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SUMMARY 

Feedback control on synthesis of enzymes by amino acids dtiring growth of P. morganii 

The kinetics of growth of Proteus morganii shows evidence for a feedback control on 
the synthesis of enzymes by cysteine and methionine. 

These repressions are expressed by lags in the growth and by “diauxies” and 
“triauxies”. 

The pool of repressors interferes with the expression of the repression. 

INTRODUCTION 

Lors de son etude sur la croissance bactbrienne, MONOD~ a montre que lorsqu’on 
fait croitre des batteries en presence de deux sucres dont l’un (a) est metabolid par 

* Une partie de ce travail a fait l’objet de notes preliminaires1*2. 
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des enzymes constitutifs et l’autre (b) par des enzymes adaptatifs, les organismes 
commencent par utiliser (a) a l’exclusion de (b). Ce phenomene donne lieu a une 
“diauxie” (croissance double). MONOD concluait : “La diauxie est l’expression dune 
variation du pouvoir enzymatique, . . . cette variation est lice a la nature adaptative 
de certains enzymes et au pouvoir que semblent posseder certains sucres d’inhiber 
ces enzymes ou plus exactement d’inhiber leur adaptation”. La nature de cette 
inhibition est rest&e obscure. 

De nombreux auteurs ont montre, d’autre part, que les batteries utilisent de 
preference un metabolite preform&, plutot que de le synthetiser de nova. Ce “choix” 
resulte Cgalement dune inhibition dont la nature, dans ce cas, a pu &tre precisee: 
il s’agit, cette fois, d’inhibition dune chaine metabolique par le produit final resultant 
de son activite. Ce phenomene a recu le nom de “feedback control”, terme que nous 
nous proposons de traduire par “rCtrocontrBle”. 

De nombreux cas de rCtrocontrole ont CtC decouverts au tours de ces dernibres 
annees: citons notamment les retrocontroles par le tryptophane*, la m&hionine5p6, 
la valine’, l’isoleucines, l’arginineDp lo, les pyrimidinesrl et les purines12y 13. 

De l’ensemble de ces travaux, il ressort que le retrocontrole peut s’exercer par 
deux mecanismes, agissant souvent simultanement : le premier consiste en l’inhibition 
d’activites enzymatiques le long dune chaine metabolique par son produit final, le 
second en l’inhibition par ce produit de la formation d’enzymes intervenant dans 
cette chaine. On reserve a ce second mecanisme le terme de repressionlo. 

On n’a cependant jamais mis en evidence de diauxie consequente a un retro- 
controle. Le present travail montre dans quelles conditions le retrocontrole par la 
cysteine et la methionine se manifeste par des latences, des di- et des triauxies. 

MATRRIEL ET MRTHODES 

Microorganisme 

Proteus morganii souche P,,, p rovenant du laboratoire du Prof. TULASNE a 
Strasbourg. 

Croissances 

Les croissances se font a 36” avec aeration par agitation et dans des fioles sur- 
montees d’une cellule cylindrique I*. On utilise, suivant les cas, des fioles dune capacite 
de 125 ml contenant 40 ml de culture, ou des fioles dune capacite de I 1 contenant 
250 ml de culture. Les croissances sont suivies par mesures de D.O. au spectrophoto- 
metre Beckman B a 660 mp. 

Miliew de culture 

(a) Milieu d’entretien: “Nutrient Agar” Difco, en tubes inclines. (b) Milieu 
minimum (min.): est constitue de glycerol 0.1 M; (NH,),SO, 0.02 M; tampon aux 
phosphates (KH,PO,-Na,HPO,) 0.02 M; NaCl 0.01 M; K,SO, 0.01 M; MgSO, 
0.001 M; citrate de fer 0.00004 M; acide nicotinique IO-* M. Le pH final est de 7.3. 
(c) Milieux complexes: Bouillon: “Nutrient Broth” Difco. 8 g/l sont dissous soit dans 
du milieu minimum, soit dans du tampon aux phosphates 0.02 M, pH 7.3. 

Hydrolysat de caseine : “Casamino Acids - vitamin free” Difco. 8 g/l sont dissous 
soit dans du milieu minimum, soit dans du tampon aux phosphates 0.02 M, pH 7.3. 
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Nous avons verifie que la presence de milieu minimum dans des precultures en bouillon 
ou en hyclrolysat de caseine n’influence pas le comportement ulterieur des batteries. 

Milieu min. acides amines: Milieu minimum aclditionne dun melange des Ig 
acides amines purs constituant approximativement la caseine, soit, par litre de milieu 
0.35 g r_-arginine, 0.28 g L-histidine, 0.71 g L-lysine, I.92 g acide r,-glutamique 
(neutralid), 0.58 g acicle L-aspartique (neutralise), 0.03 g glycine, 0.28 g L-alanine, 
0.52 g L-valine, 0.91 g L-leucine, 0.45 g L-isoleucine, 0.92 g L-proline, 0.56 g L-phenyl- 
alanine, 0.102 g DL-serine, 0.78 g rn-threonine, 0.45 g L-tyrosine, 0.21 g r_-hydroxy- 
proline, 0.23 g L-tryptophane, 0.03 g L-cysteine, 0.58 g nL-methionine. 

Prod&s 

Tous les sels utilises sont de qualite “pro analysi”. La m-allocystathionine et la 
Dr.-homocysteine sont des pro&its de la “California Foundation for Biochemical 
Research’. La nL-methionine est un pro&it de la “Nutritional Biochemicals Co.“. 
Tous les autres acides amines sont des procluits “F. Hoffmann-La Roche und Co.“. 
L’acide L-glutamique Hoffmann-La Roche. contient des traces d’autres acicles aminds 
et, notamment, de la methionine. 11 a Bti: purifie par 4 recristallisations clans l’eau. 

Rholte 

Les batteries sont r&colt&es a la surface d’un tube de gelose incline age de 15 h 
environ, et mises en suspension clans le milieu de preculture de facon a realiser une 
D.O. de 0.1 environ. Quand la preculture a atteint la D.O. de 0.350, les batteries sont 
recoltees sterilement par centrifugation, remises en suspension clans le milieu minimum 
et centrifugees une seconcle fois. Le culot de batteries lavees est alors remis clans 
quelques millilitres de milieu minimum. Cette suspension dense est utilide a I’ensemen- 
cement des milieux a experimenter. La valeur de l’inoculum n’influence pas le sens 
des rbultats. Toutefois, on s’efforce d’ensemencer toutes les fioles dune m&me 
experience a la meme D.O. de depart, generalement 0.1 environ. 

RlbULTATS EXPliRIMENTAUX 

Influence du milieu de @&&we SW la latence en milieu minimum 

Si on fait croitre Proteus morganii en milieu minimum et, apres centrifugation 
et lavage, on le transfert clans le mCme milieu, la croissance reprend immediatement. 
Par contre, si on transfert de la m&me facon en milieu minimum des batteries prove- 
nant d’une preculture en presence de bouillon nut&if, la croissance ne reprend 
qu’apres une longue latence. Celle-ci varie d’une experience a l’autre, de 24 a 60 h. 

Cette latence est clue aux acides amines contenus clans le bouillon de preculture 
car on l’observe Cgalement apres croissance en presence d’hydrolysat de caseine ou 
au melange des rg acides amines constituant la caseine (milieu min. acides amines) 
(Fig. I). 

Nous avons v&-ii% cette croissance tardive n’est pas clue a une selection de 
mutants. 

Cette latence suggere que les organismes sont devenus incapables de synthetiser 
une ou plusieurs substances essentielles a leur croissance. Ann de preciser leur clefi- 
cience, nous avons test& l’effet de nombreux composes sur cette latence. 
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Effet d’acides amine’s soufrth SW la latence 

Les acides amines soufres L-cysteine et Dr.-methionine, et leurs d&k&, la DL- 

homocysteine et la m.-allocystathionine, sont les plus actifs a reduire la latence en 
milieu minimum. Leur addition a faible concentration reduit cette latence g 2 h 
environ (Fig. 2). L’homoserine et la serine ne raccourcissent pas la latence. 

Fig. I. Croissances en milieu minimum de 
Proteus morganii ayant crii au prealable dans 

le milieu indique entre parentheses. 

Log D.O. 

1.0. 

Fig. z. Croissances en milieu minimum de 
Proteus morganii ayant crii au prealable en 
bouillon tamponed. n a min.; 0-0 min. + 
DL-methionine o.0002 M; X-X mm. + DL- 

homocysteine o.oooz M. +-+ min. + L-cys- 
teine O.OOOI M; 0-O min. + DL-allocysta- 

thionine o.oooz M. 

E8et SW la latence de la sa&bression de la cystkine et de la m.%hiokne lors de la prkulture 

Les resultats precedents suggerent que la croissance en milieu complexe rend 
P. morgalaii incapable de synthetiser la cysteine et la methionine. On peut penser 
que la perte de cette capacite biosynthetique est due a la presence, dans la preculture, 
de cysteine et methionine qui reprimeraient la synthese d’enzymes intervenant dans 
leur propre voie biosynthetique. L’experience reprbentee par la Fig. 3 est une premiere 
preuve qu’il en est bien ainsi. 

Un temoin, ayant criTi en presence de rg acides amines (milieu min. acides amines), 
presente la longue latence habituelle. La suppression du milieu de preculture soit de 
la cystdine, soit de la methionine, reduit considerablement cette latence. La reduction 
de la latence est renforcee si on supprime simultanement la cysteine et la methionine. 
Ceci suggere que, quoique faisant partie de la m&me chaine metabolique, chacun y 
exerce une repression sur la synthbe d’enzymes differents. 11 semble, d’autre part, 
que la cysteine soit responsable de la majeure partie de la latence. 

Diauxie en @&ence de cystkine 

Comme nous I’avons montre ci-dessus (Fig. z), des batteries reprimees par crois- 
sance en milieu complexe, puis transferees en milieu minimum addition& de L- 

cysteine, y croissent apres une courte latence (2 h). Cependant, en presence d’une 
dose de L-cysteine suffisamment faible, 6.2*10-~ M par exemple, nous observons un 
phdnomene de diauxie (croissance double)3. La croissance se deroule en deux phases 
exponentielles separees par une phase de croissance ralentie. 

Afin d’interpreter ce phenomene, nous avons determine, au tours dune telle 
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diauxie, l’etat de repression des batteries en mesurant la latence lors de leur transfert 
en milieu minimum. Les resultats sont representb dans la Fig. 4. 

La phase de croissance ralentie apparait comme une manifestation de l’effet 
represseur de la cysteine. En effet, les batteries recoltees au point 3, c’est-a-dire peu 
avant le ralentissement, transferees en milieu minimum, n’y croissent qu’apres une 
latence de 24 h environ (courbe inferieure 3). Elles sont done fortement reprimees. 

~(19a.o.) 

0 
10 20 2.0 40 50 60 heures 

Fig. 3. Croissances en milieu minimum de 
Proteus morganii ayant crib au prealable dans 
les milieux suivants : x-x min. acides amines; 
+-+ min. acides amines sans methionine; 
0 - 0 min. acides amines sans cysteine; 0-0 
min. acides amines sans methionine, ni cysteine. 

Log D.O. 

0.6 

heures 

0.0 
o.6 

0.4 
0.3 

0.2 

Fig. 4. Courbe superieure : diauxie en presence 
de L-cysteine 6.2.10~ M. Preculture en milieu 

minimum additionne de bouillon. Courbes inferieures : croissances en milieu minimum de Proteus 
movganii recolte en differents points de la diauxie. 

Au point 4, la repression est deja beaucoup plus faible et a disparu aux points 5, 6 
et 7. Le ralentissement de la croissance correspond done a l’epuisement de la cysteine 
du milieu, accompagne de la levee de la repression qu’elle exercait. 

L’Ctat des batteries, au point 2, est remarquable et fait ressortir un phtkomene 
nouveau. Les batteries sont fortement reprimees aux points I et 3. Le point 2 se 
situe done en pleine periode de repression et, cependant, ces batteries se cornportent 
en milieu minimum comme tres faiblement reprimees (latence de z h). Cette anomalie 
apparente nous a suggere l’explication dun phenomene constate anterieurement lors 
de l’etude du degre de repression en fonction de la concentration en cysteine du milieu 
complexe. 11 etait apparu que, si on augmente la dose de cysteine du milieu complexe, 
a partir dune certaine concentration la repression, loin d’etre plus forte, semble 
partiellement levee. 

On peut penser que, dans un milieu desequilibre par la presence dun exds de 
cysteine (comme c’est le cas au point 2 oh la cysteine est le seul acide amine present), 
les batteries accumulent une reserve interieure de cysteine libre (pool), qu’elles 
emportent lors de leur transfert en milieu minimum, oh le depart de la croissance s’en 
trouve facilite. 

Diauxie en #w.ketice de mkthionifle 

La repression par la methionine se manifeste Cgalement, en presence de DL- 

methionine 3.1.10-s M, par une diauxie. L’Ctat de repression donne Bgalement lieu, 
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SYNTHESES D’ENZYMES ET CROISSANCE BACTERIENNE 141 

lors des transferts en milieu minimum, a des latences (points 4 et 5 de la Fig. 5). 
L’accumulation d’un pool de methionine masque Bgalement le phenomene 

aux points I, z et 3. Cette accumulation semble particulierement rapide: au point I, 

les batteries provenant du milieu complexe n’ont s6journC que pendant quelques 
minutes en milieu minimum additionne de methionine seule. Elles croissent en milieu 

0.7 
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61 
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0.2 
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0.051 ’ . . c 
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Fig. 5. Courbe superieure: diauxie en presence 
de DL-rnethionine j.r.10~ hf. P&culture en 
bouillon tamponne. Courbes inferieures: crois- 
sances en milieu minimum de Proteus morganii 

recolte en differents points de la diauxie. 

o,, L4.r 
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Fig. 6. Triauxies en milieu minimum additionne 
de L-cysteine 6.2. rod M et de DL-methionine 
aux concentrations indiquees. Preculture en 

hydrolysat de caseine tampon&. 

minimum apres une latence de IO h environ, nettement inferieure 21 celle que l’on 
aurait observee par transfer-t direct des batteries de milieu complexe en milieu 
minimum (Fig. I). 

Triazlxie en @Gsence de cyst&e et me’thionine simultalaiment 

La Fig. 6 met en evidence une triauxie correspondant aux deux repressions 
distinctes exercees par la cysteine et la methionine. 

La croissance se deroule en trois phases exponentielles successives (II, IV et VI), 
precedees chacune dune phase de croissance ralentie (I, III et V). 

En faisant varier la dose de methionine et en maintenant constante la dose de 
cysteine, la valeur de la phase de croissance II varie de facon approximativement 
proportionnelle a la dose de methionine, tandis que la croissance IV reste constante. 
Si I’on surmonte la fin de la phase II de la valeur (en coordonnees logarithmiques) de 
l’accroissement de D.O. obtenu en presence de cysteine seule, on atteint, dans chaque 
cas, une valeur trb proche de la phase V. 

On peut done conclure que la croissance II correspond B l’utilisation de la methio- 
nine du milieu jusqu’d epuisement, atteint au debut de la phase III. Cet Cpuisement 
est accompagne de I’apparition d’enzymes de biosynthese de la methionine a partir 
de cysteine. Protezls morgalzii utilise alors la cysteine du milieu, ce qui correspond a la 
croissance IV, jusqu’& epuisement de la cysteine, en V, accompagne de l’apparition 
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d’enzymes de biosynthese de cysteine. A la fin de la phase de ralentissement V, les 
batteries sont devenues capables de synthetiser la cysteine (a partir de glycerol, 
d’ammonium et de sulfate) et la methionine (a partir de cysteine), done de croitre 
en milieu minimum, ce qui correspond a la phase VI, 

Nature de la latelzce rt%iduelle 

La latence de 2 h qui subsiste en presence de cysteine et methionine peut &tre, 
pratiquement, supprimee par addition de 7 acides amines (Fig. 7), parmi lesquels 
l’arginine, la lysine et la leucine sont les plus actifs. 

Log D.O. 

0.6 . 

0.5 
0.4 

Fig. 7. Effet de 7 acides amin& sur la latence r&iduelle. P&culture en milieu minimum addition& 
d’hydrolysat de casbine. O-O min.; x -X min. + DL-mhthionine 0.0005 M; 0-0 min. 
+ DL-mkthionine 0.0005 M + L-lysine + L-arginine + L-histidine + L-leucine + L-isoleucine 

+ glycine + t-tryptophane O.OOOI M chacun. 

Cette latence residuehe correspond aussi a des repressions exercees par ces 
acides amines. Ces repressions sont, toutefois, levees beaucoup plus rapidement (2 h) 
que celIes exercees par la methionine et la cysteine (40 h en moyenne). 

DISCUSSION 

L’etude de la cinetique de croissance de Proteus morganii dans les conditions d&rites 
ci-dessus constitue une methode simple, et peut-Ctre g&kale, de mise en evidence 
de phenomenes de retrocontrole par le mecanisme de repression de syntheses d’enzy- 
mes. Cette methode, toutefois, ne permet pas de deceler les retrocontroles par inhibi- 
tion d’activites enzymatiques. 

Les repressions de synthttse d’enzymes s’expriment dans ce travail par deux 
phenomenes: d’une part, par les diauxies observees en presence de represseur et, 
d’autre part, par les latences qui s’ecoulent lors du transfert en milieu minimum de 
batteries &prim&es. Dans ces deux cas, l’eloignement de l’acide amine -soit par 
Bpuisement, soit par transfert-Ieve I’inhibition Bventuelle de l’activite enzymatique, 
et le ralentissement de croissance ou la latence ne peuvent Ctre dQs qu’a l’absence des 
enzymes specifiques de synthese des acides amines en cause. La latence en milieu 
minimum constitue une mesure indirecte du contenu enzymatique des cellules. 

11 semble qu’on puisse conclure Cgalement que la lev6e de la repression s’accom- 
plit par une synthese y!wkfdrentielle des enzymes r&primes, comme UMBARGER ET 

BROWN l’ont montr6r5. En effet, la repression est totalement levee en 40 min, alors 
que l’accroissement de la masse bacterienne n’est que de 30 yO (comparer les points 
3 et 5 de la Fig. 4). La synthese des enzymes prealablement reprimes s’accomplit en 
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utilisant la derniere trace d’acide amine represseur, d&s que celui-ci a atteint une 
concentration non repressive. Ceci ressort particulierement de la difference de temps 
necessaire a cette synthese d’enzymes selon qu’elle s’effectue a la suite de l’epuisement 
du represseur (diauxie) ou a la suite d’un transfert en milieu minimum des batteries 
reprimees et lavees. Ce transfer? Climine, en effet, l’acide amine represseur indispen- 
sable a la restauration enzymatique. La degradation que subissent les proteines 
pendant la latencele constitue alors la seule source des acides amines dont la synthese 
est reprimee. La necessite du represseur pour effectuer la restauration enzymatique 
est propre a toute repression au niveau de la biosynthbe d’un acide amine et rend la 
levee de ces repressions particulierement difficile; les latences t&s longues, souvent 
accompagnees de lyse partielle et m&me, dans certains cas, l’absence totale de crois- 
sance, en sont des consequences. 

La methode utilisee dans ce travail, fondee uniquement sur l’etude de la crois- 
sance, ne permet pas de preciser entierement les sites de repression. Celle-ci doit 
&tre completee par des determinations quantitatives des enzymes participant a la 
biosynthese de la cysteine et de la methionine, et doit attendre que de nouveaux 
progres soient realises dans ce domaine. On peut cependant, d&s a present, conclure 
que la cysteine et la methionine a&sent au moins en deux sites differents de la chaine 
biosynthetique, sinon on n’observerait pas de triauxie. 

Le(s) site(s) de repression de la methionine se situent-ils uniquement entre la 
cysteine et la methionine ou interessent-ils des stades de la synthese de la cysteine? 
Nous avons examine l’etat de Proteus morgalzii reprime par croissance en presence de 
methionine seule : lors du transfert en milieu minimum, la latence, qui est Cvidemment 
supprimee par la methionine, subsiste en partie (go min) en presence de cysteine. 
On peut done localiser une repression entre la cysteine et la methionine. A premiere 
vue, ceci implique que la methionine r&prime la synthese de la cysteine, mais ceci peut 
&tre dQ a la presence de cysteine intracellulaire d&iv&e de la methionine par une 
voie diff&ente de l’inverse de la voie reprimee. 

Le fait que l’on retrouve au tours des triauxies une quantite constante de cysteine 
apres I’utilisation de quantites variables de methionine suggere que la methionine 
inhibe l’utilisation de la cysteine. Ce fait inattendu ne pourra &tre compris entierement 
que par l’utilisation dune methode moins indirecte que celle de la croissance. 

Soulignons enfin l’importance de I’accumulation d’un pool de represseur dans la 
mise en evidence de la repression. Le comportement de batteries recoltees au tours 
d’une croissance en presence d’un exces de represseur est la resultante de deux 
phenomenes qui se neutralisent: repression et accumulation de represseur. L’Ctat 
&prime ne se manifestera done que chez les batteries recoltees au moment oh la 
concentration en represseur est telle que le pool soit negligeable et ou la repression 
n’est pas encore levee. Cet &at est tres transitoire car, d&s que cette faible concentra- 
tion en represseur est atteinte, la restuaration enzymatique s’accomplit rapidement. 
Ces phdnombnes rendent compte d’echecs rencontres lors d’essais de mise en evidence 
de repression apres croissance en presence d’un exces de represseur. On entend par 
exces de represseur, une concentration anormalement 6levCe par rapport aux autres 
acides amines du pool. 

En plus de I’interet immediat du retrocontrole pour l’economie de la cellule, cette 
notion permet d’interpreter des latences et des irrCgularitCs frequemment rencontrees 
au tours des cultures bacteriennes. 
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RRSUMI? 

L’etude de la cinetique de croissance de Proteus morganii a permis de mettre en 
evidence des phenomenes de repression de synthbe d’enzymes par la cysteine et la 
methionine. 

Ces repressions se manifestent par des latences, ainsi que par des diauxies et des 
triauxies. 

Les reserves intracellulaires de ces represseurs (pool) interferent avec l’expression 
de la repression. 
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