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alanine reductase which reduces L-alanine to L-alaninol, a constituant of the mycoside C2
when ATP and NADH are present in the incubation medium.

A cell-free prepara

1. Introduction

’étude structural du mycoside C, de Mycobacrerium
a montré I'existence d’une chaine pentapepti-
a un

e molécule de I -alaninol [21:
lécule L-alanmol {21

i

D-Phe—D-alloThr—D-Ala—D-glloThr—D-Ala—L-alaninol

L’addition au milieu de culture de L-aminoacides mar-
qués 2 *#C a montré que les constituants de la chaine
peptidique étaient synthétisés a partir des L-aminoacides
COTTESPOﬁU&ﬁLb C’est ainsi que L-Phe, L-Thr, L-Ala
sont les précurseurs respectifs de D-Phe, D-alloThr, D-
Ala, le L-alaninol provient également de la L-alanine [3].
La racémisation des L-aminoacides avant incorpora-
tion dans une chaine peptidique est une réaction trés
générale dans la biosynthése des antibiotiques et autres
peptides naturels possédant des résidus de D-amino-
acides {4]. La réduction d’un aminoacide en aminoal-
cool est un fait beaucoup plus rare. Nous avons étudié
in vitro cette réaction & partir d’extraits acellulaires de

Mycobacterium avium.

2. Matériel et méthodes

2.1. Cultures

La souche 802 de Mycobacterium avium est cultivée

sur milieu de Sauton i 37° pendant des temps variant
de 10 a 20 jours. Les cellules bactériennes sont ré-
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coltées par filtration, lavées a I’eau distillée et essorées.
Ces opérations sont effectuées a basse température,
entre O et 4°.
2.2. Préparation des extraits acellulaires

Trois méthodes ont été utilisées pour préparer les
extraits acellulaires: 'ultrasonication, le broyage manuel
avec I'alumine, le broyage avec le carborundum au moyen
du broyeur M.S K.

Action des ultra-sons. 15 g de cellules bactériennes
mises en suspension dans 50 ml de tampon tris-HCl
001l M pu 7,7 contenant du mercapcoelhmm 1 mMet
de 'acétate de magnésium | mM sont soumises pen-
dant 20 min aux ultra-sons dans un appareil MSE
500 W. Les temps de sonication sont alternés avec les
temps de repos afin de maintenir la température au
voisinage de 0°. Les suspensions cellulaire sont centri-
fugées a 3000 g pendant 20 min. Le surnageant est a
nouveau centrifugé deux fois & 12.000 g pendant 20
min 2 0°. Le dernier surnageant fournit I’extrait acel-
lulaire.

Broyage avec l'alumine. 10 g de bactéries sont bro-
yées 2 0° dans un mortier avec un poids égal d’alumine
(Norton levigated alumina) pendant 20 min. Le mé-
lange est alors mis en suspension dans 30 ml de tampon
tris-HC1 0,01 M pH 7.7 conienant 600 pmoies d’acé-
tate de magnésium et 600 umoles de mercaptoéthanol.
Aprés agitation pendant 5 min la suspension est centri-
fugee a 3000 g pendant 20 min pour séparer le résidu
bactérien et ’alumine. Aprés une nouvelle centrifuga-
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tion a 10.000 g pendant 1 h puis 4 20.000 g pen-

dant 45 min, le surnageant renferme les extraits acel-
lulaires. La méme opération a été effectuée en utilisant
!ef mnon nhaenhata D01 M H 7 4
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Utilisation du broyeur cellulaire MSK [5]. 3 g de
bactéries lavées et essorées sont broyées avec 12 g de
carborundum dans 6 ml de solution tampon 4 0° pen-
dant 8 min. Plusieurs tampons ont été utilisés: tam-
pon phosphate, 0,1 M pH 6,5 ou 0,05 M pH 7,2 et

4nimnianen deio TIOT N O RA TT 7

tampoin tris-HC1 0,02 M pn 7,5. Une plcuucw centri
fugation est alors effectuée & 2000 g 4 0° pendant 5
min. Le culot est lavé avec la méme solution tampon
et la suspension centrifugée dans les mémes conditions.
Les surnageants sont ensuite centrifugés a 20.000 g
pendant 1 h a 0°. Les extraits acellulaires sont présents
dans le dernier surnageant.

La tenur en protéines des différentes préparations est
determmee par la methode de Lowry et al. [6] La

c

2.3. Incubations

Plusieurs milieux d’incubation ont été utilisés en
vue d’étudier I'influence de composés variés sur la
formation de L-alaninol. Le milieu qui a donné les
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0.6 umole, NADH 1,4 umole, NADPH 1,2 umole, ATP
5.4 umoles, chlorure de magnésium 10 mmoles, mer-
captoéthanol 10 mmoles, **C-L-alanine 20 nmoles

(1 uCi). La préparation acellulaire correspond & une
quantité de 5 & 10 mg de protéines. Le volume total est
amené 4 2 ml par une solution de tampon phosphate
0,1 M pH 6.5.

Des essais d’incubation ont €té faits en présence de
5 mmoles de 2 4-dinitrophénylhydrazine.

Les incubations sont effectuées soit & 30°, soit 2
37° pendant 2 h. La réaction est arrétée par chauffage
4 100° pendant 2 min, les protéines qui précipitent
sont éliminées par centrifugation. Le surnageant est
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2.4. Isolement des produits de lincubation

L’alaninol formé au cours de I'incubation est séparé
de Talanine résiduelle par passage sur Dowex 2 préalable-
ment traité par une solution 2 N de soude décarbonatée
puis lavé par I'eau exempte de CO, [7].11 est élué par

30 mi d’eau distiliée, I’éluat est analysé par chromato-
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graphie sur papier dans le solvant butanol-acide acéti-
que—eau (65:10:25). L’aminoalcool radioactif est
détecté par autoradiographie. Il est obtenu par chro-
matographie préparative dans le mé Ivant.
Lorsque I'incubation est effectuée en présence de
2,4-dinitrophénylhydrazine les surnageants obtenus
aprés précipitation et élimination des protéines sont
extraits a 'eau et 4 I'éther. La dinitrophénylhydrazone
est recherchée dans les extraits éthérés. Ces derniers
sont analysés par chromatographie sur plaque de gel
de silice dans le solvant benzéne—acétate d’éthyle
(100:5). Le chromatogramme est découpé en bandes
de 2 cm dont on mesure la radioactivité. Les extraits

aqueux sont utilisés pour la recherche et 'identifica-
tion de I’aminoalcool.

me §
.

2.5. Techniques diverses

Pour I’étude de I'action de la phosphatase alcaline,
le milieu réactionnel contient le substrat en solution
is-sHCl 1 M pH 8. 0.2 ml

18§-1i01 ; Vi PR O, UL bl

d’une solution de mercaptoéthanol 1 X 107 M, 1 mg
de phosphatase alcaline. Le volume final est ajusté a

1 ml avec le tampon tris. Le mélange est incubé a

25° pendant 1 h. On arréte la réaction en ajoutant
quelques gouttes de lessive de soude. Les mesures de
rad10act1v1te ont été réalisées dans un compteur 3

Y el
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dans O 2 ml de tamnon tr
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3. Résultats

Le rendement en protéines varie suivant la techni-

que de préparation des extraits acellulaires. La méthode
O | A MOY oal o Qagming at a1 2]
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donne les meilleurs résultats. La teneur en protéines
de I'extrait exprimée en mg/g de bacilles secs se situe
entre 50 et 100 mg alors qu’elle ne dépasse pas 10
a 20 mg avec les deux autres techniques.

3.1. Mise en évidence d’une L-alanine réductase dans

les extraits acellulaires
Plusieurs essais d’incubation en présence de L-ala-
nine-1*C ont été effectués dans les conditions indiquées
dans le tableau 1. Aprés incubation, ’alaninol est ob-
tenu par passage sur Dowex 2 puis chromatographie
sur papier. Les taches radioactives sont détectées par
autoradiographie. La tache correspondant a l’alanmol

est étudiée, aprés €luti
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Tableau 1
Formation de L-alaninol & partir de preparatlon acellulaire de Mycobacterium avium.

Composition du milieu d mcubanon Eqsal

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tampon tris-HC1 (200 ymoles) + + +
Tampon phosphate (200 umoles) + + + + + +
KC1 (10 ymoles) + + + +
MoClz (20 umoles) + + + + +
Acétate de mag_ufrsiijm {20 umoles) + + + +
Mercaptoéthanol (20 umoles) + + + + + + + + +
Phosphoénolpyruvate (5 umoles) + + + +
Pyruvate-kinase (20 ug) + + + +
Coenzyme A (0,6 umole) + + + +
ATP (5.4 umoles) + + + +
NADH {en umoles) 0,5 14 14 14 14
NADPH (en gmoles) 05 1 1,2 1,2 1,2 1,2
Radioactivité de I'alaninol (cps/min) 170 360 500 1030 2140 1060 2600 2080 920

Chaque milieu d’incubation contient S a 15 mg de protéines acelinlaires et 20 nmoles de !

4C-L-alanine pour un volume final de

2 ml. La durée de Pincubation est de 2 h. Les essais 1, 2, 3, 4 ont été effectués 3 37° et 2 pH 7,8;lesessais 5,6,7,8,9230% et 2

pH 6,5.

plusieurs solvants. Les R 7 correspondent & ceux de l'ala-

inol témoin R .= 0,42 dans is
eau (6:3:1),R = 0,22 dans butanol—éthanol—eau (4
La radioactivité est ensuite déterminée. Le tableau 1
indique les résuitats.

On constate que la réduction de la L-alanine par
les extraits acellulaires est plus intense en présence
d’ATP, le coenzyme A ne parait pas indispensable. 11
semble que les deux coenzymes NADH et NADPH puis-
sent participer a la réduction, toutefois le rendement
est supérieur en présence de NADH.

3.2. Mécanisme de la réaction

Aprés incubation en présence d’ATP et de co-
enzyme A, on observe par chromatographie une tache
radioactive différente de Palaninol, R,= 0,73 dans le
solvant butanol—acide acétique—eau (65:10:25), Ry

de Palaninol =

0 '27 1e comnosé r‘nrrpqpnnﬂanf est
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séparé et préparé par chromatographie sur papier.
Soumis 4 une hydrolyse alcaline avec une solution de
soude 3,5 N pendant 3 h 4 température ordinaire, il re-
donne de I'alanine. II est aussi hydrolysé par la phospha-
tase alcaline a pH 8; dans ces conditions, on obtient en-
core P’aminoacide libre. Il s’agit par conséquent d’un

darivé nhaenhnard de Pala
GET
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un intermédiaire dans la réduction.
Nous avons aussi recherché si la formation in
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vitro de Palaninol faisait intervenir Paminoaldéhyde
corresponuam i 'alanine puisque chez les microor-
ganismes les composés aldéhydiques sont parfois des
intermédiaires dans des réactions de réduction. Ainsi
chez Fuglena gracilis Kolattukudy [8] a montré que
la réduction in vitro de I'acide palmitique conduit

au palmitaldéhyde. Chez Clostridium acetobutylicum
la formation de butanol 4 partir de I'acide butyrique
s'effectue par 'intermédiaire du butyraldényde en
faisant intervenir successivement une aldéhyde-oxydo-
réductase et une alcool-oxydo-réductase [9,10]. Afin
de vérifier s’il se forme un composé aldéhydique

libre nous avons effectué plusieurs incubations en
présence de 2 4-dinitrophénylhydrazine, dans aucun
cas nous n’avons pu identifier la 2 4-dinitrophényl-
hydrazone correspondant a 'aminoaldéhyde alors
qu’il y avait bien formation d’aminoalcool dans le

milienr réactionnel. Ces résultats n’excluent nas
ultats n

IALCU ICalizOnael, Les IS excluent pas

la formation d’une aldéhyde intermédiaire mais
celui-ci n’existe pas i I'état libre. Il est possible qu’une

étape intermédiaire entre Paminoacide et 'amino-

alcool fasse intervenir un complexe aminoaldéhyde-
enzyme du méme type que celui proposé par Knappe

etal. {11] lors de la réduction du f-hydroxy-3-mé-
thyloh rvl A an ida valnniaia
Lll_y lsl la _yl ALY Ve W3 ) ) ﬂblub lllCV(llUlllLlu\—.

Dans la derniére étape il y aurait réduction de ce

complexe en alaninol.
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