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S U M M A R Y  

End-product inhibition a .d  repression of the lmmoserinc dehydrogenase 
of Escherichia coli 

The homo~rine  dehydrogenase of  Escherichia coli Kz2 is under the control of the 
two types of knuwn 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 ~lecOvely dest royed b y  heat. The 
stabil i ty of  the enzyme and of its capaci ty  to be inhibited have been studied. The 
sedimentation constant  of the inhibitable enzyme is higher than tha t  of  the  enz3nnc 
having It}st its inhibition site. 

"the synthesis of  E. coli homoserine dehydrogenase is great ly and specifically 
repressed by  L-threonine in the culture medium. The genetic control of the synthesis 
of the a~partic acid family of  amino acids is discus.*~zd. 

INTRODUCTION 

(.hez Escherichia coli, les rn~tabolites essentieis suivants sont synth~tL~s ~ part ir  
dr. l 'acidc a:~paxtique: acide m6sodiaminopim~lique et lysine, m~thionine, thr6onine 
et isnleucine. Le schema simplifi~ c i -d~sous  r~sume les ~tapes de leur biosynth~se: 

A c i d e  a s p a r t i q u e  

B-asparty! p h o s p h a t e  

3 X Acid~ 4 
L - ~ m i - a l d ~ h y d e  a ,  pa t - t ique  ---~-  . . .  > d i a m i n o  --.---~ L-l}~aine 

p im~ iiq ue 
5 ~, 7 

L- H o m t ~ r i n e  J i o m o ~ r i n e  
- - ~  p h o s p h a t e  -:~ L - t h r ~ o n i o e  i 

( .ystatt  h it~t,in~: Ac ide  a - c ~ t o b u t - ' r l q u c  

Homocys tMine  

i 
z , -M6th ion ine  L - l ao l euc ine  

A b r ~ v i a t i o n s :  A S A ,  ~ m i - a l d ~ h y d c  aspa,r t iqt le . '  HS,  h o m o ~ t - i u e .  

Bio,'him. v iopky~.  AcLaL ~7 (1~63) 16"-3o 
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x e t  2 ,  15-aspartokina~es (deux  enz.'vanes d is t inc ts  e f fec tuen t  ce t t e  r&tct ion,  chez  
E. coli, m,xis sont  soumis  A des r~gula t ions  f l i f ferentes  t) ; 3, semi-ah t~hyde  a s p a r t i q u e  
d~shydrog6nase"  4, d~ca rboxy la se  de F;tcide d iaminopim61ique ;  5, homos~r ine  d6s- 
h y d r o g ~ n a s e  6, ht~mos&ine k inase ;  7, hom0s6r ine  phfmpha te  m u tap h o sp h a t . a s e ;  
8. L- thrdonine  d~saminase"  9, c y s t a t h i o n i n e  synth#. tase;  zo, c y s t a t h i o n a ~ ;  z z, rn6- 
th ion ine  syntha~,;e (homocys t6 ine  m6thylase) .  

I1 semble  q u ' a u  <;ours de  l'&vo|tzti,m a ient  6tt~ ~ l e c t i o n n 6 s  des o rgan i smes  ~ s -  
s~dartt  des  .~yst~mes de  r~gula t ion tels q u ' u n e  &:onomie soi*" r6alis~e t an t  dons  la 
syn th~se  des  e n z y m e s  (r~pression) que  dons  leur Ibnc t ionnemen t  ( r&r~- inhibi t ion) .  

On conna i t  a e t u e l l e m e n t  pou r  cer ta ins  des enz~,ma~ ~..:, l?. far.-.;.!!e ,~o I'.~-i,~, • 
a s p a r t i q u e  les rdgula t ions  su ivante~:  

Rdpression." (a), P a r  la lysine:  enz'¢mes I et  4 i 1?. cull) (voir r6fs. I,  2). ~b) Pa r  la 
m~th ion ine :  e n z y m e s  9, Io  (writ  r~f~. 3, 4) et  xI ( v , i r  r~fs. 5, 6) (E. coil). (c) Pa r  Fi.~o- 
[eucine:  e n z y m e  8 (E. coli) (w~ir r~f. 7). (d) Pa r  la thrd, on ine :  e n z y m e  2 (.qaccharomyces 
ceret,isae, chez  qu i  il n ' ex i s t e  q u ' u n e  seule/~-aspartokina.c,e.t). 

Rdtro-inhibitio~,. (negative feedback): ( a ) P a r  la lysine:  e n z y m e  z (E. coli) (v~ir 
r~f. x). (b) P a r  la m,'.,thionine: e n z y m e  9 ¢E. cull) (voir rgf. 4)- (c) P a r  !'ist}leucino: 
e n z y m e  8 (~.  coil) (voir  r~fg. 8. 9)- {d) P a r  in th r~onine :  e n z y m e  2 (E. coll..g. 
¢eret~isiae) (voi:" rtSf. x) ; e n z y m e  6 (E. coil) (w,ir  r~f. to).  

L ' e x a m e n  du  sch6ma de  b iosyn th6se  semble  i nd ique r  qu ' i l  pui.~sv existtrr de'; 
contr61es a u t r e s  que  ceux  indiqu~s ci-dt~su~. Ainsi, une  r6tr ,~-inhibit ion de l ' c n z v m e  
X p a r  la [ysine sera i t  favor:d~le, p e r r n e t t a n t  X la s emi -a ld6hyde  a sp a r t i q u e  d ' e t r e  
plus ou  moins  dirig6e vers  l 'homos6r inc ,  en fonct i ,m d ~  co n cen t r a t i o n s  celluiaires 
de  lysine.  ( ' e t t e  s i t ua t i on  exi~te p o u r  ]es e n z y m e s  6. N e t  9 et  l ' add i t ion  du  m6tabo l i t e  
e~sentiel s y n t h 6 t i ~  pa r  les e n z y m e s  de la Cllaine ne d ro i t  pa~ af fec ter  lot t'rois~zinctr 
n o r m a l e  de l ' o rgan isme.  

L ' o b t e n t i o n  pa r  GILVARG l1 d ' u n  m u t a n t  n ' e f f e c t u a n t  pas  la rdact ion 3 et  ex igean t  
l ' ac ide  diaminopim611que,  la m6 th ion ine  et  la thr&mirte  pour  sa croi~sance ~etnble 
i nd ique r  que  c 'es t  un e n z y m e  un ique  qui  e f fec tue  ce t t e  re!action. Daus  ce cos. l 'ab- 
se.nce de  t o u t  contr61e r~gu la teu r  de cet  e n z y m e  semblera i t  n6c~saJ re  a,t fonc t ionne-  
m e n t  n o r m a l  de  la cha lne ;  en effet,  une  r6gula t ion efficaee pa r  un des  m6tab~dites 
(ly';ine, pa r  exemple )  en t r a fne r a i t  une  ca rence  en th r6on ine  et m6th ionine .  Cependan t ,  
l ' a b ~ n c e  de  r~press ion de l ' e n z y m e  3 pa r  la lysine t-~. a lors  q u e  |es e n z v m e s  z et  -I ~ont 
r~prim~s, doi t ,  ~i l 'on a d m e t  lo~ concep t ions  ac tue l les  sur  les oi~Srons to. loire pen:-,er 
que  .~on gi~ne de  s t r u c t u r e  ai~part ient  A un  op~.ron dis t inc t .  

Le  p resen t  t r ava i l  a [ ~ u r  obje t  l't~tude tie llt rdgula t ion de  l 'enzvmt:  5, l ' homo-  
:,a6riae d6shydrog#.nase,  dt~crit p a r  BLACK El" VV'RlC;t:T ~~ chez  S. cere-cisiae. P o u r  cet 
e n z y m e ,  la s i t ua t ion  ~'~t assez semblab le  it celle de  l 'enz-yme 3. Dons  ]e cas d ' u n  
e n z y m e  un ique ,  rou te  r~gula t ion par  la t h r~on ine  ou la rn~thionine  d~,it en t ra{ner  un 
be.~t~in en I ' au t r e  fac teur .  Les re 'suitors obtenu.,~ montr tent  que ,  chez  E. c9li, seule  la 
t h r&mine  exerce  les deux  effe ts  de  r6glz~ation sur  i'hom~xst~rine ddshydrog~na~e.  

M I~.THO I)F~ /-.'X P~RIM ENTALES 
O&t~tion des baadries 

Les  ba c t& ie s  (E. cull K z z ,  Hf r  H) soot  cu l t iv&,s / l  37 ° en mil ieu s~mth~t ique 63 
agit~ Is, add i t ionn~  de  g lucose  ~t :~'~ et  de t h i amine  (0. 5 ~g.lml). Elle~ sont  prCqev6es 
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en phase  exponen t i eUe  de  c ro i ssance ,  centr i fug6e~,  lav~*e5 a v e c  le t a m p o n  s n i v a n t :  
-l'ris o.ox M ( p H  7.6) add i t i onn~  de  " M a g n e s i u m  T i t r i p l e x "  2 - x o  -a M e t  de  /~- 
m e r c a p t o 6 t h a n o l  ro  - t  M .  Le cu lo t  de  c e n t r i f u g a t i o n  p e u t  6tre  conse rvd  congeld  
t ~ u r  la p~~para t ion  u l td r ieure  des  extra. i ts .  

t'r?paration des extratts 

Les bac t6 r i e s  sont  m i . ~  en s u s p e n s i o n  h o m o g ~ n e  darts  le t a m p o n  c i -dessus  {Io g 
poids  h u m i d e / l o o  ml)  c o n t e n a n t  ou n o n  d u  ch lo ru re  de  p o t a s s i u m  o.4 M.  EIles  son t  
ensu i t e  sonndes  ~ I'-aide de  l '~,-:cillateur R a y t h e o n  d e  t o  kc pe l tdar i t  x2 rain.  Leg 
di 'br is  strut 61imin~s p a r  , : e m d f u g a t i o n  p e n d a n t  xo m i n  (x3 o o o r e v . / m i n ) .  Le  gur- 
n a g e a n t  e~t addi t io l )n6  de  s t r e p t o m y e i n e  A la c o n c e n t r a t i o n  finale de  I O/o. Le  pr6- 
cipit6 obte~nu ::.~t 6iiutir,~ p a r  c e n t r i f u g a t i o n .  L a  p lu s  g r a n d e  paxt ie  de  l ' e n z y m e  est 
c o n t e n u e  dans  la f r ac t ion  p ro t6 ique  p r e c i p i t a n t  e n t r e  25 e t  4 5 %  de  s a t u r a t i o n  tie 
su l f a t e  d ' a m m o n i u m .  Le pr6c ip i t6  es t  repr i s  d a n s  le t a m p o n  Tr i s  o.ox M d6cr i t  plug 
h a u t ,  a d d i t i o n n 6  ou  n o n  de  KCI .  L a  p l u p a r t  des  p ropr i~ t6s  de  l ' h o m o s ~ r i n e  d ~ s h y d r o -  
g6na .~  ont  6t6 6tudi6~,~ su r  ce t t e  .solution qu i  se ra  appellee d ~ s o r m a i s  E x t r a i t ;  el les 
son t  i d e n t i q u e s  A celles de  l ' e n z y l n e  plu_s purif i6 o b t e n u  p a r  61ution d ' u n e  co lonne  de 
D E A E - c e l l u l o s e .  T o u t e s  les o p 4 r a t i o n s  p r ~ c 6 d e n t e s  son t  e f i e c t u ~ s  A froid.  Le  T a b l e a u  1 
es t  t y p i q u e  d ' u n e  p r~para t io t t .  

Mesuve de l'activitY de l 'homosoine ddshydvog#nase 

La r~act ion  ~tudifie es t  la . -u ivan te :  

C | t O - - C l l t - - ( - H - - C O O H  + TPNFI -r. tl* ~ C|[tOil---Cil  t C][--CC)C)H + TPN • 
I 

NHt NH t 
Semi-a~parta.ld~:hyde (.~.SA) ltomos*rirte (I-[S) 

EILe p e u t  ~trc  m es u rdc  d a n s  | ~  d e u x  sens ;  t o u t e f o i s  l ' dqu i l ib re  es t  en f a v e u r  
de |a  f o r m a t i o n  d ' h o m o s ~ r i n e .  

I .  I ) a n s  le sens  A,%A --, H $ ,  be m d l ange  rdac t ionne l  est  le s u i v a n t ,  d a n s  un  v o l u m e  
t o t a l  de  i m l :  I~L-ASA',  i o  ~ 3"/; KCI,  0.8 M ;  t amp<m Tr i s  ( p H  7.5),  4 " x  o -a  M ;  
T I ' N H .  3" Io -*  M (aioutd en dernier}.  

La  vitc~:;e in i t ia le  de  la rdac t ion  est  mesu r6e  p a r  la  d i m i n u t i o n  de  dens i td  u p t i q u e  
34o m/z, l ' un i td  d ' enzyTne  d t an t  ddfinie p a r  un c h a n g e m e n t  de  o . o o i  un i td  de 

denMtd o p t i q u e  p a r  30 .~c. 
Dang  le seng ASA ~ HS,  le ,  v a l e u t s  d ' ,xct ivi td  o u t  ~tt~ ob ten t l e s  ~ p r ~  d6dut.tiout 

de  l ' a c t iv i t6  T P N H - o x . v d a s e ;  ceci d a n s  l ' e x t r a i t  b ru t  ou  ap r6s  p r6c ip i t a t i on  p a r  ia 
s t r e p t o m y c i n e ;  en effet ,  dang  la f r a c t i on  pr~¢ipi t~e p a r  le su l f a t e  d ' a m m o n i u m ,  
ce t t e  ac t iv i t6  p e r t u r b a t r i c e  est  n~.gligeable. 

2. b a n s  le sens  H S  -~ A.%A, le m61ange r6ac t ionne l  est  ie s u i v a n t ,  d a n s  un  v o l u m e  
t , , tal  ,Io v ,,,I- r~t.-HS ( p H  91, 5 "1o -2  M :  ECL, ,.,G M ;  t a m p ~ n  Tri.~ ( p H  9), xo - t  3 / ;  
T P N ,  4" xo -4 M (a jou t~  en dernier) .  

" L'ald~hyde a~c;partique est pr~part~ par ozoni~t ion de let ~L-altviglvcine selun la technique 
d e  BL~CR El" %I¢°BIGHTII. L a  solution stock t:n HCI a/V. conservee conceive, est neutralJa~ par  
KOH extemporan~mertt, 

~" ~t iochim.  B io~hy~ .  A c t a .  6 7 { t ~ 3 )  t6-3o 
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TA B L E A t :  I 

P U R I F I C A T I O N  IJF~ L ' H O M O S P - R I N E  I+l:..'~ ~ t y D R O G I ~ N A S E  

Me sure da r t s  te .~n.~ AS..k --  i IS .  

: !  c t* 'v ' i f~ .4 a t vttd 

: r o t /  t u a i l t ~  ~ m t • f u  n i t t  s )  ( rag)  t u a  i tds /m~,J  

E x t r a i t  b z u t  3 7  -I h<+<)  I 7 0  Z O O  I z ,  5 G t O  

S u r n a g e a n t  S t r c p t o m y c i n ~  3 t -I 2,~o [ 3 o  2oo 9 ,z  7.5 6 
SO~(NH,}  s o- z 5 %  s a t u r a t i o n  l t 400 z .t6.:~ +" z z z o  

S O t ( N H I ) s  ~ 5 - 4 5 %  s a t u : a t i o n  ~ 45 30 ooo 73 5 °o z3-b 3657 
S u r n a g e a n t  4 5 %  s a t u r a t i o n  5 t 47(> z3 07  o 4-5 z 7 3  

L a  v i t e~sse  i n i t i a l e  d e  l a  r e a c t i o n  e-st m e s u r d e  p a r  l ' a u g m e n t a t i o n  d e  d e n s i t 6  

o p t i q u e  X 3 4  ° m / ~ ,  l ' u n i t d  d ' e n z y m e  d t a n t  d 6 f i n i e  c t m ] m e  c i - d e s s d s .  

L a  s e m i - a s p a r t a l d d i t y d e  e s t  6 g a h : t u e n t  le ~ u l ~ s t r a t  d e  l ' c n z y n m  3, l a  s e m i -  

a s p a r t a l d d h y d e  ( 1 6 g h y d r o g 6 n a s e  q u i  e f f e c t u e  l a  r d a c t i o n  

A S A  + "I+PN" + l ' i  +-" f l - a s p a r t y l p h ¢ ) g p h a t c  --  T P N J [  t II  + 

C e t t e  r 6 a c t i o n ,  q u d  d e v r a i t  n o r m a l e n ] e n t  ii;terfdrer a v c c  l a  m e s u r e  d e  l ' a c t i v i t d  d e  

l ' h o m n s ~ r i n e  d d s h y d r o g d n a s e ,  e s t  t o t a l e m e n t  i n h i b d e  d a n s  l ' e x t r a i t  d e  E. colt p a r  h,  

T r i s  k l a  m o l a r i t d  u t i l i . ~ . e .  

L e s  p r o t 6 i n e s  s o n t  d o s ~ e s  p a c  lit m d t h o d e  a u  b i u r e t .  

Nd6essit~ de l ' ion  K + pour  l 'activitd; an tagonis , ,~  d e / ' i o n  N a *  

L e  T a b l e a u  I I  m o n t l e  l ' i n f l u e n e e  d e  [ ' i o n  K ~ .~ur I ' a c t i v i t f i  e t  l ' i n h i b i t i o n  p a r  

l ' i o n  N a  ÷. C e t  a n t a g o n i s m e  . ~ e m b l e  avo i r  u n  c a r a c t 6 r e  c o m p 6 t i t f f .  

T A B L E A U  I ! 

D ~  L ' H O M O S # R I S E  D I ~ - ~ , I I Y t . ~ R O ~ ; ~ S A L ; F ;  

M¢.,~ure d a n s  I_.,2" ".~l*.g H.~--~ A S A  l , ' h o m o s e n n e  u t i l i . - ~  lq'tiL~it pa,,~ i=,.i.]stde A p l l  9 p o u r  n¢ pa s  
a t ) p o r t e r  d ' i o n s  K + n u  Ni+.+', l , ' c x t r a i t  ¢ x i g c a n t  d u  K C I  i]{)ur ~a co,,s~.rvation, il po s s6d¢  u n c  
g c t i v i t d  m e s u r a b l c ,  m 6 m c  san.~ a t l d i t i o n  d e  K'. {l_)t~ o x t r a i t s  i ) rdpar~s  e n  " - - b s e n c e  a ion  }': ne  
m o n t r e n t  a u c u n e  a c t i v i t 6  c t  h (mt  a c t i v d s  p a r  c e t  ton)+ l+t~ c ~ m c c n t r a t i o n s  m o l a i r e s  e n  KCi c t  NaCI 
s o n t  [e5 c o n c e n t r a t i o n s  t e rmina lc .g  (san.~ t c n i r  , ' (~mpte d u  K+ a p p o r t d  p a r  I ' c x t r a i t :  c . o z 2  A! 

t e r m i n a l ) .  

K • % a + .4 t ' t l ;  , ';,~, 
, + i f  ) • .I.+* J .' J t~ ~ t l ,  ) 

5 5  
¢~. 04 (?~) 
o+o8 . -  [ o8 
o+o8 <L<) 2 IO5 
o+t),q <),o ! .52 

i '~. I JP I ;*¢% 

O + [ Z  O ~  1 0 ( J  

O. I +,I' o.o~ 54 

O .  I I ') - -  I Z ~  

c ) . ] J o  O . O ~  IC~p 

O . l ( +  n * &  " ~  

.~ - - -  l l O  

- .  - . . .  

~::°¢:i,:. lii,~p;+vs..?¢:c*. (~7 (i";fL;) ; 5 - 3 °  
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Stabilitd de l'homos~ine ddshydrogdnase 

L ' e n z y m e  ne  .¢,e consera,e  pas  ~ + 2 ° o u  conge l~  en l ' absence  de  ch lorure  de  
p o t a s s i u m .  Le  T a b l e a u  I I I  m o n t r e  qu 'en  pr6sence  de  KCI 0. 4 M ,  il ne  perd  pas  son  
ac t iv i t~  m ~ m e  aprb.s u n e  s e m a i n e  .~ + ~°. Le  ch lorure  de  s o d i u m  a un  effet  b ien 
m o i n d r e  sur la s tabi l i t6  dc l ' e n z y m e .  U n e  p r o t e c t i o n  eff icace p e u t  6tre  o b t e n u e  par la 
t h r ~ o n i n e  (les a c t i v i t 6 s  plus  fa ibles  f igura~t  sur le t a b l e a u  s o n t  d u e s  "~ l ' inh ib i t ion  de  
l 'enzvme par cet amino acide). 

T A B L E A U  I I I  

S Y A n I L I T I ~  D E  L ' H O M O S C ' R I N ] ~  D I ~ ' . R H Y D R O G 1 6 N A S E  

L e  p r 6 c i p i t c  z 5  457~> d e  5 0 ~ ( N 1 | ~ ) ¢  c s t  divi .~6 cn  5 p a r t i e s ,  r e p r i s e s  d a r t s  1c t a m p o n  " r r i s  o . o 1  .M', 
a d c l i t i o n n d  o u  n o n  < l c o .  z ,11 T r i s ,  N a C I ,  K C I ,  D L - t h t d o n i n e  a u x  c o n c e n t r a t . . ' o n . q  t e r m i n a l e s  d o n n c ' ~ s  
d a n s  I¢ t a b l e a u .  1 . ~  v i t e ~ s e s  a u  t e m p . g  z d r o  . ~ n t  ramendc . -~  ,.i ]g  v a l o u r  a r b i t r a i r e  ] o o .  M e s u r e s  
d a n s  le  ~ n s  A S A  ~ H S  e t  e n  K + o p t i m a ! .  L ' i n h i b i t i o n  p a r  l a  t h r ~ o n i n c  g d t ~  m e s u r 6 e  e n  p r 6 s e n c e  
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A u  ( . u r s  de la pertc d'at:tivitd qui se produit  rapidement  en absence des agents 
protectcurs ci-des~u.~, l 'enzvme werd |a facult6 d 'e t re  inhib~ par la thr~onine. 

Proportionnalili de l'acli~fftd d h~ qua,ztitd d'enzyme 
La Fig. x montre  que l'at:tivit6 enzymat ique  eat proportiomlelle ~ la quanti t~ 

de prot6ine de l 'extrai t  au morns iusqu',~ o.6 rag. 

- -  1 5 0  

C 

.f 

A 
2 0 0  4 0 0  '" 6 O 0  

/ J9  d e  p r ~ f n e s  

F i ~  | .  V a r i a t i o n  d c  l ' a c t i v i t ~  e n  f o n c t i o n  d e  l a  ( i u a n t l t d  d ' e R z y m e .  M c . ~ r e  d a r m  le  . ~ n s  A S A  -~- H.q .  
( , :Onct -n t r -~ t ions:  v o i r  A Y e s u r ¢  d¢  l ' a r t i ~ i z ~  d e  FH.~'-a6shydvoginase, 

Blochim. Diopkys. Acta. G 7 (1963) jb--3o 
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pH optimum 

D a n s  le sens ASA ~ HS,  ]a rdac t ion  a lieu ~ utat: vite.~ne iden t ique  en t r e  p H  6.o 
e t  p H  8.0, puts  d~croi t  rdgu l i~ rement  p o u r  a t t e in t l r e  t5°/(> de la v i tesse  o p t i m a l e  ~t 
p H  xx.o. Dans  le sens  H.~ --~ ASA.  la v i tessc  de  la  rdac t ion ,  nulle h p H  ().o cro i t  td- 
g u l i ~ r e m e n t  c t  p r~sente  unc  va l eu r  ~)ptimale ~ p H  q.o. 

Eq'.tilitrre d,  la rdactio~, 

La  c o n s t a n t e  d ' 6qu i l ib re  de  !a r~ac t ion  a 6.t~ ddt~rmin6c.  Otl t r ouve  h p H  7.5" 

It" (hort t ( rsdrinel  (['[~N)--. l.t~- co At 
(a-,~part;thl*2hydc) '{ '[ 'I 'N I-I) ( H .) 

Cet t e  v a l e u r  est  t :m t  :a fai t  c o m p a r a b l e  h celle de r.  3 -  I O  t t  obse rvde  p a r  B L A C K  ET 
WI~IGH'L "1"1 d a n s  [e cas  d u  rw3me e n z v m e  c x t t a i t  de ia l evu te  ~ p H  7.9- 

A clivitd tie l 'homosdrine ddshydrog~;m~se en fonct ian de la concent ,at ion des stlb~lrals 

L ~  Figs. z et 3 dcm nen t  une  r e p r 6 ~ m t a t i o n  selon [ . I N E W E A V E R  ET B U R g  17 tie la 
v a r i a t i o n  d ' a c t i v : t ~  de  r h o m o ~ r i n e  ddshydrog6n:L~e en fonc t ion  ties c o n c e n t r a t i o n s  
d ' h o m o s d r i n e ,  de  T P N ,  de  .~emi -aspa r t a lddhyde  et de TPNH.  Avec <'e~ t ro i s  de rn ie r s  

5G 

4 0  

1C 

0 
(b} UTPN,dO'* 

t'50 ~ 300 

I ,40. 

~- l ~0- 10" 
IIHS 

16o 
Fig .  z. ~ / a r l a t / o n s  du  l ' a c t i v i t ~  e n  fonctioml de~ concent , ra tzon-~ d e :  a .  DL ~ H o m , ~ r i n e ;  b ,  T P N .  
lReprc'~eDtaUon ~c]on LtfCEWEaVER F.T BU~K. I~'~ autrc~ ~on~titu~nL~ .~ont utili~-~ a u x  ¢onccn- 

t r a t / o ~  <]t>nn~es d a n s  [e tcxte+ 

Bi.~chi.;. Biaphys..-~cda, 6 7 (I~3) ~0--3o 
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4 C  

> 2 0  

| (b) lt-rPNH~ xlO -2 

2 o  

.~ 1c 

(o) 11ASA =10 "~ 

o ~ 26o ~ ,,~ 
Fig. 3. Vari&tiorts de I 'acti :t~ en function des c,,nccntratioos de: a. ASA; b. TI~Nil. Representa- 
tion selon LINE~P.'EAVEH ET }3C'RX. l..cs autres C~t',nt~tlttlRJltJ~ solar utilis~s aUX concentt,~tions 

donndtm (lans '~c-. ~ext;" 

c o m p o ~ s ,  on no t e  une  i n h i b i t i o n  p a r  e x e c s  (le s u b s t r a t .  Les  c o n s t a n t e s  o b t e n u e s  

.~,nt le~ .~uivantes:  Km H S  = 6 . 5 " x o - a M ;  Km T P N  --= I . I ' I o - ~ M ;  Km A S A - ~  
x.4" t o  -~ M :  Km T P N H  - :  8" IO -s M .  L a  r~ae t ion  a 6 g a l e m e n t  l leu aver: le D P N  au  
l ieu d u  TI>N, ma i s  il f au t  a t t e i n d r e  des  c o n c e n t r a t i o n s  de  l ' o r d r e  tie : o  fois sul-Mrieure-~ 
p o u r  o b t e n i r  la m ~ m e  vJte .~e de  r6ac t ion .  Le  D P N  n ' e x e r c e  p a s  d ' a c t i o n  i n h i b i t r i c e  
s u r  l ' a c t i v i t 6  mesu r6e  en p r ~ n e e  de T P N .  Chez  S.  cere~risiae, BLACK E'e  WI~l(;llT |¢ 
a v a i e n t  ob:mrv~ que  ie r ) P N  a v a i t  p lus  d ' a f f m i t 6  (lue |e  ";'I>N p o u r  I ' hom<~6r ine  ( l ~ -  
h y d r o g 6 n a s e .  

Sp&ificit~ du s**bstrat 

D a n s  le ~ens A S A  -+ HS,  n o u s  a v o n ,  ut i l i . '~ 13 i~L- .~emiaspar ta ld6hyde  et  n ' a v o n s  
p a s  t en t~  kt r~co lu t ion  d u  r ac~mique .  D a n s  le sens  H S  -> A S A ,  seu le  la L -homos~r ine  
es t  sub : ; t r a t  ; ia D-homos~r ine  n'e.~t ni s u b s t r a t  ni  i n h i b i t e u r ,  p a s  plu_~ q u e  les h o m o -  
logale~ en C s e t  en  Ca (|e ] ' h o m o s d r i n e  (DL-pen ta  et  DL-hex i thomo.~ t ine}  ( T a b l e a u  IV).  

Inhibition par la L-tkrionine 

De t o u s  les a m i n o  a c i d e s  e t  d~r iv~s  e s s a y , s  su r  l ' h o m o ~ t i n e  d d s h y c b o g ~ n a s e ,  
seu ls  la  L- th r&)n ine  e t  l ' a c i d e  L - a - a x n i n o b u t y r i q u e  e x e r c e n t  u n e  ac* ' on  inhibit '~,ce,  
c o m m e  lc m o n t r e  le T a b l e a u  V. 

L ' e x a m e n  des  r~su l t 3 t s  de  ce t a b l e a u  p e r m e t  d e  d o n n e r  13 c o n f i ~ u r a t i u n  m i n i m u m  
u6ce .~a i re  A l ' a c t i o n  i n h i b i t r i c e  su r  l ' e n z y m e :  (3) G r o u p e m e n t  a - a m i n o  3c ide  l ibre .  
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L-Hom<~s6-nne  4" to--"  .~.l i 
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D L - P e n t a h o m o s d r i n e  5 + t o - Z  3"1 u 
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-'-,VI~'C[FIC]'I ~ DE t.A L-THRI$ONINF.  COMME I N H I H I F K U I <  
DZ L '} IO .MOS#RINE D#_mI~Yr~Ro[T#.N&~.E 

C o n d i t i o n s :  1, o L - h o m o s d r l n e  5 . t o  -+ M ;  T P N ' .  4"  [ o 4  M ;  T a m p o n  T r i s  ( p H  O+o)+ 11, n t . - A S A ,  
] o  - I  ,*f ;  T P N I i .  2 5"  t o - "  M ;  T a m p t m  T r i s  I p t {  7-.5L . X u c u n  d e s  c o m p o ~ s  m , n  i n h l b l t ~ - t i r s  ,l~" l a  

s d r i v  ] [ n e  mo( l i f i t :  l a  v i t c . ~ ,  ( le  l a  r , : a c t i o n  e n  pr~!sc c dr- O L - t h r t : o n l n e  l(] - t  .~.I. 

+,i i ,%'l i t  i,~*,l ,+ . I  a m t / l  i t  llt/~ i 0 i,~fo l i  
( .If t (t*r~ttil) ( f .  ) 

i - T ~ m o i n  
L - T h r t } o n i n e  z .  t o  = 
D - T h r d , m i n e  2 • t*~ - t  
D t + - T l : r ~ o n i n e  4 " l ° - a  

C, l y c i n ¢  2 + ]o  - t ,  L- lysAnc t o - : .  
D L - A l a n i t l ¢  tO -s .  DL-pr~. '{r ,c 2"  l o  -z ,  
D L - V a i i n e  ~.. [ 0  . t  D|  . m d - t h i o t u n e  9 - t o  -~. 
L - A u p a r t a t e  I o " : ,  D L - l e u c i n e  t o  -=, 
D L - P h ~ n y l a l a n i n ¢  z -  l o  -=. DL- i .~o lcuc in t .  ~ • t o  - t ,  

L - G l u t a m a t e *  t o  -3 
r ~ c - ~ - H y d r o x y b u c y r a t e  ~+ l o : ' "  

I i -T(~m Din 
_ ~.-th,  d o n i n e  lo -~ 

L - a - A m i n o b u t  , ' l a t e  2 + 1o -z  
c - n - A m i n o b u t ~ t r a t ¢  7+0 + z¢  -1 
D - T h r ~ o r f i n e  2 .  x o  - t  
n L - A l l o t h r ~ o n i n e  7"  i o - t  
t > - a - a m i n o b u t y ' r l t t e  7 .0  :x t o - z  
I ) t . - ~ - a m l n o b u t ) q r a t e  7 . 6 -  t o  -= 
n L - ~ x - a m i n o i s o b u t y r a t e  z -  t o - *  
¢ x - C d t o b l , t y r ~ t e  3 . 8 .  t o  - ~  

T ) L - O - p h o s p h o t h r d o n i n e  3+8" £o" = 
G l y c y l - L - t h r ~ l n i n e  [ o - *  

147 
4 ° 73 

[ - ~ l  ~.) 

-I ° 73 

t f 3 - 1 5  D 
184 
t 4 I 

t 4 3  - -  
6 o  5,'~ 

l t l  22 

72 .5o 
[ 3 9  [) 
t 4 ]  o 
I 4 o  o 

I 4 3  o 
x 3 7  o 
x 3 7  o 

143 o 
13b o 

" I .  " a c t i v i t d  a c c r u e  e n  p r ~ e n c e  d e  g l u t a m a t e  e s t  d u e  ft l a  g l u t a m o - d @ s h y d r o g d o a s e  d e  l ' ¢ x t r a i t .  
"* L ' e x t r a i t  n ¢  p r t t s e n t e  pa.s  < l ' a c t i v i t d  ~ - h y d r o x ) b u t } ' r ~ t e  d ~ s h y d r o g ( ~ n a . ~ e  e n  p r d ~ n c c  d e  

T P N .  

B~ :ahu . .  iJi,+ph~.n..-iota, 6 7  ( t 9 6 3 |  t ( , - 3 o  
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L',~ " tobu t3 - r a t e ,  l ' ac ide  /~ -hyd roxybu tyx iqu e .  r a c i d e  / / -a rmnobutswique ,  la g lycy l -  
;_ '.:~ . ..]ilia2-ne sont  pats inhib i teurs .  (b) Conf igura t ion  L d u  ca rb o n e  en a du  c a r b o x y l e :  
I:: : : i l r 6 o n i n e  e t  ] ' a c i d e  D - a - a m i n o b t t t y r i q u e  s o n t  s a n s  a c t i o n  s u r  l ' a c t i ~ i t 6  d e  
l ' e n t v r u e .  (c) L e  g r o u p e  h y d r o x y l e  e.~t i m p o r t a n t ,  e a r  l ' a ¢ i d e  L - a - a m i n o b u t y r i q u e  
q u o i q u ' i z ~ h i b i t e u r ,  l ' e s t  /~ u n  b i e n  m o i n d r e  d e g r ~ :  u n e  c o n c e n t r a t i o n  xoo lo i s  s u p d -  
r i e u r e  "~ ceLle d e  la  t h r d o n i n e  e s t  n 6 c e s s a J r e  p o u r  o b t e n i r  u n e  i n h i b i t i o n  i d e n t i q u e .  
D ' a u t r e  p a r t ,  Ia  O - p h o s p h o t h r 6 o n i n e  e s t  s a n s  a c t i o n .  

N a t . r e  de t 'iJ~hibttion 

Comm~.  le m o n t r e n /  leg F igs .  4 e t  5, ~t c o n c e n t r a t i o n  d e  s u b s t r a t  c o n s t a n t ,  
] ' i n h i b i t i o n  p;5.r ];1 t h r 6 o n i n e  n ' e s t  j a m a i s  t o t a l e ,  m o n t r a n t  q u e  le c t ) m p l e x e  e n z y m e -  

3c 

q 

2 0  

> 
-.~ 10 

+ + - ~  

1'0 ~ 3  "~- " 10 -2 2 xlO "~ 
DL*Thr~onine (~ ;  

Fig, 4. Inhib i t ion  de l ' ac t i s i t6  de I ' homo~r ine  d ~ h y d r o g ~ n a s e  par  la uL-thr4onine, .MesuTe datLs 
le ~ n s  }IS ~ ASA. DL-homosdrlne -- [ o  = .ad: los au t r t~  const i tuant~ &ux concentra t iona  h~tbi- 

tuelles. 

~ u b s t r a t - i n h i b i t e u r  ea t  e n c o r e  a c t i f  m#.me q u a n d  i l e s t  s a t u r 6  p a r  l ' i n h i b i t e u r .  
L a  F i g .  2 m o n t r e  q u e  l ' i n h i b i t i o n  p a r  l a  t h r ~ o n i n e  d e  l a  r 6 a c t i o n  H g  -~ A S A  

e s t  d e  t y p e  n o n - c o m p 6 t i t i f .  I / i n h i b i t i o n  c~t  6 g a l e m e n t  n o n - c o m p 6 t i t i v e  s i  l a  r d a c t i o n  
c~t ef fec tu6e dans  l ' a u t r e  sens. 

DestrJ~'lion par chauffage du site d'inhibition 

Le fait que l'inlfibition soit n o n ~ o m l ~ t i t i v e  indique I'exLstence d'un site d'in- 

BgocAim. B6o-phy, , . .4c/a.  67  ( t 0 6 3 }  [6-'-3o 
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1OC 

"3 

9 

O g 

5 

.a[ 

X "~ . . . . . . . .  

~ - -  __+ 

2 ~ 10 -~ 
DL- Thr~oqL-e I M )  

FiR. 5. I n h i b i t i o n  dc" l'activit(~ de  l h o m o g d r i n e  dc'.~hy(lrogdnasL' p~r  Ja ut . - thr~onlne .  ~tL-~lir~ {|i]ii~ 
I¢ s~ns ASA -* HS .  ASA = 5" t o - t  D¢I: les autrL.s ¢ons t i t : ' . an ts  g u n  concen'cxations habi tucl lcs .  

T A B I . E A U  Vi 

DF~STRUCTIOM PAR CHAU~"I?AGE DU SITE D*INZ'I]~IT'IO~ 

DE L'XOMOStmNlZ D#.SHVDRO~'~,~S~ 

Le chau f l age  e s t  r~alis~ p a r  add i t i on  de 0.75 ml d ' ex t r az t  ~ -".z5 ml de t a m p o n  T n x  t pH  7,6y 
c o n t e n a n t  du  IqCI 0. 4 h i ,  pr~chauff6 cliitt~ un b a i n - m a n e  r6g16 ~i 49" -~ o.05- Des  pr61~vements  du 
o.3 m!  s o n t  e{Iectuds a u a  t r m l ~  ind iquds  et por~#s i m m ~ d i a t e m e n t  darts  la glace fondan te .  M~.surc 

dana  le sens  ASA ~ HS. D t - th r~on ine :  =- io -*  M+ 

Temps ,Ie l~lb*t~a,n 
Ezpcr6~e ckJzw~a~ ~)ar~c ~r¢onmn¢ Av¢¢ tkr/0am¢ ~ %) 

[ o t 05 56 66 
z ~ 5 3  5 4  65 
S 1o3 ~)3 zo 

1[ o z x 9  57 5 z 
z ~.J o.5 u 
4 57 tJo o 
6 4.9 $~ o 
9 4 2 4 ~  o 

z ,z 3 6  3 7  o 

B i o ~ i m  B~PA~,s..4c~z, 67 (1~.~)  z6-y. ,  
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hibition ind6pendant  da  site d 'activit6.  Dans le cas de deux autres  enzymes sujets 
• ~ la r6tro-inhibition, il a 6t6 possible de d~truire s~lectivement par chauffage le site 
d ' inhibit ion:  carbamyltransf~rase de l 'acide aspart ique inhib6e par le cytidine tri- 
phosphate t~. et thr~onine d~saminase inhib~e par l ' isoleucin#. 

Un ph~nom~ne identique ~ t  d~montrable  avec l ' homo~r ine  ddshydrog6n~e  
d'E.  coil, comme le mont ren t  les r~.~ultats du Tableau VI. L 'enzyme non inhibab]e 
obtenu p~_r chauffage a l e  m~me Km que l 'enzyme non chauff6. 

Crilkres de l'~nicitd de l'honwsdrine d~shydrog~gase 

I,a destruct ion s61ective du site d ' i n h ~ i t i o n  et l ' inhibition incompMte par cet 
amino acide de l 'homos~rine d6shydrog~nase pourraien*, faire pen.~er qu 'E  coil 
poss6de deux (ou plus) homos~rine d~shydrog6na~ges, dont  une 5eule serait inhibth: 
par la thr~onine. Un tel cas a ~t~ obser~'~ clans le cas des deux fl-aspartokina~es d 'E.  
coll, qui sont soumises ~ des r~gulations ind6pendantes  par la lysine et la thr6onine t. 
Les fait-~ suivants mont ren t  que ceci est hau t emen t  improbable:  (a) aucun autre  
aminn acide de la ehaine d~rivant de l 'acide aspart ique n'est inhibi teur:  (b) i 'act ivi t6 
enzyma: ique  est 61urge en un seul pic homng6ne d 'une  col0nne de DEAE.eellulose 
par un gradient de chlorure de potassium (Fig. ¢)); (c) l 'activit~ enzymat ique  est 

i 
0 35  4 0  ~0 0 0  8 5  8 0  

Fig .  6. F r a c t i o n n e m e n t  t ie  l ' H S - d ~ s h y d r o g ( [ n a s e  p a r  ~ g e  s u r  c o l o n n e  d e  D E A E - c e | I u I ~ : .  
t z . ; o n n e  d e  I ) E A E - c e l l u l o s e  (I ÷14 cr~ d e  dt~tmt~tre:  z g d e  D E A E - c e l t u l o s e [ 2 5  m g  d e  p r o t ~ i n e : ,  lavcte 
a v e c  le t a m p o n  T r i s o . o t  M ( p H  7.6) + K C I o . t  ~M. G r a d i e n t  d e  E C I  e n  t a m p o n  T r i s  o . o t  M ( t , H  7.(,) 
d e  o z A~ h 0. 4 .~i. C h a q u v  f r ~ c t l o n  .= t . 4 3  m l  r,_-cueillic e n  2 r a in .  A c t l v i t 6  t o U d u  (!6poscC~z == 

zz  ~ u a i t 6 e .  A ~ t i v i ~  z ~ u p ~ r ~ ¢ :  = 9 42b  u~i t .~s .  

Idioc~in,. B i o p h y s .  A c t a .  6, 7 (t<~b3) t 6 - 3 o  
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r~cup6r,k_e en  u n  pic  homogb.: ' .e p a r  c e n t r i f u g a t i o n  dan_~ un  g r a d i e n t  de  s a c c h a r o s e  
(vo i r  p lus  loin~ ; (dY en fm,  il ,.=x;'~te dtvs m v t a n t s  e x i g e a n t  r h o m o ~ r i n e  (ou la  t h r 6 o n i n e  
p l u s  la me th ion i i t e )  F- 'ur  ieur  c r o i s s a n c e  e t  qu i  s~mt t o t a l e m e n t  d6pour~ ,us  d ' h o m o -  
.~6.rine ddshydrog6,aa~-:e, f a t  rnutati~)=, :~ve,-se, | ' a c t i v i t ~  eqz3wna t ique  n 6 a p p a r a l t  en  
nt6me, t e m p s  (lue ia pr,) ;otr t)pbi~.  ( T a b l e a u  V I I . I  

"i ' . \  1~1 .E.'~ I." %~ 

ACTIVITI~ ~lOtiO.4lT'Kl.~F: I)#.SI~I'VDI~OG#.~&*kf~ I~'~G 3,tI'TANI.~I,¢ ttt2;V~;dSI "~ 
D E  r." COlt t" 

l.C~ m u t a n t s  1¢ ~ 5 ° trt P • 7 t , , :~ igt -~t  la  * h r e o n , . n e  c t  ; a  m t ~ : l , i u l l ~ n o  ] ~ t u r  h~tt~" crort,:;saP.ce. | . .~s a c t i v i t c ~  
sp6ciliq ~c,~. r,~c~urt~.,~ t i a o ~  |~ 5 e n ~  .X'4.\ = H ~ .  ~:r:~., ~:~;tznuc.~ ; ~ , r : s  ,o t t s l¢ ' ,a~t ic ,  n d~. i ' , t t - t iv i t~3  

"I'i~N H -ox ydla~.'r 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

t i  ~ t ) , .  ~ ¢ ~ ' 1  [J l3~- . I  ]r l t " ,~4  [~S~o- f  l l t T g  ~ g 7 4 . d  

A d d i t i o n  ~Xtl m i i t ( : u  (It- c u l t u r e  d ' . . '  

DL thr~Zt~l,h~e t o  -= ?..[ : 
D l . - t r l t ) t b i o n i n t :  $ • t o  t ,lit o i " ' "  ~ :  ,) c t  o ,~ 

.'Xeric'ire: SlK't'ifitlUe (unitt*'s:mg} ~>z 3,"4" '; I.'9 75 ~.*(~ t3a o ~-~ 

• La d l m l n u t . i ~ n  t ! e  i ' a c t a v l t ~ ;  r , t~ t :c ih( lue  ~.'*x p r l ~ e n t ~ ,  tic- t h l6o r t iF i t r  c g t  (lilt2 :t I;t rl;[)I( 'K~lOll ~t¢.~ 
I h o t ' - , o s ~ l i n e  (l~3.~.hy(lr~gdl:~tm~ (~'l~ir r e x ' r e ) .  

Dif fgrcnc:  entyc les co.,stantr~ d¢ s&time,:tati t ,n "ds l 'cnz;qn¢ inhibable et de l ' e n z y m e  non  
inhibable  

l . e s  ",'it,:s.~.-~ d i f f6 r en t e s  d ' , n a c t i v a t ~ u n  : tu .sit~: d ' i nh : , b i t i oa  e t  d u  s i te  d ' i ,  cti'.'it~3 
e.n ab.-,ence d ' agen* , ,  p r o t e c t e u r s  IKCI ,  t h r e u n i n e )  ) 'a  p a r  c h a u f f a g e  h 49 ° p o u r r a i ¢ : . t  
~.tre lit~e~¢ k do~ ~ ta t~  d i f f6ren t~  d 'agr6gat i , )za  ,)u l o u t  at:  m o i n s  A uric coni i ,xaraLion 
d i f f ~ r e n t e  de  ~. 'enzyme.  Avss i  avon>-nou.~ e n t x e o r i s  u n e  6 t u d e  de  la sddiment ,~. t ion de  
l a n z y m c  en  g r a d i e n t  d e  saccha ; ' o se ,  i.e. g r e d i e , l t  ~ de~ O~te-~.u A i 'a.ide d u  d i s p o s i t i t  
dL~crit 9 a r  B a t  r'rl,-t~ ET Rol tEz ' r~  t~. 11 s ' d t e n d  de  2 0 %  A 5~o  (Fo2d: , /~ t , i s ) .  L a  q u a n t i t e  
de  lrrct6.ine d6pos~e  & la s u r / a c e  du t i( luide v a r i e  e n t r e  4.~ e t  5,2 m g  d a n s  uo  vu, ' .~rte 
d 'ext ra~. t  de  o.4 ml .  A p r ~ s  la cen t r i fug ;z t ion ,  lv fc, n:t clu t u b e  est  p e t e 6  e t  des  g o u t t e s  
s e n t  col ]ec t~es  d a n n  u r e  "~rie de  tube:  , z h a q u e  f r a c t i o n  c o n t e n a n t  5 g o u t t e s ,  L a  con-  
e e n t t a t i o n  en ~ a c c h a r o s e  des  fract lom,,  a fit6 conxx6Me p a r  r 6 f r a c t o m e t r i c .  

O n  oboe.  ve  q u ' e n  pr~:~ence de  c h l o r t r e  dr: p o t a ~ i u m  0. 4 3a r o a  de  DL-tiar~.onine 
2 - z o  -~ /~l, l ' e n z y m e  sc t r o u v e  dEcal& v e r s  le Ik)nd d u  t ube .  Ceci ne  sert ible p a s  a,u "A 
la  fo rce  i o m q u e  a c r r u e  du  mi l ieu ,  c a r  1~_ cbJ,orure tim ~ < l i u m  n ' a  pa_~ d'e~ffet su r  ia  posi-  
t i on  d e  i ' e n z y m e .  L,, ca l cu l ,  se lon  Nt3MURA, H,xL,. ET SPIEGELMAN *°. m ~ m t r e  q u e  Ia  
c o n ~ t a n t e  de  s 6 d i m e n ; a t i o t x  e~t envi to i}  2 IOL~ p l t ~  g r a n d e  q u a n d  l ' e n z y m e  e~t pro*.dg6 
p a r  le ch lo r t t r e  d e  i>0tas~ium o u  la thrt:.on.lne. Oh n o t e  q u e  l ' ac t ' ;v i t~  ( t (mjo t l r s  in- 
h t b ~  p a r  la  thr6~minej  est  r~ctal~r~e t o t a l e m e f l t  en  c h l o r u r c  tie p o t a s s i u m  et  e~ 
t h r ~ o n i n e ,  alor,3 q u ' o n  n ' e n  r e t r o u v ¢  q u e  5 o %  (non i oh ib~e  p a r  la  thr~onine} d a n s  le 
t~moi~: e t  en  c h l o r u r e  de  s o d i u m .  GERitART ET PARDE;E ts o n t  6 g a l e m e n t  obser~ 'd  q u c  
l ' a s p a r t a t e  t r a n s c a r b a m y l a s e  r~ t ro - i rah ibab le  pos6~de u n e  c~ns ta~ t te  d e  ~ x l i m e n t a t i o n  
~ e u x  fois  p lus  el~:v6e q u e  eeile de  l ' e n z ~ n t e  non  i n h i b a b ! e .  



2 8  J - C .  P A T ' r E ,  G. LE I~RAS, T. I . O V I N Y ,  G . . ~ .  { :OI tEN 

Rdpression de l'homosdrine d3shydrogdnase par la th~eonine 
En presence  de  c o n c e n t r a t i o n s  de  [ 'o rdre  de  5 " xo- a M de DL-thrdonine,  la crois- 

~ance d~ H f r  H ost tr~s l en te  e t  il es t  difficile d ' o b t e n i r  ties qualat i tds  de  bact~rie~ 
suff isantes  p o u r  p rdpa re r  un  ex t r a i t .  Tou te fo i s ,  le t a u x  de  erois.~ance est ran~en6 
une  va teur  c o n v e n a b l e  p a r  addit io,a de  t~L-m~thionine 5 '  IO-0 M.  

Dans  ces cond i t ions ,  ~I est  possible  de  m e s u r e r  l 'activ~t~ sp~cifique de  l ' homo-  
~drine ddshydrogdnase  clans les e x t r a i t s  b ru t~  de b ac t~S es  d o n t  ia croiss; tnce a eu  
linu sur th rdon ine  '- md th ion ine ,  oil so t  md th ion ine  seule. Le T a b l e a u  V I I I  m o n t r e  
que  la t h rdon ine  exerce  unt: r~prcss ion t r ( s  efficacc de la s~r~th~,e tie l'homo.~dritie 
ddshydrogdna~e,  ah)r~ que  la m~th ion ine  et  | a  lygine n't~×orcent a u c l l n  contrOle r~- 
pr~.,~if, m3me  b. ~.,~.~,; ~:unccntr.~tlons dlcvdes. 

T A B I . E A I J  V I I I  

R.~,pRF~g| t" l lq  DF: I .°IIOMOS~IRINI-T. Lq~"StI'YI)R£.It;I::NAt~I", 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  L i , , ~ , , ; :  

( m g l  ral " f ~trt tlt~lml," ) ( ~ ~ ~ 

o 2G. 3 64~  
o 9 G33 

L l.y-~)nc tO -x .~1 33 .7  586  
DL-,Mdt .hionine 5" t o - =  ~,1 2"-, 7G3 
t i t  -Thr(-~)nint:  .5 " Io  -~ 3 I  .~. 
l~t.-.Mt:thtt>nlnt: :~. [o  4 : 1 1  34 t~.5 

• [.u~ &ctivitc~s ~ t : i l i ( l t i c ~ ,  mc .~ i rdcs  - i a n s  le se r t s  A ~ A  
t r a c t i o n  de  I ' a c t iv i t~ ;  T P N H - , , x y d a s u ' .  

- -  f Q . 2  

i ] . t  

, I IS. hunt o~DtCll~.lt~.'~ a | ) r ~ . - ~  .~ous- 

DI.~C L'SSION 

II ressort des r~ultats ci-de_~us clue l'homu~rine d~hydrog~nase d'E. coli Kx2 
(Hfr H) est ~oumisc aux deu× types de r~gazlation connu~ chez |cs microorganismc,-s. 

Le contr61e par rdtr.~-~ahi~Lti:m e.~t dfi A une inhibition hautemem sp~ifique par 
la L-thr~onme. Cette inhibition est de type non-comp~titif, le complexe enzyme- 
s u b s t r a t - i n h i b i t e u r  c o n s e r v a n t  encore  de l ' ac t iv i t~  i~ s a t u r a t i o n  d ' i n h ib i t eu r .  Ce t t e  
pax t ica la r i t6  per rne t  ~t l ' o rgan i sme  de  c o n t i n u e r  ~t synth([ t i ser  l 'hom¢,sdrine e t  p a r  
consdquen t  la m d th ion ine  m 6 m e  q u a n d  I ' homo .~ r ine  dt t~hydrog¢nase est  s a tu rde  p a r  la 
thrd~nine .  L ' i nh lb i t i on  n o n - e o m p d t i t i v e  c o r r e s p o n d  b ien  .~ tm si te  d ' i n h ib i t i o n  
d i s t inc t  du  si te  d ' ac t iv i td ,  qu i  p e u t  ~tre  inactiv(~ .,~lectiv*.ment par  chauffage .  

L'exi_~tence e t  l ' i n a c t i v a t i o n  s~lect ive d ' t m  si te  d ' i nh ib i t i on  o u t  d¢jA (~t¢ d ~ r i t e s  
pa r  CHANGEUX ~ darls le cas  du  con t r6 l e  de l ' ac t iv i t6  de  la L- thr~onin6 d(~sarninase p a r  
la L-isoleucine e t  pa r  GERHART ET PARDEE aa dans  le ca.s d u  contr61e de  l ' a spav t a t e  
t r a n s c a r b a m y l a s e  p a r  le CTP.  Darts le cas de In thrdhmine-d~samina~e,  CtiA.~GEUN 
obs_'erve une  e ind t ique  birrmldculaire vis-~-vi_~ du  s u b s t r a t  e t  de  l ' i nh ib i t eu r  qu ' i l  
i n t e r p r d t e  c o m m e  d u e / i  l ' ex i s t ence  d ' u n  si te  d ' a c t i v i t 6  e t  d ' u n  s i te  d ' i n h ib i t i o n  in te r -  
fd ran t  l ' un  avec  l ' au t re .  L a  d e s t r u c t i o n  du  s i te  d ' i n h ib i t i o n  r e n d  n o r m a l e  la c ind t ique  
de  l ' enzyme .  L ' a s p a r t a t e  t r a n s c a r b a m y l a s e  p rdsen te  une  c ind t ique  t rds  c o m p l e x e  
qui  n ' a  pas  ~t6 ana lysde  en d~tai l  pax les a u t e u r s ;  l ' i nh ib i t ion  p a r  le c y t i d i n e  t r i -  
p h o s p h a t e  .,,enable c e p e n d a n t  ~tre d u  t y p e  eomp~t i t i f .  L ' e n z y m e  se e o m p o v t e  c o m m e  
la tl~r~nnine-dd~amina_~e, ca r  aprL~s d e s t r u c t i o n  d u  si te  d ' i nh ib i t i on  p a r  la ehMeur ,  iI 
ob6i t  A l '~quat ion  de  HENRI-MICHAEIIS. 

BiocMm. Biop~ys. Aaa. 67 (;963) t6-3z 
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L ' h o m o s ~ r i n e  d~,~hydrog~na,~e diff+r¢ des d e u x  a u t r e s  e n z y m e s  A d e u x  sites 
m e n t i o n n 6 s  ci-(h~sus p a r  la fail  qu 'e l le  est  inhib~e n o n . c o m p ~ t i t i v e m e n t  p a r  la 
t h r~on ine  e t  qu 'e l le  pr(%~ente d ' e m b M e  une  c in6 t ique  d~_ I[ENRI-~IItZHAEtAS, I ,a 
r 6 t r o - i n h i b i t i o n  n ' e s t  doric pas  n6ces.~airement c~mv~t i t i ve .  [Jne i l lus t ra t ion  supplE- 
m e n t a i r e  de  ce fait  e~t d o n n 6 e  p a r  les deux  /3 -aspar tuk inases  de  I(. cull d o n t  lc~ 
r d t r o - i n h i b i t i o n s  t y p i q u e m e n t  " a ! Ios t6 r ique~"  pa r  la th r f .on ine  et  la lvs ine sont  la 
premi/~re, c o r n p 6 t ; t i v e  e t l a  se, :onde,  n o n - c o m l ~ t i t i v O .  

II es t  imlx~r tant  ( i e  n o t e r  que ,  cont ra ' ; reme,a t  a u x  d e u x  e n z y m e s  6tudi6.s p a r  
CHA~G~:OX ET P,x~l)~:v:. d o n t  les d e u x  .~ite~, q u o i q u e  di~tim:ts ,  ne son t  pas  ent i6re-  
m e n t  ind6pendan t - . ,  l'hom,,-,_'qi!~e d~:l--y-h,.Jgkn-,.~:c d6_;:..~hli~t!~ t .... c , , , , , i , , a ~  a ur, e 
c o n s t a n t e  de  d i s s oc i a t i on  i n c h a n g d e  a v e c  ~on ~ub.~trat, ce qui  est  un  a r g u m e n t  supp l6-  
m e n t a i r e  en  f a v e u r  de  l ' i n d 6 p e n d a n c e  t o t : de  des  d e u x  sites. 

P o u r  p~)s.'~ler sa p le ine  ac t iv i t6  et  sa c a p a c i t 6  d'(3tre inhib6 pat" la th r~on ine .  
l ' enz)wne semble  d e v o i r  poss~der  une  o m t i g u r a t i t , n  sp~: ia i : :  stabilis;.-e, sol* pa r  le 
c h l o r u r e  de  p o t a s s i u m ,  6oil pa r  la thrfi tmine,  t'2n effet, il ne ~- c o n s e r v e  q u ' e n  l,r6.~nc~. 
de  ees a g e n t s ;  p a r  ai l ieurs,  il possede  alor.-; une  con~ tan t e  de  . ~ d i m e n t a t i o n  phl~ 
6levee que  celle d.e l ' e n z ' f m e  non  s,abil is~ (hint I 'act ix ' i td r6sicluelle n ' e s t  p lus  sensible  
"3. la thr~onine. .Xqous e s I ~ r o n s  q u e  ties ~.tudes u l t6 r ieures  nou-~ m o n t r e r o n t  .~i l ' e n z v m e  
i n h i b a b l e  c u r r e s p o n d  ~'l tree f,~rrop polvm~ris~e  ou A uric f o r m e  p lus  g lobu | a i r e  de 
l ' e n z v m e  n o n  inh ibab le .  

L a  r ep re s s ion  de  I ' h o m o ~ n e  c l6shydrog~na .~  est 6 g a l e m e n t  h a u t e m e n t  .-,pc3ci- 
fique, la t h r d o n i n e  ~ tan t  le r ,  eul  a m i n o  acid.e rcpresseur .  E n  ef/et ,  la tys ine  e t l a  1116- 
t h i o n i n e  qu i  ~c.nt les a u t r c s  m . . . .  ~|ltc~ es~etxtiels d 6 r i v a n t  de  l ' ac ide  a~p.-,rtiqut_- 
n ' a f f e c t e n t  pa_-~ la s y n t h ~ s e  de  l 'enzytl~e. 

COHEN E,T HeRSCH "t a v a i e n t  t r o u v 6  que  la th r~0n ine  n ' e x e r c e  pas  d ' e f fe t  r6pres-  
~eur sut" Ies e n z y m e s  de  E .  cpli t r a n ~ f o r m a n t  I 'h tm~o.~r ine en t h r~on ine  et  ce fait  
a v a i t  ~t~ con f i rm6  p o u r  Fun  d ' e u x ,  l'hornt)m~rine kinase,  p a r  V~zOR.MSER El" PARDEF. l°. 
Chez  E.  ¢.oli, t o u t  au  nnoins, I;~ thrt_:onine u'~xt.'rc~: <lone un  effet  r6pre~sif  o u c  sur  l'Ivo- 
m o s 6 r i n e  d 6 s h y d r o g 6 n a . ~ ;  en  effet,  le.~ a~t~artokina_ses t, la s e m i - a s p a r t a l d 6 h y d e  dt~s- 
hydrog~na.,~e tt e t  les d e u x  e n z y m e s  t r a n s t ' o r m a n t  I'ht~mo.,~t-ine en t h r~on ine  ~ c h a p i ~ n t  

la r6press ion.  
II  sera i t  i n t6 re s san t  de  v6rifier si ] 'homo. ,~r ine  d~shydrog~na.-ue., .+eul e n z y m e  de 

la S ~ l u e n c e  r6pr im~ p a r  Ill t h r6on ine ,  e t l a  semi-a_~par ta ld~hyde d e s h y d r o g 6 n a s e .  
e n z y m e  n o n  r~pr im~ p a r  Ill lysine,  appar t i ,~nnen t  ,t des  u p ,  runs  s~par~s, e u x - m e m e ~  
d i s t i n c t s  d ' a u t r e s  o I ~ r o n s  con t r61an t  la s.vnth~se des au t r e s  enz.ymes c o n d u i s a n t  ~ la 
lys ine  e t  b. la th r~on ine .  

Les  r6g t t l a t ions  p o r t a n t  sur  l ' homo~6r ine  d ~ s h v d r o g ~ n a s e  sont  la cause  a p p a r e n t c  la 
p lus  p r o b a b l e  d u  t a u x  tie c ro i s sance  e x t r 6 m e m e n t  r~dui t  d ' E .  coli K I 2  sur  th r~onine ,  c a r  
elles d o i v e n t  r e n d r e  la .,ynth~.-,e de m~th ion ine  ] in t i t an te  p o u r  la c r0 issance .  L ' a d d i t i o n  
de  n ,~ th iun ine  .,~tablit d ' a i i teu t~  le t~'ux de  crois.¢,ance A une  va leur  p resque  n o r m a l e .  

P e n d a n t  que  ce t r ava i l  6 ta i t  en cou r s  de  r~dac t ion ,  n o u s  a v 0 n s  pris connais .sance 
d u  r6cen t  a r t i c le  de  NAsA et gl. ta qui  on t  6tudi~ l 'effet  de  la t h r6on ine  et de  la md- 
t h i o n i n e  su r  la L - h o m o s ~ r m e  d 6 s h y d r o g 6 n a s e  d ' u n e  s o u c h e  de  Micrococcus  gh~tamicus .  
Cet e n z y m e ,  qu ' i l s  o u t  6 tud i6  u n i q u e m e n t  d a n s  re. s, ens t-IS --~ ASA,  f o n c t i o n n e  avec  
le T P N ,  m a i s  phs  avec  ie D P N .  

L a  t h r ~ o n i n e  ~,~t le seul a m i n o  ac ide  r 6 t r o - i n h i b i t e u r  de  l ' h o m o ~ r i n e  -.l~shydro- 
g~nase  cl: , 'z -~f. *~'"-" "- - e, . . . . .  I / , I . J iS .  les a u t e u r s  ne  m e n t i o n n e n t  bxis si l ' i nh ib i t ion  ~ t  corn-  
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p6 t i t i ve  ou non,  m a i s  p e u v e n t  o b t e n i r  une  inh ib i t ion  de z o o % .  L a  di f f4rence  c~.~en- 
tielle en t r e  ]curs r4 su l t a t s  et  hes n6 t r e s  rdside dang  la r4premib i l i t4  de  I 'homn.~. r ine  
d~.shydrogdnase  p a r  la m 6 t h i o n i n e  (75o/0 de  r4press ion  a v e c  la m.-l~a4thinnine 
3-5" IO a 31) a lors  que  chez  E. col[ K I 2 ,  ha m 6 t h i o n i n e  ne  r 6 p r i m e  a b s o l u m e n t  p a s  cet  
e n z y m e .  Los a u t e u r s  j a p o n a i s  n ' o n t  p a s  e s say4  ]a r6press ion  p a r  la t h r6on ine .  Ainsi .  
des  ~rganis tne~ diff6.rents u t i i i sen t  soi t  Pun ,  soi t  l ' a u t r e  des  m 6 t a b o l i t e s  d 6 r i v a n t  de  
l ' homos6 r ine  p o u r  6 t ab l i r  la r~gu la t ion  n6ctx~saire ~ llt prcnlucti~m o p t [ m a l e  de  ces 
¢- ;mst i tuants  essent iels .  
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Ncm~ r e m e r c i o n s  le Dr.  GtXr;RAg et  le Dr .  BERLINGUET. tit: l ' U n i v e r s i t 6  Lavah  de 
Qu6bec  p o u r  he.~ h o m o l o g u e s  en C:, et  C e de  l ' homos~r ine .  

Ce t r ava i l  a b4n4fici6 de  h'aide de  ha N a t i o n a l  Science  F o u n d a t i o n  ( G r a n t  G - I 4 8 5 6 )  
et du  F o n d s  de D 6 v e l o p p e m e n t  de  la R e c h e r c h e  ~'¢~:ientifique e . t ,Techn iqne  (Conven-  
t i - u  6x -FR-o63) .  
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L ' h u m o s 4 r i n e  dd~hydr<~d6nase de  Esclw~ichia col[ K z 2 est  s o u m i ~  a u x  d e u x  t y p e s  de  r~- 
gu ia t ion  connu.~, r4press ion  e t  r 6 t r o d n h i b i t i o n .  L ' a g e n t  r 6 g u l a t e u r  es t  la  L- th rdnoine .  

I .a  r6tro-inhi~,iti,~n p , -  !:: ¢.hr&-v.ine es t  h a u t e r n e n t  sp6cif ique e t  s t r i c t e m e n t  non -  
c o m p 6 t i t i v c .  ( ;n  ~ . u t  :.,~'k:ctix'cn3ez~t i n a r t i v e v  le s i te  d ' i n h i b i t i o n  de  l ' e n z y m e  p a r  
chauf fage .  I.e.~ propri~tC~ de ~tahi l i t6  de  l ' a c t iv i t4  e t  tie la c a p a c i t 6  d ' d t r e  inhib~ de  
] ' e n z y m e  on t  6t6 6tudk%s.  I .a c o n s t a n t e  de  s 4 d i m e n t a t i o n  de  l ' e n z y m e  inh ibabhe  e.~t 
n e t t e m e n t  plus  61code q u e  celle de  l ' e n z y m e  non  inh ibab le .  

l .a svn th i ' s e  tie | ' ho t t ,~ ,~r ine  deshydrog6na.~e  de  E. 6oli est  f o r t e m e n t  e t  spd~i- 
t i q u c m e n t  r6pr im6c  pa r  ha p, '6~ence de l . - thr6onine  dan.q le mit_'.',~u de cu l tu re .  Le  con-  
t r6ie  g4n4 t ique  de  la svn th4~e  des  a m i n o  ac ides  de  la faro[tie a s p a r t i q u e  es t  di~cutd.  
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