttaacgacatecttgttgaaagegggegeyg
A I L L CEL D G V E S DV Q EDCERV NDIUL L K A G A

actgacgtccgtectggcacaggacgaagcagagegegtacgtttetgggecggtegecaaaaatgegttececggeggtaggacgtatetec
T DV R L A Q D E A B RV R F W A GRIKNM AF P AV G R I s

ccggattactactgcatggatggecaccatceccgegtegegecetgeotggegtactggaaggeattgeccgtttategecageaatatgat
P DY Y C ¥ D ¢ TTI P RRAIDL P G V L E ¢ I A RL S Q Q Y D

ttacgtgttgecaacgtcetttcatgecggagatggecaacatgecacccgttaatecttttegatgecaacgaaceeggtgaatttgecege
L R V A NV F HA G D G N M HUP L I L F D A NEUPGEVF AR

gcggaagagetgggegggaagatcctecgaactetgegttgaagttggeggcagecatcagtggecgaacatggeatcgggegagaaaaaate
A E E L 6 66 K I L EL CV EV 6 GG 8 I 8 6 E H G I GG R E K I

aatcaaatgtgcgeccagttcaacagegatgaaatcacgaccttccatgeggtcaaggeggegttigaceccegatggtttgetgaaceet
N g ¥ ¢ A Q F N 8 D E I T T F HA V K A AP DP DG L L N P

gggaaaaacattccocacgetacacegetgtgectgaatttggtgecatgeatgtgeatcacggtcatttacctttcectgaactggagegt
6 K N I P T L H R C A E PF G A M HV HHGH L P PF P E L E R

ttctgatgctacchagtqtgattacagccaggcgctqctqgagcaggtqaatcqucgattaqcqataaaacqccgctggtéattcagg
F *M L R E C DY S Q AL L E Q V N Q A I S DK T PULV I QG
glcE ~—p

gcagcaatagcaaagecctttttaggtegecctgtecacegggeaaacgetggatgttegttgtecategeggecattgttaattacgaccega
S N 8 K A FL GR P V TG Q T LDV RCHIRGI V NY DUPT

cegagetggtgataaccgegegtgteggaacgocgetggtgacaattgaageggegetyggaaagegeggggcaaatgetecectgtgage
E L VI T A RV 6T P L V T I E A AL E S A G Q M L P CE P

cgcegeattatggtgaagaagecacctggggegggatggtegectgegggetggeggggecgegtegecegtggageggtteggtecgeg
P HY G E E A T W G G M V A C G L A G P RURUP W S G 8 V R D

attttgtectoggecacgecgeatcattacecggegoctggaaaacatetgegttttggtggegaagtgatgaaaaacgttgecggatacgatce
F YV L ¢ T R I I TG A G K HL RVPF 6 6 E V ¥ K NV A G Y D L

tctcacggttaatggtoggaagetacggttgtettggegtgeteactgaaatectcaatgaaagtgttacegegaccgegegectecctga
S R L ¥ VvV 6 8 ¥ 6 ¢ L 6 VL T™ EBE I S M K V L P R P RA S L 8

gecctgogtecgggaaatcagectgcaagaageccatgagtgaaategecgagtggocaacteocagecattacceattagtggettatgttact
L R R E I 8 L Q E A M 8 E I A E W QUL Q P L P I 8 6 L C Y F

tegacaatgegtigtggatecgectigagggoggegaaggatecggtaaaagecagegegtgaactgetgggtggegaagaggttgeeggte
D NA L WIURUILEGGESGS YV KA AIREULULGGEEV A G Q

agttctggeagcaattgegtgaacaacaactgecgttcttetegttaccaggtaccttatggegecatttecattaceccagtgatgegecga
F W ¢ L R E Q @ L P F F s L P 6T L WU®R I 8 L P S D A P M
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. . .

ttaactgaagagatgcggcagaacgegegegegetggaagecgacagecatectgogegeectgtgttcactgeggattttgtacegeaace
L T B E M R Q N A RA L EAD S I L RACV HCGPF CTM AT

tgcccaacctatcagettetgggegatgaactggacgggeegegegggegcatctatetgattaaacaggtgetggaaggecaacgaagte
¢c p T Y Q L L ¢6 D EL D G P R G R I Y L I XK Q VL E G NEV

acgcttaaaacacaggageatctegategetgectecacttgecgtaattgtgaaaccacctgtoettetggtgtgegetatcacaatttyg
T L X T Q E H L D RCULTCRNUCETTOGCUP S8 6 V R Y HNL

ctggatatcgggegtgatattgtcgagecagaaagtgaaacgeccactgecggagegaatactgegecgaaggattgegecaggtagtgeeg
L DI 6 R DI V BE g KV K R P L P E R I L REGGUL R QQ V V P

cgtecggeggteotteegtgegetygacgocaggtagggetyggtygectygeogacegtttttaceggaacaggtcagagecaaaactgectgetgaa
R P AV P R AL T Q V¢ L VL R P P L P BE Q V R A XKL P A B

acggtgaaagctaaaccgecgteoegecgcoctgegacataagegtegggttttaatgttggaaggetgegeccagectacgetttegeeccaac
T VvV XA K P R P P L R HKIRIRV L XL E G CAOQZ?PTT UL 8 P N

accaacgcggcaactgecgegagtgetggategtetggggatecagegtcatgecagetaacgaagecaggetgttgtggegeggtggactat
T N A A T A RV L D RL GG I 8 V K P A N EA G C C G A VDY

¢
. .

catcttaatgegecaggagaaagggetggecacgggegegeaataatattgatgectggtggecegegattgaageaggtgecgaggeaatt
H L N A Q B XK 6L A R A RNWNTI D AMWMWPATIEBEA G AEAI

ttgcaaaccgeccageggetgeggegegtttgtcaaagagtatgggecagatgetgaaaaacgatgegttatatgecgataaagecacgtecag
L Q T A 8 G C G A F V K EY 6 Q X L K NDAUL Y ADIXKXARQ

gtcagtgaactggcggtcgatttagtcgaacttetgegecgaggaacegetggaaaaactggcaattegeggegataaaaagetggeette
vV $ EL AV DpL V EL L R EEUPULEI XKL A I RGDI K I KTULAPF

cactgtecegtgtaccctacaacatgcocgecaaaagectgaacggegaagtggaaaaagtgttgecttegtecttggatttaccttaacggacgtt
H ¢C P ¢C TL Q HAQ KL NG EV E KV L L RL GPF T™L T DV

cccgacagccatetgtgetgeggttcagogggaacatatgegttaacgeatecegatetggcacgecagetgegggataacaaaatgaat
P D s H L ¢ C G S A G T VY AL THUP DL AR QUL R DNIKMN

gegetggaaageggcaaaccggaaatgategtcaccgecaacattggttgecagacgeatetggegagegecggtegtacetetgtgegt
A L E S 6 K P E M I V TA NI G C Q T B L A 8 AG R T S8 V R

cactggattgaaattgtagaacaagcccttgaaaaggaataacaaaatgaaaactaaagtcattcttagccagcaaatggegagtgecaat
H W I E I V E @ A L E K E * M X T K VvV I L 8 @ Q M A S5 A I
glcG —b
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tcgecatggacgattgecgegecgattgeggettatatctcecaggagaaagegegtacegeegegetggggegtegtgaaactaagggeta
R M D D CA P I A A Y I S Q E KA RTAMAMAILGT RU ERETIKG Y
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E E X V N NG RTTA VPP VT APILULT S L B G GV P V V V DG

gcaaattattggtqccqtggchtttctqqtttaaccggagcacgqqatchcaqqtcqcgaaagcgqcagcagcgqtgttggcgaaata
Q I I 6 A V @6V § 6 L T GG A QDA QV A KA AAAV L A K ¢
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M
gleR e——p-

FIG. 2—Continued,

2056

3510

3600

3690

3780

3870

3960

4050

4140

4230

4320

4410

4500

4590

4680

4770

4860

4950

5040

5130

5220

5310



Vou. 178, 1996 MOLECULAR

A

1 234567 s
GLC B —p | o= == @
: —66
GLCD —-| ==
gt ot —45
GLCE —»
—36
—24
GLC G—b

CHARACTERIZATION OF THE E. COL/ glc LOCUS 2057

T kDa
-56
—45 o
GLC D ~&
—35 ¢
o 24 GLC F —&
GLCE —&
—14

FIG. 3. (A) Autoradiograph of the gene products encoded by recombinant plasmids containing ditferent parts of the glc locus and expressed in the maxicell system
using strain JA120 as a host. Proteins were separated by SDS-10% PAGE. Lane 1, plasmid pTP21; lane 2, plasmid pTP22; lane 3, plasmid pTP23; lane 4, plasmid p[M4;
lane 3, BlueScript vector; lane 6, plasmid pTP25; lane 7, plasmid pTP26. (B) Autoradiograph of the gene products encoded by plasmid pTP28 separated by SD5-13.5%
PAGE. (C) SDS-PAGE of crude membrane proteins. Samples of 150 pg of membrane proteins obtained as indicated in the text were applied to a 10% polyacrylamide
gel, electrophoresed, and stained with Coomassie blue. Lane 1, strain JAL51 transformed with plasmid pTP21; lane 2, strain JA151 transformed with vector Bluescript;
lane 3, wild-type strain MC4100. Gene products are indicated on the left of each panel. Molecular mass markers indicated on the right of the three panels were bovine
serum albumin (66 kDa), ovalbumin (45 kDa), glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (36 kDa), trypsinogen (24 kDa), and lactalbumin (14 kDa).

of E. coli can use p-lactate as a substrate (21), this gene could
encode a protein involved in the oxidation of glycolate.

The initiation codon of gicE overlaps with the termination
codon of gleD. Its putative Shine-Dalgarno sequence (GGAG)
has been located 12 bp upstream of the ATG codon. The gicE
gene encodes a 350-amino-acid protein with a calculated mo-
lecular mass of 38,352 Da. When compared with the protein
sequences in the GenBank database, the highest similarity was
again found with the p-lactate dehydrogenase from S. cerevi-
siae. On the basis of this similarity, this protein could be as-
signed to another subunit of glycolate oxidase.

Upon examination of the primary structures of glcD and glcE
gene products, possible flavin-binding domains were easily de-
tected. In the case of glcD we have identified a partially con-
served consensus sequence like that described by Branden and
Tooze (5). This consensus sequence contained the motif Gly-
X-Gly-X-X-Gly separated from a conserved glutamate by 17

residues and included several invariant hydrophobic positions
(Fig. 5A). In addition, a sequence showing significant homol-
ogy to the active site of several oxidoreductases was found for
both the glcD and glcE proteins. This sequence contained a
histidine residue (His-140 for the gleD protein and His-91 for
the glcE protein) separated from a cysteine residue by 13 and
12 amino acids, respectively, the same distance as in anaerobic
glycerol-3-phosphate dehydrogenase (9), fumarate reductase
(8), or succinate dehydrogenase (39).

It has been described for some flavin adenine dinucleotide
or flavin mononucleotide enzymes like anaerobic glycerol-3-
phosphate dehydrogenase that the enzyme activity is higher
when measured in the presence of these nucleotides. To test
the possible activation of the glycolate oxidase activity of our
preparations by these cofactors, we used concentrations of
flavin adenine dinucleotide ranging from 2 to S0 uM and flavin
mononucleotide from 0.2 to 5 mM in the assay mixture. The
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FIG. 4; Physical map of the gl locus insertional mutagenesis by CAT19 cassette.
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The open bar represents the genomic DNA of E. coll wild-type strain MC4100,

and the arrows represent the extension and direction of transcribed genes. Insertions of the CAT cassette are indicated by black bars below the map. The restriction
sites used for each insertion are indicated as follows: B, BamHI; M, Mlul; N, Nrul; and V, EcoRV. Relevant characterization of each insertion mutant strain is

presented. GO, glycolate oxidase; MSG, malate synthase G.



2058 PELLICER ET AL.

A 84 Tl:(GAGTGLS GGALPLEKGVLLVMARFKE 111 GLCD
5 TVII:{GGGLAGLLC(-ELQLQKHGLR(;AI.VT 32 GlP B
11 VIIIGGGATGAGIARDCALRGLRVILVE 38 QP A
9 AVVIGAGGAGIARLAQISQSGQTCALLS 36 SOH A
8 VVVLGAGPAGY SAAFRCADLGLETVI VE 35 LPD
B

22 LRACVHCGFCTATCPTYQLLG 42 GIC F
72 LDRCLTCRNCETTCPSGVRYH 92 GIC F
6 FENCIKCTVCTTACPVSRVNP 26 GLP C
53 LKYCINCKRCEVACPSDVKIG 73 GLP C
145 LYECILCACCSTSCPSFWWNP 165 SDH B
145 FSGCINCGLCYAACPQFGLNP 165 FRD B
5 TDECISCGACAAECPVEAIHE 25 FDX (CT)
34 ADTCIDCGACEAVCPTGAVKA 54 FDX (CT)
5 EETCISCGACAAECPVNAIEQ = 25 FDX (RR)

34 ADTCIDCGNCANVCPVGAPVA 54 FDX (RR)

+--C4-C-~C==~CP==m— .

FIG. 5. (A) Consensus sequence of the flavin cofactor binding sites from the
following E. coli enzymes: GlcD, glycolate oxidase; GIpA and GlpB, anaerobic
glycerol-3-phosphate dehydrogenase (9); SdhA, succinate dehydrogenase (39);
and Lpd, lipoamide dehydrogenase (33). The invariant positions for glycines and
the conserved glutamate are indicated in boldface. The dots mark the rather

conserved hydrophobic positions which complete the consensus for the flavin -

binding site as indicated by Branden and Tooze (5). The numbering corresponds
to the amino acid positions in each protein. (B) Amino acid sequences of
iron-sulfur centers from the following E. coli proteins: GIcF, glycolate oxidase;
GIpC, anaerobic glycerol-3-phosphate dehydrogenase (9); SdhB, succinate de-
hydrogenase (12); and FrdB, fumarate reductase (10). Alignment also includes
ferredoxins from Clostridium thermosaccharolyticum (35) and Rhodospirillum
rubrum (23) labeled as Fdx (CT) and Fdx (RR), respectively. The different
cysteine clusters are aligned, and the highly conserved residues are shown in
boldface. Numbering indicates the position of amino acids in each protein. The
consensus is presented at the bottom, where cysteines are indicated by C, proline
is indicated by P, conserved hydrophobic amino acids are indicated by plus signs,
and an aliphatic amino acid is indicated by a dot.

lack of sensitivity of glycolate oxidase activity in our conditions
is noteworthy.

Furthermore, the glcD- and glcE-encoded subunits of the
glycolate oxidase were found to be absolutely dependent on
the glcF subunit for activity. Preparations obtained from plas-
mid pTP25 expressing only glcDE did not transfer electrons
directly to phenazine methosulfate, an acceptor used without
the iron-sulfur intermediate by other flavoenzymes such as
glpAB-encoded subunits of anaerobic glycerol-3-phosphate de-
hydrogenase (9). This observation reinforced the idea of a
different mechanism for glycolate oxidase.

Features and predicted properties of glcF. Three possible
start codons at positions 3532, 3556, and 3679 (Fig. 2) were
identified for the gene glcF. The first two ATG codons over-
lapped with the glcE gene and had no well-conserved Shine-
Dalgarno sequences upstream. The open reading frame, start-
ing at position 3679 and ending at position 4902, displayed a

J. BacTERIOL.

putative ribosome-binding site (GAGGAG) 12 bp upstream of
the corresponding ATG codon. The use of this translation
initiation signal predicts the expression of a protein of 407
amino acid residues with a molecular mass of 45,083 Da.

The glcF subunit, required for the function of the glycolate
oxidase enzyme, was a cysteine-rich protein containing 17 res-
idues, most of them organized in two clusters typical of iron-
sulfur proteins. Upon alignment of these clusters with those of
other respiratory enzymes it was clear that besides the charac-
teristic spatial arrangement of the cysteine residues (Cys-X-X-
Cys-X-X-Cys-X-X-X-Cys), additional positions were con-
served in these sequences. For instance, a hydrophobic residue
located two positions before the first cysteine, which was fol-
lowed by another hydrophobic residue. The last cysteine resi-
due was followed by a conserved proline and, six residues later,
by an aliphatic amino acid (Fig. 5B). .

Among the proteins giving high-scoring segment pairs with
glcF gene product, as indicated by the BLAST program, there
were the GlpC subunit of anaerobic glycerol-3-phosphate de-
hydrogenase from E. coli (9) and the iron-sulfur subunit of
succinate dehydrogenase from different species. These en-
zymes are multimeric proteins with similar catalytic mecha-
nisms, oxidizing molecules and transferring electrons through
iron-sulfur subunits.

The glcF low expression, probably giving a lower cellular
concentration, may indicate that several glcD-g/cE products are
associated with one glcF product. Alternatively, the subunits
encoded by gleD-glcE might act catalytically on the gicF pro-
tein, transferring their electrons to this terminal subunit of the
enzyme (9).

Features and predicted properties of gicG. The initiation
codon of glcG is located 5 bp downstream of the glcF termi-
nation codon and is preceded by a Shine-Dalgarno sequence
(GGAA) 11 bp upstream. This gene encodes a 134-amino-acid
protein with a calculated molecular mass of 13,737 Da. There
was no significant similarity to any protein or group of proteins,
although some similarity to a 142-amino-acid protein of un-
known function was observed (ORFY next to the dha regulon
from Citrobacter freundii, accession number CFU09771) (11).

At present we have been unable to assign any function to the
glcG gene product, as its inactivation by the CAT cassette
insertion did not affect glycolate utilization under the condi-
tions tested. Furthermore, strain JA151 transformed with a
plasmid expressing a truncated GlcG protein displayed normal
levels of glycolate oxidase activity (not shown). This plasmid
was obtained by deletion from the Clal restriction site of plas-
mid pTP24 (Fig. 1) and the extent of the deletion, which
removed up to amino acid 30 of the C-terminal end of GlcG,
was ascertained by sequencing.

Transcription. Total RNA was prepared as indicated above
from cells of strain MC4100 grown either on p-xylose as a
noninducing carbon source or on b-xylose plus glyoxylate, p-
xylose plus glycolate, or glycolate alone as an inducing carbon
source. Northern blot hybridizations of these RNA prepara-
tions were performed with a probe of each of the glc genes.

For the gleD structural gene, a transcript of 2.6 kb was
detected only under inducing conditions in the presence of
glycolate or glyoxylate, indicating the specificity of the tran-
scription (Fig. 6). Similar results were obtained for the other
structural genes, showing transcripts ranging from 2.1 to 2.6 kb
(not shown). Thus, none of the bands detected in the Northern
experiment was in accordance with the expected size of the
possible transcripts. No direct evidence for a polycistronic
operon was obtained from Northern blot experiments or po-
larity effects. Alternatively, the discrete size of the transcripts
observed could be indicative of transcript degradation.
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FIG. 6. Northern blots of total RNA from strain MC4100 grown on b-xylose

(lanes 1), p-xylose plus glyoxylate (lanes 2), p-xylose plus glycolate (lanes 3), and
glycolate (lanes 4). Hybridization was performed with a 500-bp glcC specific
probe (Nrul-EcoRV internal fragment) (left) or a 810-bp gleD specific probe
(Sall internal fragment) (right).

A constitutive transcript of 0.8 kb was detected with the glcC

probe, well in agreement with the size of this regulatory gene’s
expected transcript (Fig. 6). Finally, hybridization with probes
containing sequences beyond the glcB and gleC termini dis-

pl

ayed no bands in Northern blots of RNAs from either in-

duced or noninduced cells. This seems to indicate that no glc
genes are found over these limits.
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