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A cell-free preparation was obtained from a culture of Mycobacterium avium. This preparation contained an L- 
alanine reductase which reduces L-alanine to L-alaninol, a constituant of the mycoside Cz. This reduction is better 
when ATP and NADH are present in the incubation medium. 

1. Introduction 

L’ktude structural du mycoside Cz de Mycobacterium 
avium [I] a montrk l’existence d’une chaine pentapepti- 

dique l.%e g une molkule de L-alaninol [2] : 

DPhe-D-alloTlhr-D-Ala-DaIloThr-D-Ala-L-ala 

L’addition au milieu de culture de Laminoacides mar- 

q&s 5 14C a montrd que les constituants de la cha?ne 

peptidique Btaient synthktisks g partir des L-aminoacides 
correspondants. C’est ainsi que L-Phe, L-Thr, L-Ala 
sont les prkcurseurs respectifs de D-Phe, D-alloThr, D- 
Ala, le L-alaninol provient Bgalement de la L-alanine [3] . 

La rackmisation des L-aminoacides avant incorpora- 
tion dans une chaine peptidique est une reaction trks 
g&&ale dans la biosynth&se des antibiotiques et autres 
peptides naturels posskdant des kidus de D-amino- 
acides [4]. La rkduction d’un aminoacide en aminoal- 
cool est un fait beaucoup plus rare. Nous avons Btudig 
in vitro cette rkaction 6 partir d’extraits acellulaires de 
Mycobacterium avium. 

2. Mat&e1 et m&hodes 

2.1. Cultures 
La souche 802 de Mycobacterium avium est cultike 

sur milieu de Sauton g 37” pendant des temps variant 
de 10 g 20 jours. Les cellules bactkiennes sont rk- 
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coltt5es par filtration, la&es g I’eau distillde et essories. 

Ces operations sont effect&es g basse tempbrature, 
entre 0 et 4’. 

2.2. hkparation des extraits acellulaires 
Trois mkthodes ont 6tC utilisbes pour preparer les 

extraits acellulaires: l’ultrasonication, le broyage manuel 

avec l’alumine, le broyage avec le Carborundum au moyen 

du broyeur M.S.K. 
Action des ultra-sons. 15 g de cellules bacteriennes 

mises en suspension dans 50 ml de tampon tris-HCl 

0,Ol M pH 7,7 contenant du mercaptotthanol 1 mM et 
de l’acktate de magnksium 1 mM sont soumises pen- 
dant 20 min aux ultra-sons dans un appareil MSE 
500 W. Les temps de sonication sont alter& avec les 
temps de repos afin de maintenir la tempkature au 
voisinage de 0’. La suspensions cellulaire sont centri- 
fugCes g 3000 g pendant 20 min. Lc surnageant est g 
nouveau centrifugd deux fois g 12 .OOO g pendant 20 
min g 0”. Le demier surnageant fournit l’extrait acel- 
lulaire . 

Broyage avec 1 I&mine. 10 g de bactkries sont bro- 
yCes g 0’ dans un mortier avec un poids Bgal d’alumine 
(Norton levigated alumina) pendant 20 min. Le m& 
lange est alors mis en suspension dans 30 ml de tampon 
tris-HCl 0,Ol M pH 7.7 contenant 600 pmoles d’ad- 
tate de magksium et 600 pmoles de mercaptokthanol. 
Apr&s agitation pendant 5 min la suspension est centri- 
fug6e g 3000 g pendant 20 min pour skparer le rdsidu 
bactken et l’alumine. Apri% une nouvelle centrifuga- 
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tion g 10.000 g pendant 1 h puis & 20.000 g pen- 

dant 45 min, le surnageant renferme les extraits acel- 
lulaires. La mtme 0pCration a BtC effect&e en utilisant 
le tampon phosphate 0,Ol M pH 7,4. 

Utilisation du broyeur cellulaire MSK [5] . 3 g de 
bactCries lavkes et essorCes sont broyCes avec 12 g de 

Carborundum dans 6 ml de solution. tampon g 0” pen- 
dant 8 min. Plusieurs tampons ont BtB utilids: tam- 

pon phosphate, 0,l M pH 6,5 ou 0,05 M pH 7,2 et 
tampon tris-HClO,O2 M pH 7,5. Une premikre centri- 
fugation est alors effect&e B 2000 g A 0” pendant 5 
min. Le culot est 1avC avec la mdme solution tampon 

et la suspension centrifugie dans les mCmes conditions. 
Les surnageants sont ensuite centrifugks B 20.000 g 

pendant 1 h g 0”. Les extraits acellulaires sont prt%ents 
dans le dernier surnageant . 

graphie sur papier dans le solvant butanol-acide a&i- 
que-eau (65:10:25). L’aminoalcool radioactif est 
dCtectC par autoradiographie. I1 est obtenu par chro- 

matographie preparative dans le m&me solvant. 
Lorsque l’incubation est effect&e en prgsence de 

2,4-dinitrophCnylhydrazine les surnageants obtenus 
apres prCcipitation et Climination des protCines sont 
extraits B l’eau et g 1’6ther. La dinitrophCnylhydrazone 
est recherchCe dans les extraits t%hCrCs. Ces derniers 

sont analysCs par chromatographie sur plaque de gel 
de silice dans le solvant benzkne-a&ate d’Cthyle 
(100:5). Le chromatogramme est dCcoupB en bandes 
de 2 cm dont on mesure la radioactiviti. Les extraits 
aqueux sont utilis& pour la recherche et l’identifica- 
tion de l’aminoalcool. 

2.5. Techniques diverses 
La tenur en prot&nes des diffirentes prkparations est 

dCterminCe par la mCthode de Lowry et al. [6]. La 
gamme Ctalon a BtC Ctablie avec la strum albumine 
bovine. 

2.3. Incubations 
Plusieurs milieux d’incubation ont CtC utilisds en 

vue d’Ctudier l’influence de composCs variCs sur la 

formation de L-alaninol. Le milieu qui a donnB les 

meilleurs rendements a la composition suivante: CoA 
0.6 pmole, NADH 1,4 pmole, NADPH 1,2 pmole, ATP 
5,4 pmoles, chlorure de magnCsium 10 mmoles, mer- 
captoCthano1 10 mmoles, 14C-L-alanine 20 nmoles 
(1 PCi). La priparation acellulaire correspond g une 
quantitk de 5 g 10 mg de protiines. Le volume total est 

amene’ g 2 ml par une solution de tampon phosphate 

0,l M pH 6.5. 

Pour 1’Ctude de l’action de la phosphatase alcaline, 
le milieu rkactionnel contient le substrat en solution 

dans 0,2 ml de tampon tris-HCl 1 M pH 8,0,2 ml 

d’une solution de mercaptoithanol 1 X lO-‘j M, 1 mg 
de phosphatase alcaline. Le volume final est ajust g 

1 ml avec le tampon tris. Le mClange est incubC ?I 
25” pendant 1 h. On arr&te la rCaction en ajoutant 

quelques gouttes de lessive de soude. Les mesures de 

radioactivitk ant CtC rkalides dans un compteur ?I 
scintillation liquide Packard et Tricarb. 

3. R&ultats 

Des essais d’incubation ont tt8 faits en presence de 

5 mmoles de 2,4dinitroph6nylhydrazine. 
Les incubations sent effectuCes soit B 30”, soit g 

37” pendant 2 h. La rgaction est arrCtee par chauffage 
& 100” pendant 2 min, les protkines qui prbcipitent 
sont Bliminees par centrifugation. Le sumageant est 
uti1is.C pour la recherche et l’identification de l’alaniol. 

Le. rendement en protCines varie suivant la techni- 
que de prkparation des extraits acellulaires. La mCthode 
de broyage avec l’appareil MSK selon Sagniez et al. [5] 
donne les meilleurs Gsultats. La teneur en proteines 
de l’extrait exprimCe en mg/g de bacilles sets se situe 
entre 50 et 100 mg alors qu’elle ne d6passe pas 10 
g 20 mg avec les deux autres techniques. 

3 .I. Mise en tvidence d ‘une L-alanine kductase dans 
les ex traits acellulaires 

2.4. Isolement des produits de l’incubation 
L’alaninol form6 au tours de l’incubation est sCparC 

de l’alanine rCsiduelle par passage sur Dowex 2 prCalable- 
ment trait6 par une solution 2 N de soude dCcarbonatCe 

puis lavi par l’eau exempte de CO* [7] . I1 est Clue par 
30 ml d’eau distillbe, 1’6luat est analyse par chromato- 

Plusieurs essais d’incubation en prCsence de L-ala- 
nine-14C ont CtC effectuCs dans les conditions indiqubes 
dans le tableau 1. AprGs incubation, l’alaninol est ob- 
tenu par passage sur Dowex 2 puis chromatographie 
sur papier. Les taches radioactives sont dBtect6es par 
autoradiographie. La tache correspondant g l’alaninol 
est BtudiCe, apr&s Clution, par chromatographie dans 
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Tableau I 
Formation de L-aianinol i partir de prCparation acellulaire de Mvcobacterium avium. 

Composition du milieu d’in~ubation Essai -___I- 
1 2 3 4 5 -6 I 8 9 

Tampon tris-HCI (200 gmoles) f + + 
Tampon phosphate (200 Gmoles) + + + + + + 

KC1 (10 pmoies) + + + + 

M&12 (20 Mmoies) + + + + + 

A&ate de ma&sium (20rmoles) + + + + 
Mercaptotthanol(20 crmoles) + + f + + + + + + 
Phospho~nolpyruvate (5 rmoles) f + + + 
Pyruvate-kinase (20 pg) + + + + 
Coenzyme A (0,6 rmole) + f + + 
ATP (5.4 &moles) f f + + 
NADH (en pmoles) OS 1,4 I,4 1.4 194 
NADPH (en rmoles) 0.5 1 I.2 192 132 192 

Radioactivit; de l’alaninol (cps/min) 170 360 500 1030 2140 1060 2600 2080 920 

Chaque milieu d’incubation contient 5 k 15 mg de protkines acelbllaires et 20 nmoles de “C-L-alanine pour un volume final de 
2 ml. La durke de l’incubation est de 2 h. Les essais 1, 2, 3,4 ont ktk effect&s i 37” et B pIi 7,8; les essais 5,6,7,8,9 i 30” et a 
pH 6,5. 

plusieurs solvants. Les Rf correspondent 2 ceux de I’ala- 

ninol tCmoin Rf = 0,42 darts isopropanol-acide adtique- 
eau (6:3: 1), Rf = 0,22 dans butanol-ethanol-eau (4: 1: 5) 
La radioactivite est ensuite dCterminCe. Le tableau 1 
indique les r&ultats. 

On constate que la rdduction de la L-alanine par 
les extraits acellulaires est plus intense en prCsence 
CL’ATP, le coenzyme A ne parait pas indispensable. 11 
semble que les deux coenzymes NADH et NADPH puis- 
sent participer 1 la rCduction, toutefois le rendement 
est supCrieur en prCsence de NADH. 

3.2. M&a&me de la r&action 
Aprks incubation en p&ewe d’ATP et de co- 

enzyme A, on observe par ~hromatographie une tache 
radioactive diff&ente de ~alaninol, Rf = 0,73 dam le 
solvant butanol-acide adtique-eau (65: 10:25), Rf 
de l'alaninol = 0,37. Le compose correspondant est 
&par& et prCpart par chromatographie sur papier. 

Soumis B une hydrolyse alcaline avec une solution de 
soude 3,s N pendant 3 h B tempbrature ordinaire, il re- 
donne de l’alanine. I1 est aussi hydrolysi: par la phospha- 
tase alcaline B pH 8; dans ces conditions, on obtient en- 
core l’aminoacide libre. I1 s’agit par consCquent d’un 
d&i& phosphor6 de l’alanine qui est vraisemblablement 
un intermkdiaire dans la Gduction. 

Nous avons aussi recherchC si la formation in 

vitro de l’alaninol faisait intervenir ~aminoald~hyde 
correspondant & l’alanine puisque chez les microor- 
ganismes les compos6s alddhydiques sont parfois des 
intermkdiaires dans des rCactions de rCduction. Ainsi 
chez Euglena gracilis Kolattukudy [S] a montrC que 
la Gduction in vitro de I’acide palmitique conduit 
au palmitaldChyde. Chez ~os~idi~rn acet~~~tyi~c~rn 
la formation de butanol & partir de l’acide butyrique 
s’effectue par l’intermkdiaire du butyraldehyde en 
faisant intervenir successivement une aldChyde-oxydo- 
Gductase et une alcool-oxydo-Gductase [9,10]. Afin 
de vCrifier s’il se forme un compos6 aldehydique 
libre nous avons effectug plusieurs incubations en 
presence de 2,4dinitroph~nylhydrazine, dans aucun 
cas nous n’avons pu identifier la Z,~initroph~nyl- 
hydrazone correspondant & l’aminoald~hyde alors 
qu’il y avait bien formation d’aminoalcool dans le 

milieu rdactionnel. Ces rCsultats n’excluent pas 
la formation d’une aldt5hyde intermidiaire mais 
celui-ci n’existe pas Q 1’Ctat libre. II est possible qu’une 
.&ape intermkdiaire entre l’aminoacide et l’amino- 

alcool fasse intervenir un complexe alninoald~hyde- 
enzyme du mtme type que celui propos6 par Knappe 
et al. [I 1 J lors de la rCduction du P-hydroxy-&mC- 

thylglutaryl CoA en acide mt%alonique. 
Dans la derniere itape il y aurait r&duction de ce 

complexe en alaninol. 
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