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ABSTRACT 

A mutant of E COZZ lackmg both D-glucose-phosphate lsomerase and D-glucose- 
6-phosphate dehydrogenase synthesizes glycogen when supplemented with D-glucose 
The celIs grown on D-gluconate, wlthout D-glucose, contam all the enzymes for 
glycogen synthesis but are devoid of glucoslde primer However, this strain IS able to 
synthesize glycogen rapldly and without lag when it 1s supplemented with D-glucose 
This de ~ZOLO synthesis does not seem to be hmlted by the energy charge of the cells 

SOMVAIRE 

Un mutant, dCpourvu d’actlvltC glucose-phosphate rsom&ase et glucose-6- 
phosphate dkshydrogenase, synthetlse du glycogene g partlr de D-glucose quand 
celm-cl est fourm en plus du substrat metabohsable Les cellules cultivees sur D- 

gluconate, en l’absence de D-glucose, contlennent toutes Ies enzymes de la gIycogCn&e 
mals sont pratlquement dCpourvues d’amorces glucosldlques Elles sont cependant 
capables de synthetlser rapldement le glycogitne sans phase de latence apparente, 
apr& addition de D-glucose au milieu Cette synth&e << de noto >> ne semble pas etre 

hmltee par le mveau d’Cnergle des cellules 

INTRODUCTION 

Chez les bactenes, I’accumulatlon de glycogtne est mdmte ou fortement 
acceltrte par I’arr&t de la crolssance ou, d’une mamere plus g&&ale, par des condx- 
tlons ou Ie taux de productton de I’ATP est superleur B son taux d’utlhsatlonl ’ 
I1 est admls que cet exces d’Cnergle permet la blosynth&e du glycog&ne Les travaux de 
Prelss3*4 ont montrC que la rCgulatlon de cette blosynth&e ne s’effectue pas au mveau 

de la glycog&e synthetase comme chez Ies mammlf&res, mals au mveau de I’ADP- 

glucose pyrophosphorylase, enzyme qm catalyse la synth8se du donneur de groupe- 

*Dedle au Professeur Jean-fnufe Courtois B I’occaslon de son 65&me anmversalre 
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ments D-glucosyles, I’ADP-glucose L’actlwtC de cette enzyme est contri%e par de 
nombreux effecteurs3 Cette dermere est actwee par plusleurs mtermedlaires de la 
glycolyse et mhlbCe par le Y-AMP (adCnosme 5’-phosphate), I’ADP (adCnosme 
5’-dlphosphate) et les phosphates morganlques De plus, I’ATP (adenosme 5’- 
tnphosphate) etant un substrat et un actwateur de l’enzyme, la synthcse de I’ADP- 

glucose [adenosme 5’-(a-o-glucopyranosyl-pyrophosphate)] et, par suite, la synthese 

du glycogttne dowent done i?tre sous la dependance de la charge d’energle de la 
cellule” 6 L’etude de mutants4 ’ chez qul la structure de I’ADP-glucose pyrophos- 
phorylase a etC modlfiCe a permls de montrer que les effets rggulateurs de ces mCtabo- 
htes, observes m zrtro, ont blen une slgmficatlon physlologrque Cependant, pulsque 

la formatlon de nouvelles halsons glucosldlques e-~-(1 +4) par les synthetases 

bacterlennes exlge, en general, la presence d’une amorce glucosrdlque, la wtesse de 
blosynth& du glycogene dolt Etre egalement contrelee au mveau de la glycogitne 
synthetase par la quantlte d‘amorce presente dans les cellules 

Un mutant d’Eschemllla COZI KlO, DF 2000. lsole par Fraenkel’, nous a paru tres 
mteressant pour etudler la synthbe du glycogene III VILO Ce mutant a perdu I’actwltC 
glucose-phosphate lsomerase et l’actw~te glucose-6-phosphate deshydrog&ase 11 est 

done Incapable d’utlhser le o-glucose comme substrat de crolssance, mals 11 peut se 
developper sur d’autres sources de carbone telles que le D-gluconate, le mannitol, le 
glycerol et le succmate Les travaux de Fraenkelg ont montre que, lorsque le o-glucose 
est fourm en plus du substrat metabohsable, ce mutant peut l’accumuler sous forme 
de D-glucose 6-phosphate et d’un o-glucanne Dans cette etude, nous avons Isole et 
caracterlse ce o-glucanne I1 a une structure semblable & celle des glycogi?nes Isoles a 
partlr d autres souches d’E co11 J?tant donne que chez cet orgamsme le D-glucose n’est 
utlhsC que pour la synthi%e du o-glucose 6-phosphate et du glycogkne, la wtesse de 

synthhse de ce glycog&ne a pu Ctre etudlee ZH two par mcorporatlon de D-glucose 
marque Les rtsultats obtenus montrent que des cellules en crolssance exponentlelle 
sur D-gluconate, pratlquement depourvues d’amorces glucosldlques, sont capables de 
synthCtlser Ie glycogene sans phase de latence dpparente et que cette synthese de noto 

ne semble pas hmltee par le nweau d’energle de la cellule 

PARTIE EXPhIMENTALE 

Maretrel - La souche KIO (Hfr C) de E colz (souche sauvage) et le mutant 
DF 2000 qul est un double mutant ayant perdu 5 la fols l’actwlte glucose-phosphate 
1somCrase (o-glucose-6-phosphate-aldo-cetolsomerase, E C 5 3 1 9) et I’actwtC 
glucose-6-phosphate deshydrogenase (o-glucose-6-phosphate NADP oxydoreductase 
E C 1 1 1 49) sont deux souches prototrophes Nous les devons % l’obhgeance du 

Dr D G Fraenkel 
Le milieu utlhse est un nnlleu mmimum decrlt prCcedemment’*2 contenant en 

plus du chlorhydrate de thiamine (3 mg/l) et du D-glUCOnate de sodium (4 g/l) Dans 
les exp&iences effectuees en p&ence de D-ghCoSe, cehu-cl est aJout& a une concentra- 

tion de 0,5 g/l 
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Le D-ghCOSe-U-‘“c prowent du Commlssarlat a l’energle Atomlque (France) 

11 a CtC dlluC avec du D-glucose frond et aJoute au mlheu de facon a obtemr une concen- 
tratlon de 0,5 mg/ml avec une actwlte specifique de 30 000 c p m par mg Le D-gluco- 
nate-U- * 4C de sodmm prowent du Radlochemrcal Centre (Amersham, Angleterre), 11 

a ktC aJoutC au mlheu de culture de faGon a obtemr une concentration de 5 mg/ml avec 
une actw& speclfique de 16 500 c p m par mg 

Les enzymes utlhsCes, a-amylase [(I +4)-a-D-glucanne 4-glucanohydrolase, 
E C 3 2 1 1 1, p-amylase [(l-+4)-or-D-glucanne maltohydrolase, E C 3 2 1 2 1, phos- 
phorylase [( l-+4)-a-D-glucanne orthophosphate glucosyltransferase, E C 2 4 I 1 1, 
provlennent de Sigma Chem Co (St LOUIS, MO, E U ) La phosphorylase b du 

muscle de lapm est un don du Dr H But de I’lnstltut Pasteur, Parls 
A4Ptltode.s anal_vtrques - Les protemes ont Cte dosees par la methode de Lowry 

et al lo, toutes les lectures etant reportees ii une courbe standard priparee avec de 
l’albumme de plasma de beuf crlstalhsee (Armour Laboratones, Eastbourne, 
Angleterre) 

Le dosage du glycogene dans les cellules a ete effectue selon la methode de 
Hassld et A braham ’ ’ modlfiee de la fagon sulvante aux cellules provenant de 10 ml 

de culture, on aJoute 0,3 ml d’une solution d’hydroxyde de potassium B 30% Le 
melange est Porte ii ebulhtlon pendant 30 mm Apres addltlon de 2 gouttes d’une 

solution de sulfate de sodium a 0,l %, le glycogene est prklplte par I’Cthanol(1 ml) La 
suspension est portee h 80” et refroldle a la temperature amblante Les echantlllons 
sont ensulte centrifuges Les culots sont laves une fols avec de I’ethanol a 60% puls 
hydrolyses 1 reflux avec I’aclde chlorhydrlque \r (0,5 ml) pendant 3 h Apres neutrah- 
satlon, la quantlte de D-glucose est determmee par la methode d la glucose oxydase 
(Glucostat, Bulletm technique, Worthmgton Btochem Corp , Freehold, N J ) 

IIICOI~OI atron c/u D-ghco.W I adoactlf dam Ie gil cogene - Les cellules de 10 ml 

de culture sont rapldement refroldles a des temps dlffirents et apres centrlfugatton 
sont lavees deux fols avec du tampon phosphate de potassium 0,1x1, pH 7,0, contenant 
du D-glucose non-radioactlf (1 mg/ml) On aJoute aux cellules 0,2 ml d‘une solution 
d’hydroxyde de potassmm a 60% et 0,2 ml d une solution de glycogene (2,5 mg/ml) 
Les melanges sont portes a ebulhtlon pendant 30 mm et le polysaccharlde est preclplte 
par addition de methanol contenant 1% de chlorure de potassium Le preclplte de 
glycogene est dlssous dans I’eau (0,4 ml) et repreclplte par le methanol (3 ml) 
addltlonne de chlorure de potass!um Apr& centnfugatIon, le culot est dlssous dans 
1 eau (I,0 ml) Le comptage est effectue sur 0,5 ml de cette solution dans 14 ml de 
hqulde de Bray’ ’ dans un apparel1 a scmtlllatlon (Nuclear-Chicago) 

Dosage des enqmes - L’actlwte de la glycogene synthetase est mesuree par la 
methode de Prelss et Greenberg13, qm conslste a sulvre la wtesse de transfert du 

D-glUCOSe-u-14 C de I’ADP-glucose-U- * 1C au glycogene 
L’actlvltt de I’ADP-glucose pyrophosphorylase (ATP E-D-glucose-l-phosphate 

adenylyltransfkase, E C 2 7 7 6) a etC dCtermmee selon Prelss et a/ 3 en sulvant la 
synthese de I’ATP- “P d partlr de I’ADP-glucose et de pyrophosphate-3’P 

L’actlwte de I’enzyme branchante d Cte dktermmee par la mithode de Brown et 
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Brown f4 Les melanges reactronnels contenaient _ 10 jtmoles de tampon gfycyI- 
glycme pH 6,8, 0,5 jrmole de 5-‘AMP, 50 pmoles de a-D-glucopyranosyl phosphate, 
10 PmoIes de Z-hydroxy-l+thanethroI, 100 tag de phosphorylase a et I’extrait celIuIaire 
B tester contenant environ 100 /lg de protemes 

Le D-glucose total a CtC determine par hydrolyse des cellules dans l’acide 
sulfurique M pendant 3 h SWVI du dosage du D-glucose par la glucose oxydase 

Extractron et purl$catron dtr polysacchade zntracehlarre - Le polysacchande 
a Cte 1so1C a partn de 20 1 de culture sur D-gluconate en presence de D-glucose Les 
cellules ont CtC recoltees en phase statronnarre de crorssance Elles contenarent 12,5 % 
(ponds set) de D-glucanne Le procede d’extractron est le smvant . les cellules sont 
centnfugees et lavees avec du tampon 2-ammo-2-hydroxymethyl-1,3-propanedrol 

(Tris)-acide chlorhydrrque 0,05hr de pH 7,0 Elles sont ensuite extrartes dans le m?me 
tampon dans une French press a 850 kg/cm’ en presence de chlorure mercunque 

0,Ol~ L’extrart est ensuite centnfuge pendant 30 mm ti 1 500 g Les culots sont laves 
avec le tampon d’extractton et centrifuges B nouveau a 1 500 g Les deux surnageants 
sont rCums et centrifuges B 105 000 g pendant 1 h Le culot, qui contient 85 % du 

D-glucose total de l’extrart brut, est nns en suspension dans du tampon Tns-HCI 
0,Olnr de pH 8 contenant du chlorure de sodium 0,05hr La solution obtenue est passee 
sur une colonne de DEAE-cellulose equrhbree avec le meme tampon Le polysac- 
chande, qui n’est pas adsorbe sur la colonne, sort immedratement dans les fractions 
eluees apres le volume mort Ces fractions sont rCurues, dralysees pendant 15 h contre 
de l’eau drstdlCe et concentrees Apres precipitation par 1 vol d’ethanol, le poly- 
saccharrde est redrssous de mar-u&e a obtemr une solution a 3% environ Cette 

solution est centrrfugee & 1 500 g, puis le produrt est reprCclprtC 3 fors par 1 vol 

d’ethanol, 11 est IavC a l’ethanol, puls B I’ether et s&he 
Le D-glucanne purrtie a etC caraLter& par les methodes d&rites par KJolberg et 

Manners’s et par Fales r 6 Les sucres reducteurs et le maltose hberes par l’action de 
l’a-amylase ou de la j?-amylase ont ttt mesurb par la methode au ferrrcyanure de Park 
et Johnson”, modifiee selon Sigal et al 2 

L’hydrolysat acide du polysaccharrde a etC analyse par chromatographie 
ascendante sur paprer Arches 310 avec Ie solvant eau-ethanol-nitromethane (23 41 35, 

v/v> 

RGxJLTATS 

Les travaux de Fraenkel’ ont montrt que le mutant DF 2000 etait capabIe de 
former des zoIonres sur mrheu mmmurm avec drfferentes sources de carbone, telles 

que le D-ghlconate, Ie manmtol, Ie glycerol, le succmate et Ie D-xylose L’addttron de 

D-glucose aux cultures de ce mutant en phase exponentiehe sur certams de ces substrats 
provoque une mhibrtion de Ia croissance Nous avons v&f% cet effet sur les drfferents 

substrats et observC que Ie D-gluconate etait le seul pour fequel I’additlon de D-glucose 

ne provoquait aucune modrficatron du taux de croissance C + est pourquor nous avons 

utihse le D-gluconate pour effectuer cette etude de la synthese du glycogene z?z W.IO 
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Caract& Isatlon du polysacchande accumdt?par le mutant DFZOOO - Lorsqu’on 
fourmt du D-glucose k des cellules de ce mutant cultlvkes sur D-gluconate, le D-glucose 
est mCtabohse essentlellement sous forme de D-glUCOSe 6-phosphat? et d’un D-&I- 

canneg Nous avons 1so1C et caractCrlsC ce D-glucanne B par trr d’une culture en phase 
statlonnalre, la crolssance etant hmltCe par la source d’azote Nous avons employ6 une 
mCthode d’extractlon relatwement deuce (volr methodes) afin d’ewter la dkgradatlon 
du prodult Nous avons abandonne la mtthode d’extractlon B l’hydroxyde de 
potassmm d&rite prtcCdemment2 blen que celle-cl donne des degrts de purdicatlon 
medleurs Nous avons obtenu amsl un product contenant 89 % de D-glucose et 1% de 
protemes L’analyse de l’hydrolysat aclde par chromatographle sur papler ne donne 
que du glucose Le Tableau I montre que la structure de ce o-glucanne est peu 
dlfferente des glycogtnes que nous avons lsoles B partlr d’autres souches d’E co/l 11 
faut noter cependant que la turbIdIt ti 420 nm des solutions de ces glycogenes Ctalt 
plus falble, cccl est da VraIsemblablement A la drmmutron de la tallle moleculalre 
moyenne par l’extractlon h l’hydroxyde de potassmm’* On peut conclure de cette 
etude que le mutant DF 2000 accumule, en prksence de D-glucose, un poly<acchande 

de type glycogke 

TABLEAU I 

PROPRIETES ET STRUCTIJRE DE GLYCOGEhES BOLES D’E CO/; 

Propmtes et stmcmre GI> cogerxes d’E cob 

DF 2000 Arcrres SOIICII~S’ 

Purete (%) 
Degradation par x-amylase” (%) 
DCgradatlon par /3-anqlase” (%) 
Llalsons a-~-11~6)~(%) 
CL z-amylase” 
CL perlodatee 
ECL’ 
ICL’J 
Complexes axec 1 lode 

i z$ (nm) 
Absorbance a lrnJx 

Opaclte des solutlons aqueuses a 1% a 420 nm 

s9 
67,5 
50,3 

9,s 
10,s 
II,7 

7,s 
17 

440 

0,178 
1,os 

93-9s 
62-71 
47-56 

S&-IO,6 

lo-13 
s-9 
1-3 

433-455 

0,120-0,230 
0,5-0,s 

“Degre (en “6) de con\ erslon apparente en maltose par actIon de 1 -/-amylax bDeere (en %) de comer- 
slon en maltose par actIon de la j-am>lase ‘Calcule a partrr du de_rre de d&gradation par Ih-amylase 
selon la methode de Kjoberl: et Manners I5 “Longueur de chaine moyenne determlnee par la comer- 
slon apparente en maltose par action de I’x-amylase rLongueur de chame moycnne determmee par 
ovydatlon par I’lon penodate16 fLongueur de chaine ekterne gLongueur de chaine mterne 

Acczmrrlatron du glyoghze pendant la cromance sur D-gluconate, en prkeme de 

D-glwose - La FIgure 1 montre que le mutant contlent enwron 5% de glycog8ne en 
phase exponentlelle sur D-gluconate addltlonne de D-glucose et que I’arriZt de la 
crolssance, dCi ti l’Cpulsement de la source d’azote, mdmt une acceleration de la 
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synthbe de ce polysaccharrde jusqu’g ce que les cellules en contrennent environ 15 % 
de leur pords set 

Age de La culture (heures) 

Fig 1 Accumulation de glycogene par le mutant DF 2000 cultwe sur D-gluconate+o-glucose, 
-O-- densIt celluhre de la culture (mg/l), -+-- % du polds set cellulaire 

Absence d’amorces ghcosdqres dam les celldes cultmkes en l’absence de 
D-gl1rcose - Par surte de la perte des actrvrtes glucose-phosphate-rsomerase et 

glucose-6-phosphate-deshydrogenase, la synthese du o-glucose et celle du glycogene Q 
partrr de D-gluconate dolvent Ctre excesswement redmtes En effet, nous avons trouve 

que les cellules de DF 2 000, en crorssance exponentrelle sur D-gluconate, contrennent 
0,76% (polds set) de D-glucose total alors que les cellules de la souche sauvage, 
culttvees dans les memes condrtrons, en contrennent 5 % (glycogene 3,5 “A) La teneur 
en glyco&e des cellules du mutant est rmposstble Q determmer par les methodes 
usuelles Par une expenence de drlutron rsotoprque, nous avons montre que les cellules 
en croissance exponentlelle sur D-gluconate-U- 14C contrennent moms de 0,05% de 

glycogcne MGme en phase statronnawe de crorssance, la teneur en D-glucose des 
cellules ne dtpasse pas 1% 

Chez ce mutant, cultrve en I’absence de D-glucose, la synthese du glycogene est 
done pratrquement nulle et la synthke du D-glucose elle-mCme est tres redurte, la 
petrte quantlte de D-glucose forme &ant probablement utrhsee pour la synthese des 
parols 

Prttsence des enzymes de la glycogblese dam Ies celhrles de DF 2000 - Que les 
cellules sorent placees ou non dans les condrtrons ou elles peuvent synthetrser le 
glycogtne, I’ADP-glucose pyrophosphorylase, la glycogene synthetase et l’enzyme 

de branchement sont presents comme le montre le Tableau II De plus, le mveau de ces 
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enzymes n’augmente pas senslblement lorsque les cellules sont cultwCes en presence 
de D-glucose Ces enzymes sont done constltutlves ou, du moms, ne sont pas rndultes 
par Ie D-glucose ou un de ses denvQ lmphquCs dans le mttabohsme du glycogene 

TABLEAU II 

GI> cog&we AD P-~11rcose GI> cogme- En=wne de 
(% pords set) pi rophospl~orylase” s~atlretaseb bmncJ~enrentc 

D-Gh!conate 
phase exponentlelle 
phase statlonnalre 

D-Gluconate+D-glucose 
phase exponentlelle 
phase statlonnalre 

<0,05 I,07 I,67 28,2 
I,40 I,64 

4-5 038 2,l 
15 1s I 84 29 6 

“llmoles a ADPG synthetlse en 15 mm par mp de protemes bilmoIes de o-glucose mcorpore dans le 
glycogene en 15 mm par mg de protelnes ‘pmoles de phosphate rnorgamque forme en 60 mm par mg 
de protemes 

%roIt(gluconote) 
prote1ne.S 02lmg 

I 

ExtraIt (gluconate *glucose1 
prote1nes OOL mg 

- 

Temps d Incubation ( heures] 

F1p 2 Actrwt& de l’enzyme de branchement dans Ies extraIts de DF 2000 -~b- en presence 

d extraIt bornill, -O- en presence d ewalt non bouIll1, --A-- contrble sans extraIt 
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L’enzyme de branchement a pu Ctre dosee par la methode de Brown et Brown * 4, 
qui conslste 2 mesurer l’actwatlon, par l’enzyme de branchement, de la synthke de 
IZO&O du glycoggne catalysee par la phosphorylase de lapin Ce dosage ne donne pas des 
resultats tri% pr&ls avec des souches qul synthetlsent du glycogene parce que celwcl 
sert d’amorce ii la phosphorylase La Flgure 2 montre d’une part que les extralts des 
cellules cultwCes sur D-gluconate ont une actwte branchante pulsqu’lls sont capables 
d’actlver la synthcse rle IZOI,O du glycogke, d’autre part que cette actlvatlon n’est pas 

*due B la presence d’amorces dans l’extralt , en effet, I’extralt bouG n’a aucun effet sur 
la bltesse de Ia reactlon Cette expenence apporte une preuve supplementalre de la 
falble quantltC d’amorces glucosldlques presentes dans les cellules de DF 2000 

cultwees en l’absence de D-glucose Avec les cellules cultlvees en presence de D- 

glucose, 11 est nkcessalre de dlluer davantage I’extralt car 11 contlent suffisamment 

d’amorce pour actwer la synthke tie /JOLO L’actlwtC de I’enzyme branchante peut Ctre 
estlmee par la difference des actlvatlons obtenues avec les extralts boullhs et non 

boullhs lorsque ceux-cl sont suffisamment dlluCs 
Chez les enterobactenes4, 70 B 95 % de la (l-+4)-E-D-glucanne synthttase est 

partlculane On la trouve dans les fractions qul sedlmentent entre 30 000 et 105 000 g 

Comme Ia majeure partle du glycogene 1ntraceIluIawe se retrouve aussl dans ces 

fractions, 11 est generalement admls que la synthetase est hee au glpcogi!ne et forme un 
complexe enzymatlque partlculalre Cependant nous avons trouvC que 90% de la 
glycog&e synthetase prkente dans les cellules de DF 2000 cultlvees sur D-gluconate 

Temps apres addhon du glucose?C(heuresl 

Fig 3 FormatIon de glycogene apres addltlon de glucose marque a une culture de DF 2000 en 
crolssance exponentlelle sur D-gluconate 
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Oenstte cellulalre (mg polds set par :I tre 

FIN 4 Vuesse dfierentlelle de synthese du glycogene pclr DF 2000 (A) Ddns des cellules en ph‘vx 
evponentlelle sur D-gJuconatet D-gIucose deptns pIusIeurs generatIons (B) Dan$ des ccllules en ph,tse 
exponenttelle sur D-ghCO1Iat2 (vltesse mewree a pdrttr de I akiitron de D-glucose mnrqui d Id culture) 

TABLEAU III 
SYhTHESE de m7~ 0 DU CL’r COGEht PAR E co/r DF 2000 Eh PH%SE E\PO’IChTiELLE ET Ei? I HA.52 

STATIO\UAIRE 

Temps d’mcrrbatlon 
apres addmon de 
D-Grimm? (mn) 

Glycogene 
(% pouis set) 

~0.v Std 

0,3 
2 

4 
6 
8 

10 
15 
30 
25 
30 
45 
60 

0,20 0,13 
0,30 0,24 
0,62 0,56 
0,77 0,78 
0,92 0,92 
1,22 1,155 
1,52 1,52 

1,57 
2,OI 

2,45 2,‘5 
2,6S 2,7 
3,22 3,16 

“Dans cette experience, Ie D-glucose marque est a_!oute a des cellules en crolssance exponentlelle d une 
densIte bactertenne de 157 mg/i bDans cette expenence, le D-glucose est aJoutC a des cellules remlses 
en suspension dans un mlheu sans azote avec du D-gluconate comme source d’Cnergle (densue 
bactenenne 205 mg/l) Les celIuIes prolenalent d’une culture sur D-gluconate en phase evponentlelle 
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Temps apres addltlon du g1uc0se~~C (heures) 

Fig 5 Accumulatmn de gl>co.gcne px des cellules de DF 2000 en suspenston dans un mtheu srlns 
rlzote contenwt du ~-glucose et du D-gluconate Les cell&s qul ont ete remrses en suspension sont des 
celiules en phase exponentlelle sur D-gluconate La xltesse d’accumulatlon d ete Sulwe par IncGrpora- 
tlon du ~-glucose marque dans le givcogene 

sedlmente B IO5 000 9 maigre I’absence de glycogene mtraceilulalre L’enzyme, chez 
ce mutant. est done reellement partlculalre et semble bee d des structures mem- 
branalres En effet, elle sedlmente dans les mfmes condlElons que le cytochrome 
membranau-elg 

IHcolpol atton ciri D-~h~COXz’-~- ‘% par Ies celhtles de DF 2000 crhoees SLII D- 

gllrco~~aie - L’adJonctlon de D-glucose a des cellules en crolssance esponentlelle sur 
D-gluconate ne provoque aucun changement du taux de crolssance 11 est assImIle 
prmclpalement sous forme de D-glucose-6-phosphate et de glycogene, ce qw permet de 
sulvre la vltesse de formatlon de ce glycogene par une mesure d’mcorporatlon du 
D-ulucose-U-“C dans le polysaccharlde priclplte a I’ethanol La Flgure 3 montre que 
lakosynthese du glycog?ne commence lmmtdlatement apres 1 addition de D-glucose 
sans phase de latence apparente En une generation environ. la concentration en 
glycog&ne attemt 5% du polds set celluialre, teneur egale a celle des celiules culwCes 

sur D-gluconate et D-glucose depuls plusleurs generations La Figure 4 reprksente la 

wtesse dlfferentlelle de formatlon du glycogene d’une part dans une culture sur 
D-gluconate et D-glucose (Fig 4A) et d’autre part dans une culture sur D-gluconate ii 
partn- du moment ou on aJoute le D-glucose (Fig 4B) On volt que dam cette dernke 
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expenence la vrtesse dIff&enhelle est rapIde au depart (14%) malgrk l’absence de 
composCs glucosrdrques pouvant servir d’amorces, pms se ralentit pour attemdre 
finalement la vrtesse drfferentrelle observee dans des cultures sur o-gluconate et 
D-glucose (5 %) 

Nous avons Ctudre d’autre part l’mcorporatron du D-glucose-U-‘4C par des 
suspensroncl de cellules en miheu mimmum sans azote avec le D-gluconate comme 
source d’energIe Pour cela, des cellules en crolssance exponentlelle sur D-gluconate 
ont &G rkoltks, lavdes pms remises en suspension dans ce rmheu. Dans ces condmons, 
le D-gluconate n’etant pas utllIsC pour la blosynthese des protemes, on pouvaIt 
s’attendre & une wtesse d’mcorporatlon plus Clevke que celle observke avec des cellules 
en crorssance Er, r&l& le Tableau Ill montre que la wtesse de blosynthke du 
glycogene est pratxquement la mCme pendant les soIxante premkres mmutes maIs que 
la teneur des cellules en glycogke contmue k augmenter dans le cas des cellules qui ne 
se developpent pas (FIN 5) 

DISCUSSION 

L’addihon de D-glucose a des cellules de DF 2000 en croissance exponentIelle 
sur D-gluconate provoque I’accumulatIon Immediate de glycogene sans modtier le 
taux de crolssance Cette synthese rapIde et sans latence montre que la formatIon 
mtermCdialre d’ohgosacchandes hbres de falble polds molCculaIre est peu probable et 
que les cellules en croI.ssance sur D-gluconate dowent disposer de I’CnergIe nCcessaIre 
et de tout l’eqmpement enzymatlque sous une forme active 

Lcs condmons qm favonsent la blosynthise du glycogene bactkien’ 2 
sugg&uent que celle-cI pouvan Ctre controlee par le mveau d’bnergIe hbre dans les 
cellules En effet, en phase exponentrelle oti la majeure partre de l’energre drspomble 
est utrMe pour la brosynthke des macromohkules essentrelles comme Ies protemes 
et les acldes nuclCIques, la bIosynth&e du glycogkie est lente ou mCme nulle En phase 
statronnaue, au contrane, I1 y auraIt un excbs d’CnergIe hbre qm permettralt cette 
blosynthbe Cependant, 1e.s resultats obtenus avec DF 2000 montrent que le D-glucose 
ajoute a des cellules en phase exponentIelle provoque une synth&se de glycogene aussI 
rapide que Iorsque Ie U-glucose est ajoute 5 des cellules en phase statlonnaire Les 
cellules en phase exponentIelle possedent done assez d’tnergIe pour permettre la 
bIosynth&e du glycogene 

Nous avons montre que Ies enzymes necessaues 2 cette synthtse sont presentes 
dans les cellules en phase exponentxelle sur D-gluconate et que leur mveau n’augmente 
pas sensrblement apres addrtion de D-glucose au mrlieu ou lorsque les cellules entrent 
en phase statronnarre 

Lcs glycogke-synthetases d&rites jusqu’ic14 semblent exrger la prkence d’une 
amorce glucosidlque pour Ctre achves, or les celluIes de DF 2000 cultivces sur D- 
gluconate, avant l’addmon de D-glucose, en semblent prat.Iquement depourvues, elles 
sont cependant capables, dbs qu’on Ieur fourmt du D-glucose, de synthCtrser raprdement 
du glycogkie La presence d’une petite quantltd de polysacchande hk B I’enzyme et 
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dlfficdement dttectable ne peut i?tre exclue SI les cellules ne contlennent rkellement 
pas d’amorces glucosldlques, trots hypothkses peuvent gtre enwsagkes (a) II exlste 
dans Ies cellules un autre systeme enzymatlque, dlfftkent des glycog&e-synthttases 
connues, qm n’a pas besom d’amorce pour fonctronner, (b) dans certames conditions, 
les glycogke-synthktases sont capables de fonctlonner sans amorce, (c) 11 exlste dans 
les cellules des accepteurs de rksidus de D-glucose, autres que les D-glucannes et qm 
servent d’amorce aux gIycog&e-synthgtases 

Gahan et Conrad2* ont dCcnt chez A aerogenes un syst;me capabIe de 
synthetlser du glycogtine de nouo et qui est actlvt par un facteur protkque contenu 
dans les extralts cellulaires Le mkamsme de ce pro&d6 semble dB%ent du mCcamsme 
habitue1 de synthese du glycogtne En effet, I’allongement des chaines ne se ferart pas 
par les extr6mltCs non reductnces de Ia moICcule mals par I’extr6mltC rkductrxce II est 
possible qu’un mkamsme semblable solt utlhs.C par E colr pour la synthbe de nouo du 
glycogke, car les courbes de formation de ce polysaccharlde que nous avons obtenues 
zn VIVO ne correspondent pas Q un processus autocatalytlque comme devralt 12tre Ia 
synthbe par le sysdme connu glycogkne-synthetase-enzyme de branchement D’autre 
part, la nature partlculalre de la glycogene-synthetase peut suggerer une halson de 
cette enzyme & des elements structuraux de la membrane, pouvant serwr eventuelle- 
ment d’amorce 

La synthese du glycogtine bactenen est vralsemblablement contr61Ce au mveau 
de I’ADPG pyrophosphorylase par les concentrations relatives des actwateurs et 
mhlblteurs de cette enzyme 3 21*22 En effet, 1’Ctude de mutants4 a confirm6 le r61e 
physlologlque des mhlblteurs dans la rkgulation de Ia biosynthese Cette blosynthtse 
est dMpnm6e en phase exponentlelle de crolssance chez des mutants qm possedent 
une ADPG pyrophosphorylase dCsenslbll&e g ses mhlblteursz3 Les rksultats obtenus 
avec le mutant DF 2000 montrent que la wtesse mitrale de la blosynthke mdulte par 
l’addltlon de D-glucose 5 des cellules en crolssance exponenttelle est presque aussl 
raplde que dans les mutants der6primCs23 mais la vitesse se ralentit par la suite pour 
mamtemr un nweau constant de glycogene eggal 2 5% La rapidit avec laquelle 
dCbute la synthcse mdlque que les concentrations des effecteurs de I’ADPG pyro- 
phosphoryiase dowent etre favorables ti I’actwltC de cette enzyme dans des cellules se 
dkveloppant sur D-gluconate en I’absence de D-glucose Le ralentlssement observe par 
la smte, et qul semble rksuiter de la formatIon du glycogkne hu-mCme, pourralt &re 
exphque par une rktro-mhlbltlon exercke par le glycogke sur sa propre blosynthbe 
Cette hypothbe est cependant peu vrasemblable pulsque les mutants dCreprlmCs et les 
cellules en phase statlonmure sont capables d’accumuler des quantlt6 plus Impor- 
tantes de glycogene sans qu’ll y at augmentation du mveau des enzymes de blo- 
synthsse Ce ralentlssement pourrart Ztre dQ aussl & un changement des vitesses 
relatives de synthke et de degradation de glycog&ne, Ia vltesse de degradation pouvant 
augmenter avec la concentration mtracellukure de glycogene Jusqu’g attemdre la 
valeur de la wtesse de synthese, mamtenant amsl un taux constant de gIyco&ne 
Une trolsGme hypothbe peut &re enwsagke On peut supposer que la synthese du 
glycogene provoque une vanation du pool des adknylates et, en parhcuher, de la 

C’arbohyd Res ,24 (1972) 379-391 



SYNX&SE de nouo DE GLYCOGENE 391 

concentration en 5’-AMP de telle sorte que le sewI d’mhrbltlon de I’ADPG-pyro- 
phosphorylase est attemt Iorsqu’II y a formation d’enwron 5 % de polysacchande En 
phase statlonnalre, ou les dipenses en ATP sont rtdultes, ce semi seralt attant 
beaucoup plus tard En effet, des vanatlons assez fatbles de la concentration en 
5’-AMP pourralent suffire pour modfier I’actwtC de I’ADPG-pyrophosphorylase car 
les concentrations mtraceIIuIalres de cet effecteur chez E coZtz4 semblent Ctre trbs 
proches de la con&ante d’mhlbltlon pour cette enzyme’ 3 
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