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SUMMARY

End-product snhibition and repression of the homoserine dehydrogenase
of Escherichia cols

The homoserine dehydrogenase of Escherickia coli K12 is under the control of the
two tyvpes of known regulatory negative feedback mechanisms: repression and end-
product inhibition. The regulatory agent is L-threonine.

End-product inhibition by L-threonine is highly specific and strictly non-com-
petitive. The inhibition site of the enzyme can be selectively destroyed by heat. The
stabilitv of the enzyms and of its capacity to be inhibited have been studied. The
sedimentation constant of the inhibitable enzyme is higher than that of the enzyne
having lost its inhibition site.

The synthesis of E. coli homoserine dehydrogenase is greatly and specifically
repressed by L-threonine in the culture medium. The genetic control of the synthesis
of the aspartic acid family of amino acids ts discussed.

INTRODUCTION

Chez Eschericiia colt, les métabolites cssentiels suivants sont synthétisés A partir
de 'acide aspartigae: acide mésodiaminopimélique et lysine, méthionine, thréonine
et isnleucine. Le schéma simplifié¢ ci-dessous résume les étapes de leur biosynthese:

Acide aspartique

1 2
i
f-aspartyl phosphate
.L3 X Acide 4
t-Semi-aldéhyde aspartique —— ... ——> diamino --— L-ly¥ine
5 pimmélique
¥ ” MHomosérine

L-Hunlusé-l‘inc - phosphate ?—)- L-thré!uninc

o .

Cystathiohine Acide a-cétobut: tique
| !

Homaocyvstfine :

Py i

L-Yéthionine 1-1soleucine

Abréviations: ASA, Semi-aldé¢hyde aspartique; HS, homosériue.

Bsochim. Wiophys. Acta, 67 (1963) 16-30



REGULATINN DE L'HOMOSERINE DESHYDROGENASE 17

1 et 2, B-aspartokinases {deux ecnzymes distincts effectuent cette réaction, chez
E. coli, mais sont soumis & des régulations différentest); 3, semi-aldéhyde aspartique
déshiydrogénase: 4, décarboxylase de Vacide diaminopimélique; 5, homosérine dés-
hydrogénase; 6, homosérine kinase; 7, homosérine phosphate mutaphosphatase;
8, L-thréonine désaminase; g, cyvstathionine synthétase; 10, cvstathionase; 11, mé-
thionine synthase (homecvstéine méethylase).

Il semble qu'au cours de I'évolution aient été ~électionnés des orgunistnes pos-
sédant des systémes de régulation tels qu'une économie soit réalisée tant dans la
synthése des enzymes (répression) que dans leur fonctionnement (rétro-inhibition).

On connait actuellement pour certains des enzymes Ae 12 famille de Paride
aspartique les régulations suivantes:

Répression: (a), Par la lysine: enzvmes 1 et 4 (/. coli) (voir réfs. 1, 2). (b} Par Ia
méthionine: enzvmes g, 10 (voir réfs. 3, 4) et 11 (vair réfs. 5, 6) (E. coli). (¢) Par Viso-
leucine: enzyme 8 (E. coli) (voir réf. 7). (d) Par la thréonine: enzyvme 2 (Sdccharnmyvees
cerevisae, chez qui il n'existe qu’une seule S-aspartokinasel),

Rétro-iniibition (negative feedback): (a) Par la lysine: enzyme 1 (E. coli) (voir
réf. 1). {b) Par la méthionine: enzvine 9 (E. coli) (voir 1éf. 4). (c) Par Visoleucine:
enzyme 8 (E. coli) {voir réfs. 8, g). {d) Par la thréonine: enzyme 2 (E. cofi, 5.
cerevisiae) (voir réf. 1); enzyme 6 (E. coft) (voir réf. 10).

L'examen du schéma dec biosyntheése semble indiquer qu'il puisse exister des
contréles autres que ceux indiggués ci-dessus. Ainsi, une rétro-inhibition de 'enzyme
X par la lysine serait favorable, permettant a la semi-aldéhyde aspartique d'étre
plus on moins dirigée vers I'homosérine, en fonction des concentrations cellulaires
de lysine. Cette situation existe pour les enzymes 6, 8 et 9 et 'addition du métabulite
essentiel synthétisé par les enzymes de la chaine ne droit pas affecter la croissunce
normale de 'organisme.

I'obtention par GILVARG! d’un mutant n'effectuant pas Ja réaction 3 et exigeant
P'acide diaminopimélique, la méthionine et iz thréonine pour sa croissance semble
indiquer que c'est un enzyme unique qui etfectue cette réaction. Dans ce cas, 'ab-
sence de tout contrdle régulateur de cet enzyme semblerait nécessaire au fonctionne-
ment normal de la chaine; en effet, une régulation cfficace par un des métabolites
(lysine, par exemple) entrainerait unc carence en thréonine et méthionine. Cependant,
I'absence de répression de l'enzyme 3 par la lvsine'?, alors que les enzymes 1 et 4 sont
réprimés, doit, si I'on admet le= conceptions actuelles sur les opérons'3, faire penser
que son géne de structure appartient & un opéron distinct.

Le présent {ravail a pour objet I'étude de la régulation de l'enzyme 5, 'homo-
sérine déshydrogénase, décrit par BLACK ET WriGkT chez S. ecerevisiae. Pour cet
cnzyme, la situation est asscz semblable a celle de 'enzyme 3. Lans le cas d'un
enzyme unique, toute régulation par la thréonine ou la méthionine doit entrainer un
besoin en l'autre facteur. Les résultats obtenus montrent que, chez E. cofi, seule la
thréonine exerce les deux effets de régulation sur i'homosérine désnydrogénase.

WETHODES EXPERIMENTALES
Obtention des bacléries

Les bactéries (E. cols K12z, Hfr H) sont cultivées 4 37° en milieu synthétique 63
agité1s, additionné de glucose A 2%, et de thiamine (0.5 ug/mi). Elles sont prélevées

Livekine Biophys, dceta, 67 (1963) 1630
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en phasc cxponentielle de croissance, centrifugées, lavées avec le tampon suivant:
Tris o.01 M (pH 7.6) additionné de “Magnesium Titriplex” 2-102 M et de §-
mercaptoéthanol 10-t M. Le culot de centrifugation peut étre conservé congelé
puur la préparation ultérieure des extraits.

Préparation des extrails

Les bactéries sont mises en suspension homogéne dans le tampon ci-dessus {10 g
poids humide/100 ml} contenant ou non du chlorure de potassium 0.4 M. Elles sont
ensuite sonnées 4 l'aide de l'uscillateur Raytheon de 10 ke pendant 12 min. Les
débris sont éliminéds par conivifugation pendant 10 min (13 ooo rev./min). Le sur-
nageant est additionné de streptomycine A la concentration finale de 19,. Le pré-
cipité obtenu e ¢liminé par centrifugation. La plus grande partie de F'enzyme est
contenue dans la {raction protéique précipitant entre 25 et 459, de saturation de
sulfate d’ammonium. Le précipité est repris dans le tampon Tris o.0o1 M décrit plus
haut, additionné ou non de KCl. La plupart des propriétés de l'homosérine déshydro-
génase ont été étudides sur cette solution qui sera appelée désormais Extrait; elles
sont identiques a celles de 1'enzyme plus purifié obtenu par élution d'une colonne de

DEAE-cellulosc. Toutes les opérations précédentes sont effectuées a froid. Le Tableau 1
est typique d'unec préparation.

Mesure de U'activité de IUhomosérine déshyvdrogénase

La réaction ¢érudiée est la suivante:

CHO-—CH,—CH—COOH + TPNH « H* o CHOH--Cly; CH—COOH + TPN*
1

NH, NH,
Semi-aspartaldéhvde {ASA) Homosérine (HS)

Elle peut étre mesurée dans les deux sens; toutefois 1'équilibre est en faveur
de Ja formation d’homosérine.

1. Dans le sens ASA — HS, le mélange réactionnel est le suivant, dans un volume
total de 1 ml: DL-ASA®, 10 * M KCl, 0.8 M; tampon Tris (pH 7.5), 4-1073 . ;
TPNH. 3-10-¢ M (ajouté en dernier}.

La vitesse initiale de la réaction est mesurée par la diminution de densité optique
a 340 my, l'unité d'enzyme étant définie par un changement de 0.001 unité de
densité optique par 30 sec.

Dans le sens ASA — HS, les veleurs d'activité ont été obtenues aprés déduction
de l'activité TPNH-oxydase; ceci dans Fextrait brut ou aprés précipitation par la
streptomycine; en effet, dans la fraction préc;pltée par le sulfate d'ammonium,
cette activité perturbatrice est négligeable.

2. Dans le sens HS — ASA, le mélange réactionnel est le suivant, dans un volume
total de v ol pL-HS {(pH g), 5-10-2A7; KCl ¢ 33 ; tampon Tris (pH g), 1072 M
TPN., 4107t M (ajouté en dernier).

‘L aldéhxdc aspartique est préparé par ozonisation de la pr-allviglycine selon la technigue

de BLack £r Wuient!', Ia solution stock en HCI a1 N. conservée congelée, est ncutralisde par
KOH extemporanément,

it

Diochim. Biophys. Acla. 67 (1963) 10-30
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TABLEAU §
PURIFICATION D¥ L HOMOSERINE DESdYDROGENASE

Me sure dans e sens ASA — S,

At

R .. Acipsté
Vi cumiténom, Joate PRI syt
Extrait brut 37 1 bhao 170 200 12.5 O1o
Surnageant Streptomycine 31 4 200 30 200 9.2 750
SOUNH )4 0- 25% saturation 1 1 400 1 460 1 220
SO(NE,}g 25-45, saturation 2.45 30 00D 73 500 13.6 36357
Surnageant 45'% saturation 5 470 2397 3.5 173

La vitesse initiale de la réactinn est mesurée par l'augmentation de densité
optique & 340 my, I'unité d'enzyme étant définie comme ci-dessas.

La semi-aspanaldéhyde est égalvinent le substrat de l'enzyme 3, la semi-
aspartaldéhyde déshydrogénase qui effectue la réaction

ASA + TPN~ + Py o= f-aspartyiphosphate — TDPNIL } H-

Cette réaction, qui devrait normaleinent interférer avec la mesure de l'activité de
I'homosérine déshydrogénase, est totalement inhibée dans l'extrait de £. coli par le
Tris & la molarité utilisée.

Les protéines sont dosées par In méthode au biuret.

Nécessité de U'ion K+t pour Pactivité antagonisme de I'ion Na~
I.e Tableau II montie l'influence de l'ion Kt sur l'activité et 'inhibition par
l'ion Na+. Cet antagonisme semble avoir un caractére compétitif,

TABLEAU !

INFLUENCE wveS JONS KK* ET Na' SUR LACTIVITE
DE L' HOMOSERINE DESHVYDROGENAGE

Moesure dans te sens HS —» ASA. I.'homosérine utilisée n'dtait pas ajnstée & pll o pour ne pas
apporter d'ions K+ pu Na+. L'extrait exigeant du KC1 pour sa conservation. il posséde une
activité mesurable, méme sans addition de K= (Des oxtraits prépards en *'~bsence d ion K ne
miontrent aucutic activite et sont activés par cet lon). Les congentrations molaires en K ot NacCl
sont les concentrations terminales (sans tenir compte du K- apporté par l'cxtrait: c.orz W

terminal}.

K- Nag et Jids

“ 3f) <A Suadéc)
35
.04 . o
0.08 108
o.u8 €0.02 103
SN 0.0y 32
.08 O o8 32
€02 - T2
0.12 [V} o)
a.12 0.08 5.4
0.10 —_ 1zh
0.10 o.u3 100
.16 o ah -3
2 -— 110

Lroctim, Bioghyvs, Jdcta, 67 (i503) 15-30
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Stabilité de ['homosérine déshydrogénase

L'enzyme ne se conserve pas & + 2° ou congelé en l'absence de chlorure de
potassium. Le Tableau IIT montre qu'en présence de KCl 0.4 M, il ne perd pas son
activité méme aprés une semaine 4 4 2° Le chlorure de sodium a un effet hien
moindre sur la stabilité dc I'enzyme. Une protection efficace peut étrc obtenue par la

thréonine (les activités plus faibles figurant sur le tableau sont dues a l'inhibition de
IFenzvme par cet amino acide).

TABLEAU III
STABILITE DE L'HOMOSERINE DESHYDROGENASE

Le précipité 25 33% de SO (NH,),; est divisé en 5 parties, reprises dans lc tampon Tris 0.0t M,

additionné ou non de o.1 M Tris, NaCl, K{!, pr-thidonine aux concentrations terminales données

dans lc tablcau. Les vitesses au temps zéro sunt ramendes 4 la valeur arbitraire 100. Mesures

dans le sens ASA -+ HS et cn K* optimal. L'inhilsition par )a thréonine a ¢té mesurée en présence
de nr-thrédonine 2-10-* M terninale,

Temps de consenca.iox fen jonrsy

4 > &
Adedsgions B - - B . ————— R St
Aeterire Aepiviee APbition Activite Acrings | WAsbition
Cntidr) re,) Uln‘::um: P i) e, lir.ri‘a'mnt
% (847
o 105 100 52 28 26 18 6
Tris o.1 M 100 (1333 jo 32 | 8
IKCl o.05 A 150 100 30 68 49 26
KClaog M 130 100 35 108 105 98 46
MaCl oy AF ar 100 75 do 43
t.i -thrdomne 2-10-% 1f a7 100 108

Ho 105

Au cours de la perte d’activité qui se produit rapidement en absenre des agents
protecteurs ci-dessus, Uenzyvme perd la faculté d'étre inhibé par la thréonine.

Proportionnalité de Uaclivité g la quantité d'enzyme

La Fig. 1 montre que l'activité enzymatique est proportionnelle 4 la quantité
de protéine de 'extrait au moms jusqu’a 0.6 mg.

— 1501

%

g
2

®

:§l

-

b

[

2

.

:':_::

k-3

1 1 ——d -~
200

400 |
Mg de protéines
Fig. 1. Variation de I'activité en fonction de la quantité d’enzyme. Mcsure dans le sens ASA -+ HS.
Concentrations: voir Mesure de Iartivild de I'HS-déshydrogénase.

Biockim. Biophys. Acta, 67 (1963) 16-30
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pH oplintem

yans le sens ASA » HS, la réaction a lieu & une vitesse identique entre pH 6.0
et pH 8.0, puis décroit réguliérement pour atteindre 15%, de la vitesse optimale a
pH 11.0. Dans le sens HS - ASA, la vitesse de la reaction, nulle & pH 6.0 croit 1é-
guliérement ¢t présente une valeur optimale a pH g.o.

Lguilibre de la réaction
La constante d'¢quilibre de la réaction a €té déterminée. OGa trouve & pH 7.5:

(homosérine) (TEN)

N = — . L.
' {aspartaldéhvde) {TPXNH) (H-)

. 1.6 1ot

Cette valeur est tsui a fait comparable 4 celle de 1.3+ 10! observée par BLACK ET
WrIGHTY dans le cas du méme enzvme exnait de ia levuie 2 pH 7.9.

Activité de homosérine déshvdrogénase en fonction de la concentration des snbstruls

Les Figs. z et 3 donnent une représentation selon LINEWEAVER ET BURKY de la
variation d'activité de I'homosénine déshvdrugénause en fonction des corcentrations
d’homosérine, de TPN, de semi-aspartaldéhvde et de TPNH. Avec ces trois derniers

(b} TTPN aﬂ"

‘JXUIM’,J

1UVRIOP

1/HS
0 100 200
Fig. 2. Variations de l'activité en fonction des concentrations de: a. pr Homasérine; b, TPN.

Représentation selon LineweavER ET Burk. Les autres constituants sont utilisés aux concen-
tratiops donndes dans le texte,

Riochivi, Bicphys. dcla, 67 (1g63) 10—30
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4ach
n
B i
= I
=20}
. (o) X . 1rrPNH'x1o:’
4] 100 200 300 a00
20t

/

1V 107

10&'{;/./‘)/ /

(o) 11ASA 2102
e} 100 200 30C 400
Fiz. 3. Variations de l'acti ‘t¢ en fonction des concentrations de: a, ASA; h, TPNH. Représenta-

tion selon LineweaveErR ET HUrkx. Les autres constituants sont utilisds aux concentiations
donndées (dans *e *exte

compousés, un note une inhibition par excés ae substrat. Les constantes obtenues
sont les suivantes: Ky HS = 6.5-1073 M ; Ky TPN == 1.1-107%4 M ; Ky ASA =
1.4:1074 M Ky TPNH — 8-10-3% M. La réaction a également lieu avec le DPN au
tieu du TPN, mais il faut atteindre des concentrations de l'ordre de zo fois supérienres
pour obtenir la méme vitesse de réaction. Le DPN n'exerce pas d’action inhibitrice
sur l'activité mesurée en présence de TPN. Chez S. cerevisiae, BLACK ET WriGHT!H
avaient observé que le DPN avait plus d’affinité que le TPN pour U'homosérine dés-
hyvdrogénase.

Spécificite du substrat

Dans le sens ASA — HS, nous avons utilisé la pL-semiaspartaldéhyde et n'avons
pas tenté la résolution du racémique. Dans le sens HS — ASA, scule la L-homosérine
est substrat; la p-homosérine n'est ni substrat ni inhibiteur, pas plus que les homao-
logues on C; et 2n C, de 'homosérine (DL-penta et DL-hexahomosétine} (Tableau I'V).

Inhibition par la L-thréonine

De tous les amino acides et dérivés essayés sur "homosérine déshvdrogénase,
setls la L-thréonine et 'acide r-a-aminobutyrique exertent une act’on inhibitmice,
commc l¢ montre le Tableau V.

L’examen des résultats de ce tableau permet de donner la confizuration minimum
nécessaire & 'action inhibitrice sur I'enzyine: {a) Groupement a-amino acide libre.

Biocliat. Brophys clota, 7 (1903) 1h-30
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L NP

L-Homemsérine 410 7 Af Yo
p-Homosérine 410 * M o
L-Homosérine - 10-2 0
U-Homosérine 4-1o0-2 W 83
L-llomosdrine 4-1a0-3 M -
b-Homosérine 1.1-10- A5 75
nr-Hexahomosérine 5. 10-2 \f o
DL-Pentahomosérine 5-1o0-% W o

TABLEAU WV

SPECIFICITE DE LA L-THREONINE COMME INHIBRITEUK
DE L'HOMOSERINE DESHYDROGENASE

Condlitions: 1, oL-homosénne 5-107¢ M, TPN, 3.10-4 M, Tampon Tris {pH 9.0). |1, pL-A3A,
10-* M; TPNH, 2 5-10" Y, Tampon Tris (pH 7.5). Aucun des composdés non inhibitears de la
sdrie 11 ne mudific la vitesse de 1a rfaction en prése e de pr-thréonine 103 M.

Additions Actintés Inmidition

M fwrités) e}
[-Témoin 147
L-Thréonine z-10 3 40 73
p-Thréonine 2. 10-1 [41 o
pt.-Thréonine 4-10-2 T 73

Glycine 2-10-%, L-lysine 104,
DL-Alaning 10°%, pL-protine 2-10°2,
ni-Valine ¢+ 10 %, prondthionine 7 - 1o-32,
L-Aspartate 1073, pL-leucine 1073,

o1.-Phénylalanine 2 - 10~2, pL-isoleucine 2-10-2, L11-150 a
L-Glutamatce® 10-? 133 o
nr-f-Hydroxybucyrate 2 - 10°2** 141 o

1§-Témoin 143 —
- t-tt. éonine 10-? o 53
L-a- Aminobut s1ate 2102 it 2
L-n-Aminobutyrate 7.6-1¢-2 72 50
n-Thréonine 2 10-% 139 0
nL-Allothréonine 7 - 10-? 141 o
D-a-aminobutyrate 7.6 « 10-? 140 o
DL-F-aminoburyrate 7.6-10-2 143 o
DL-a-aminoisobutyrate z2-10-3 137 o
a-Cétobityrate 3.8 102 137 o
nL-C-phosphothréonine 3.8-16-3 143 o
Glycyl-t-thréonine 1o-t 136 o

* I."activité accrue en présence de glutamate esi due A la glutamo-déshydrogénasc de 'extrait.
T* L'extrait ne prédsente pas d'activité f-hvdroxyhutytate déshydrogénase en présence de
TPN,

Bichis:. Diophys. clcta, 67 {tg63) 1030
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L's ~tcbutyrate, 'acide S-hvdroxybutyrique, l'acide S-aminobutyrique, la glycyl-
L I, ...:ine ne sont pas inhibiteurs, (b} Configuration 1. du carbone en a du carboxyle:
I+ : suréonine et l'acide D-a-aminobutyrique sont sans action sur Dactivité de
l'enzyvme. (¢) Le groupe hydroxvle est important, car l'acide L-g-aminobutyrique
quoiqu’inhibiteur, Pest 4 un biecn moindre degré: une concentration 100 fois supé-
rieure & celle de la thréonine est nécessaire pour obtenir une inhibition identique.
Dautre part, la O-phosphothréonine est sans action.

Nature de U'tniibstion

Comme le montrent les Figs. 4 et 5, A concentration de substrat constant,
Vinhihition par la thréonine n'est jamais totale, montrant que le complexe enzyme-

N
.

——
o—"

Activité (urités A 3a0my 10430 sec)
5
o _. .

)
8]

3

102 21072
Di-Tnréonine (M}

L.
10403

Fig. 4. Inhibition de 'activité de 'homosérine déshydrogénase par la pr-thrécniac. Mesure dans
le sens }HS - ASA. pL-homesérine — 10" * Af; les autres constituanty aux concentrations habi-
tuelles.

substrat-inhibiteur est encore actif méme quand il est saturé par l'inhibiteur.

La Fig. z inontre que l'inhibition par la thréonine de la réaction HS —» ASA
est de type non-compétitif. L'inhibition est également non-compétitive si la réaction
est effectuée dans F'autre sens.

Destruction par chaulfage du site d’inhibition
Le fait que l'inhibition soit non-compétitive indique Yexistence d'un site d'in-

Biochim. Biophys. Acia, 67 (1963} 16~-30
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g

Actwvité {unites 4 340mpx 1030 sec)

S0k x

x - ——

- —
107403 w2 2072

CL-Thréanire (M)

Fig. 5. Inhibition de l'activité de 1'homosérine déshydrogénase par la vi-thréonine. Mesure dans
le sens ASA -» HS. ASA = 3-10-* W los autres constituants aux concentrations habituclles.

TABLEAU Vi

DESTRUCTION PAR CHAUFFAGE DU SITE D'INMIBITION
DE L'HOMOSERINLE DESHYDROGENASE

Le chaufiage cst réalisé par addition de o0.75 ml d'extrait & z.25 ml de tampon Tns (pH 7.6}

contenpant du IKCl 0.4 M, préchauffé dany un bain-maric réglé & 49° - 0,05. Des prélévements e

0.3 mi sont cHectuds aux temps indiqués et portés immédiatement dans la glace fondante. Musurce
dans le sens ASA - HS. pL-thrédonine: 2-10-3 AL,

Enzyme meswure

Temps e Inhibition
Faperience chaufluge Sans thréomine  Avec thrfonine )
{mint {enates) {wnueds}
1 o 165 50 66
1 153 34 6%
-1 103 %1 10
1L o 119 57 52
2 L] o5 u
4 57 no o
[ 43 52 o
Q9 42 43 o
12 36 37 o

Biockim. Biophys. Acta, 67 (1963) 16-3¢
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hibition indépendant du site d'activité. Daps ¢ cas de deux autres enzymes sujets
a la rétro-inhibition, il a été possible de détruire sélectivement par chauffage le site
d’inhibition: carbamvlitransférase de 1'acide aspartique inhibée par le cytidine tri-
phosphatel!d, et thréonine désaminase inhibée par l'isoleucine®.

Un phénoméne identique est démontrable avec I'homosérine déshydrogénase
d'E. coli, comme le montrent les résultats du Tableau VI. L’enzyme non inhibable
obtenu par chauffage a le méme Kmn que I'enzyme non chauffé.

Criteres de 'unicité de I'homosérine déshydrogénase

La destruction sélective du site d'inhibition et l'inhibition incompléte par cet
amino acide de I'homosérine déshydrogénase pourraient faire penser qu'k cols
posséde deux (ou plus) hornosérine déshydrogénascs, dont une =eule serait inhibée
par la thréonine. Un tel cas a été observé dans le cas des deux S-aspartokinases d'E.
coli, qui sont soumises 3 des régulations indépendantes par la lysine et la thréonine!.
Les faits suivants montrent que ceci est hautement improbable: (a) aucun autre
aminn acide de la chaine dérivant de I’'acide aspartigue n’est inhibiteur; (b) I'activité
enzymatique est éluée en un seul pic homngéne d'une colonne de DEAE -cellulose
par un gradient de chlorure de potassium (Fig. 6); (¢) I'activité enzymatigue est

:

X

Activité par fraction (unités 4 340my »10%/30 sec)

A N
o 3% 40 80 60 65 80
Mumdro des troctions

Fig. 6. Fractionnement de 1'HS-déshydrogénase par passage sur colonne de DEAE-cellulose.

Celonne de DEAE-cellilose (1.8 cm de diamdtre: 1 g de DEAE-cellulose/25 mg de protéine;, Javée

avecletampon Triso.ot M (pH 7.6) + KClo.1 M. Gradient de ECl en tampon Triso.01 M {;.H 7.6)

de 01 M A o4 M. Chaque fraction .= t.45 ml recuvillic cn 2 min. Activité totale déposée —
22 ghu wnitdd. Activitd 1écupérée = ¢ 425 unités.
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récupérée en un pic hoinogéie par centrifugation dans un gradient de saccharose
{voir plus Join) ; (dY enfin, 1 exiske des mvtants exigeant 'homnsérine (ou la thréonine
plus la méthicnine) p.ur leur croissance et gui sont (otalement dépourvus d’homo-
sérine déshydrngénaze. Par mutatior éverse, Vactivité enzymatique réapparait en
méme teinps que ia nrototrophie {Tableay VI

TABLEAU VL
ACTIVITE HOMOAERISE DESHYDROGHNALE I'ONS MEUTANTS REVEAST S

DE L enit t-

t.es mutants B 150 ¢t P 74 oxigernt 1a *hreonine ctia mothionine pour legy crowssance, f.os activités
spéuifig s, rarsurdes dans o senps ASAN « HE| s ebtainues aprls swustiaction Jde Vactivite
TINH -oxydase,

H iy Brsos [Bagn-) Bersng Hise-q Meryp Hirzgo
Addition an mihea de culture de
UL thréonine (o-2? 1f .
Drmdthiomne 5-10 * O H I o o o - R
Activite spécifque funités’mg) 2 2yt v 179 75 ab 33 © H3

¢ La diminutinn de PVactivité spécifique on présence de thrconine ost duc a la rdpression rie
| hormosérine déchydrogénase (voir texte).

DiFérence entre les coostantes de sédimentation dz Usnzyme tnhibable o de Uenzyite non
inkibable

Les vitesses différentes d'mactivation <tu site d'inhibition et du site d'activitd
en absence d'zgent; protecteurs (KCL, threunine) oa par chauffage & 49° pourraie; t
étre lides A des états différents d’agrégation ou tout av meins & une configiraiion
différente de Yenzynie. Aussi avons-aous entrenris une étude de la sédimentation de
l'enzyme en gradient de saccharose. i.e gredieat a ¢ié chtenn A 1'aide du dispositit
décrit par Brirten T RUserTs!Y. U s'étend de 205 & 545 (poids/ponds). La quantite
de protéine déposée a la surface du liguide varc ontre 4.£ et 5.2 mg dans up voiume
d’extrait de 0.4 mi. Anrés la centrifugition, le fond du tube cst percé et des gouttes
sont collectées dans ure série de tube:, thaque fraciion contenant 5 gouttes. La con-
rentration 2n saccharose des fractions a ¢té contrdlée var réfractometne.

On ohse; ve qu'en présence de chlorare do potassium 0.4 M oa de DL-tharfunine
2-10-% M, U'enzyme s¢ trouve décald vers le fond du tube, Ceal pe semble pas lu a
la force ionique acrruc du milieu, car !+ chlorure de sodium n’s pas d'effet sur ia pusi-
tion de I'enzyme. L¢ calcul, selon NoMURA, Hal' ET SrIEGELMAN®, montre que Ia
constante de sédimen:ation est envison 2 lois plus grande guand Penzyme est protégé
gar le chlorure de potassium ou la thréonine. On note que l'activité (toujours in-
hibée par la thréonine) est récupérée totalement en chlorure de potasstum ct cn
thréonine, alors qu'on n'en retruuve que 50%, (non inhibée par la thréonine} dans le
témoin et en chlorure de sodium. GERHART ET PARDEE!® ont ¢également observé quo
I'aspartate transcarbamylase rétro-inhibable posséde une censtante de sédimentation
deux foss plus elevée gue ceile de Fenzyme non inhibable.

RBiochim. Bivphys. Aclu, 67 (42l ) 16- 20



28 J-C. PATTE, G. LE BRAS, T. LOVINY, G. N. COHEN

Répression de Uhomosérine déshydrogénase par la thréonine

En présence de concentrations de t'ordre de 5-1073 M de pL-thréonine, la crois-
cance d= Hfr H est tréds lente et il est difficile d’obtenir des juantités de bactéries
suffisantes pour préparer un extrait. Toutefois, le taux de croissance est ramend A
une valeur convenable par addition de pi-méthionine 5-107% M.

Dans ces conditions, 1 est possible de mesurer l'activité spécifique de 'homo-
sérine déshvdrogénase dans les extraits bruts de bactéries dont la croissance a eu
lieu sur thréunine - méthicnine, ou sur méthionine seule. e Tableau V1II montre
qur la thréonine exerce une répression trés etficace de la synthése de 'homosérine
déshydrogénase, alors que la méthionine et la lysine n'exercent aucun controle ré-
pressif, mame & wos concentrations élevées,

TABLEAU VI
REPRESSION DE L'HOMOSERINE DESHYDROGENASH

At

i r vels- Prradtines - Répreizion
Adidvtnas wn whiea de cwituve {mgimis r\f;;:rl;;?:i') ‘p(e‘.;,

3] 206.3 045

0 [*] Gi3
L LLysinc 1072 M 33.7 386 B.4
pL-Methionine 5-107% Af 22 703 --19.2
ot -Thréonine 5-10°3 A 4.
nL-Méthuonine 3+ to-t A 34 135 1.

© lees activitds spdcitiues, mesardes cians le sens ASA > HS, sont obtenues aprés sous-
traciion de lactivité TPNH-nxydasce,

DISCUSSION

Il ressort des résultats ci-dessus que 'homosérine déshydrogtnase d'E. coli K1z
{Hfr H) est soumise aux deux types de régulation connus chez les microorganismes.

Le contrdle par réira-inhibition est di1 2 une inhibition hautement spécifique par
la r-thréonine. Cette inhibition est de type non-compétitif, le complexe enzyme-
substrat-inhibiteur cunservant encore de 1'activité 2 saturation d’inhibiteur. Cette
particularit¢ permet 4 Vorganisme de continuer 3 synthétiser 1'homcsérine et par
conséquent la méthionine méme quand 1'homosérine déshydrogénase est saturée par la
thréonine. L’inhibition non-compétitive correspond bien 4 urn site d'inhibition
distinct du site d’activité, qui peut étre inactivé sélectivement par chauffage.

I.'existence et l'inactivation sélective d'un site d’'inhibition ont déja été décrites
par CHANGEUXY dans le cas du contréle de 'activité de la 1.-thréonine désaminase par
la r-isoleucine et par GERHART ET PARDERY® dans le cas du contrdle de 1'aspartate
transcarbarnylase par le CTP. Dans le cas de la thréonine-désaminase, CHANGEUX
abserve une cinétique bimoléculaire vis-i-vis du substrat et de i'inhibiteur qu'il
interpréte comme due 3 'existence d’un site d’activité et d'un site d'inhibition inter-
férant I'un avec I'autre. La destruction du site d’inhibition rend normale la cinétique
de lI'enzyme. L'aspartate transcarbamylase présente une cinétique trés complexe
qui n’a pas été analysde en détail par les auteurs; 'inhibition par le cytidine tri-
phosphate semble cependant étre du type compétitif. L'enzyme se cornporte comme
la thréonine-désaminase, car aprés destruction du site d'inhibition par la chaleur, il
obéit A I'éguation de HENRI-MICHAELlS.
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L’homosérine déshvdrogénase différe des deux autres enzymes a deux sites
mentionnés ci-dessus par la fait qu'elle est inhibée non.compétitivement par la
thréonine et qu'elle présente d'emblée une cinétique de HeNri-MICHAELIS. [a
rétro-inhibition n'est donc pas nécessairement comnpétitive. Une illustration supplé-
mentaire de ce fait est donnée par les deux F-aspartokinases de 7. rofi dont les
rétro-inhibitions typiquement “allostériques’” par la thréonine et la lvsine sont la
premié¢re, corapét.iive et la seconde, non-compétitivel.

Il est important de noter que, contrairement aux deux enzymes étudiés par
CHANGEUX ET Parprei, dont les deux sites, quulque distincts, ne sont pas entigre-
ment indépendants, I'homasdirine dézhividhogdnase désinhibde par chauffage a unc
constante de dissociation inchangée avec son substrat, ce qui est un argument supplé-
mentaire en faveur de 'indépendance totule des deax sites,

Pour posséder sa pleine activité ¢t sa capacité d’étre inhibé par la thréonine,
Ienzyme semble devoir posséder une configuration spéciaic stabilis¢e, soit par le
chlorure de potassium, suit par la thrévnine. En effet, il ne <e conserve qu'en pirésence
de ces agents; par ailleurs, il pusséde alers une constante de sédimentation plus
¢levée que celle de l'enzyvine non srabilisé dont 'activité résiduelle n'est plus sensible
a la thréonine. Mous espérons que des études ultérienres nous montreront si 'enzvme
inhibable correspond a une forme polymérisée ou A unc forme plus globulaire de
I'enzyme non inhibable.

La vépression de I'homosétine déshvdrogénase est également hautement spéci-
fique, la thréonine étant le scul amino acide répresseur. En efiet, la {ysine et la mé-
thionine qui scat les autres métabolites essentiels dérivant de acide aspurtique
n’affectent pax la synthése de 'enzyme.

COHEN ET H'rsCH?' avaient trouvé que la thréonine n'exerce pas d’effet répres-
seur sur les enzymes de E. coli transformant 'bomosérine en thréonine et ce fait
avait été confirmé pour l'un d'eux, I'homosérine kinase, par WORMSER ET PARDEE.
Chez £. cofi, tout au moins, la thréonine n’exerce done un effet répressif aue sur Fho-
mosérine déshydrogénase; en eftet, les aspartokinases?!, la semi-aspartaldéhyvde dés-
hydrogénase!? et les deux enzvmes transtoermant I'homosérine en thréonine échappent
a la répression.

Il serait intéressant de vérifier si 'homosérine déshydrogénase, seul enzvme de
la séquence réprimé par la thréanine, et la semi-aspartaldéhyde déshydrogénase,
enzyme non réprimé par la lysine, appartisnnent a des opérons séparés, eux-meémes
distincts d'autres opérons controdlant la synthése des autres enzymes conduisant a la
lysine et 4 la thréonine.

Les régulations portant sur 'homosérine déshvdrogénase sont la cause apparente la
plus probable du taux de croissance extrémement réduit d'E. colf K12 sur thréonine, car
elles doivent rendre la synthése de méthionine limitante pour la croissance. L'addition
de méihionine rétablit daliteurs le taux de croissance a4 une valeur presque normale.

Pendant que ce travail était en cours de rédaction, nous avons pris connaissance
du récent article de Nara ¢f al.?2 qui ont étudié i'effet de la thréonine ct de la mé-
thionine sur la L-homosérine déshvdrogénase d’une souche de Micrococcus glutamicus.
Cet enzyme, qu'ils ont étudié uniquement dans le sens HS - ASA, fonctionne avec
le TPN, mais phs avec le DPN.

La thréonine est le seul amino acide rétro-inhibiteur de ’homosérine déshydro-
génase clion M. gludamicus: les auteurs ne mentionnent pas si l'inhibitien est com-
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pétitive ou non, mais peuvent obtenir une inhibition de 100%,. La différence essen-
tielle entre leurs résultats et les nétres réside dans la répressibilité de 'homosérine
déshydrogénase par la méthionine (759, de répression avec la niL-méthionine
3.5-10 3 ) alors que chez E. coli K12, la méthionine ne réprime absolument pas cet
enzvme. Les auteurs japonais n'ont pas essayé Ja répression par la thréonine. Ainsi,
des organismes différents utilisent soit I'un, soit I'autre des métabolites dérivant de
I'homosérine pour établir la régulation nécessaire a la production optimale de ces
constituants essentiels,
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KESUME

L 'homosérine déshydrogénase de Escherichia coli K12 est soumise aux deux typesde ré-
gulation connus, répression et rétro-inhibition. L'agent régulateur est la r-thrénoine.

La rétro-inhibition nasla thréenine est hauternent spécifique et strictement non-
compdétitive. On pout silectivement inactiver le site d'inhibition de l'enzyme par
chauffage. Les propridtés de stahilité de lactivité et de la capacité d’étre inhibé de
Tenzyme ont ét¢ étudides. La constante de sédimentation de 'enzyme inhibable est
nettement plus élevée que celle de 'enzyme non inhibable.

La svotbése de Phomosérine deshvdrogénase de E. coli est fortement et spéci-
tiquement réprimée par la présence doe 1.-thréonine dans le miticu de culture. Le con-
wrole génétique de la svnthése des amino acides de la famille aspartique est discuté.,
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