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After the recent investigation on the biochemical properties of the 2-keto-3-deoxy-glucono- 
kinase and 2-keto-3-deoxy-6-phospho-gluconate aldolase in Escherichia coli K12, we report in 
this paper the induction mechanism of these two enzymes and the genetic control of a new 
enzymatic activity : the 2-keto-3-deoxy-gluconate transport system. 

The D-glUCUI’Onate and D-galaCtUrOnate raise the high basal levels of the b a s e  and aldolase 
on glycerol by a factor of 5 and 3-4, respectively, the kinase and aldolase being enzymes of 
the common degradative pathway of D-glUCurOnate and D-galacturonate. The differential rates 
of synthesis of these two enzymes are constant from the addition of the galacturonate. 
Under a variety of conditions (different inducers and substrates of growth) kinase and aldolase 
have been found to be synthesized non coordinately. The strongest decoordination is carried out 
by gluconate: this compound which is a good inducer of the aldolase, not only is unable to 
induce the kinase but also represses it. Moreover, the aldolase seems to be less sensitive to the 
catabolic repression than the kinase. 

By means of appropriate negative mutants we have established that the two hexuronates 
and two keto-uronates do not induce directly kinase and aldolase, but by sequential conversion 
into 2-keto-3-deoxy-gluconate. Furthermore, the fact that the hexuronates induce the kinase 
in aldolase-negative mutants (kdg A )  and besides, “over” induce the aldolase in kinase 
negative mutants (kdg K )  strongly suggests that 2-keto-3-deoxy-gluconate is a true inducer for 
both enzymes. I n  addition, the gluconate which still induces the aldolase in an edd strain suggests 
that, this compound and/or the 6-phospho-gluconate arelis also inducer(s) of this enzyme. 

Moreover, we have isolated spontaneous mutants able to utilize the 2-keto-3-deoxy-gluconate 
as a unique carbon source. Two classes have been identified. The mutants of these classes which 
arise at  high frequency (10-6 to are either simultaneously constitutive for a specific 2-keto- 
3-deoxy-gluconate transport system, kinase and aldolase (class kdg Rc) or only constitutive for 
the transport system (class kdg P C ) .  The 2-keto-3-deoxy-gluconate as exogenous substrate, which 
cannot induce its transport system in the wild type, behaves like a non-inducer substrate. So 
the strains kdg Rc and kdg P C  are respectively i- and OC lac-like mutants. These findings and the 
fact that we have found thermosensitive mutants mapping in the kdg R locus (34.5min) and 
which are simultaneously derepressed for the permease, kinase and aldolase a t  42 “C but not 
at  28 “C, strongly suggest that the synthesis of the three sequential enzymes degrading the 
2-keto-3-deoxy-gluconate is negatively controlled by a common regulator gene product. The 
decoordinated syntheses of these three enzymes are in agreement with the scattering of the 
corresponding operons on the chromosome: transport system operon (76.5 min), kinase operon 
(69 min), aldolase operon (34 min). 

Le catabolisme des hexuronides et des hexurona- L’Bquipe d‘dshwell a Blucide en 1960 les d86rentes 
tes chez Escherichia coli K12, qui est sous la d6pen- Btapes metaboliques de la degradation du D-glucu- 
dance de huit activitbs enzymatiques inductibles. ronate et du D-galacturonate chez la souche d’E. coli 
semblait fournir une base d’btude pour Btendre et ATCC 9637 (Fig. I) [l-41. D’aprBs ces travaux le 
complbter notre connaissance des systBmes regula- 2-c6to-3-d~soxygluconate, intermediaire commun 
teurs de la biosynthkse des enzymes inductibles. aux deux voies paralleles degradatives de ces deux 

Enzymes. 2-c~to-3-dbsoxy-6-phoepho-~-gluconate aldo- 
lase (EC 4.1.2.14) ; S-c~t0-3-dbsoxy-~-gluconate kkase (EC 
2.7.1.46). 

compos6s, est phosphoryk ~ en 2-&to-3-dBsoxy-6- 
phospho-gluconate, luLm6me intermediaire commun 
du catabolisme du glueonate. Ce mBtabolite, commun 
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B trois voies degradatives est scind6 en pyruvate 
et glyc8rald6hyde-3-phosphate. L’btude biochimique 
des Mbrentes Btapes enzyniatiques a 6th reprise 
et Blargie chez la souche K12 d’E. coli [5-lo]. 
Etant donn6 la pluralitb des voies d’induction pos- 
sibles pour certaines des activites enzymatiques, la 
plupart de ces recherches ont consist6 B Btablir 
l’individualit6 de ces enzymes et notamment de la 
kinase et de l’aldolase catalysant des reactions 
communes B plusieurs sequences metaboliques (&apes 
IV et V du schema Fig. 1). C m  etudes prbliminaires, 
assorties de consideration dth nature physiologique 
que nous reprendrons en partie ici, ont permis de 
prbciser les premiitres bases des differents groupes 
de rbgulation assurant le con tr6le de la biosynthitse 
de ces enzymes inductibles [ 11,121. Dans ce cadre, 
les deux dernihres enzymes du tronc commun de 
degradation des hexuronates, la 2-c6to-3-d6soxy- 
gluconate kinase et la 2-c6 to-3-di.soxy-6-phospho- 
gluconate aldolase appartierinent A un groupe de 
rkgdation distinct de ceux qui contr6lent la bio- 
synthbse des enzymes des btitpes prbcedentes. 

L’Btude de la coordination de l’induction de ces 
deux enzymes chez la souche sauvage, ainsi que 
l’isolement et I’btude de mutants devenus capables 
de m6taboliser le 2-c~to-3-d6soxygluconate, nous ont 
permis de proposer un mecanisme de regulation de 
la biosynthitse des enzymes de ce rameau commun. 
D’aprBs ce type d’expbrimentation il apparait une 
unit6 de regulation qui comprend, outre les deux 
enzymes ci-dessus, l’un des composants du systitme 
de transport specifique di i d6soxy-ose, nouvelle 
activitb enzymatique r6v616e chez des mutants 
affect& dans un blbment rhgulateur. Cette unit6 
physiologique de r6gulation dont il est question dans 
cet article se trouve largeinent confirmhe par les 
rdsultats gbnbtiques publib [13,14] et B paraitre 
(Pouyss6gur, J. & Stoeber, I?.). Enfin, d’autres r6sul- 
tats mentionn6s ici permet, tent d’6tablir la nature 
des inducteurs de la 2-cbto-3-d6soxygluconate kinase 
et de la 2-cBto-3-dbsoxy-6-ph osphogluconate aldolase. 

MATdRIEL ET MgTHODES 
Produits ch imiques 

Le glucuronate de sodium, l’acide galacturonique 
et le gluconate de sodium utilises comme substrats 

inducteurs et de croissance proviennent respective- 
ment des firmes Calbiochem, Serva et Sigma. Le 
D-mannonate de sodium et l’amide D-mannonique 
nous ont 6th gknbreusement fournis par le Dr Robert- 
Baudouy [25]. L’acide D-altrOniqUe a Bt6 synthbtis6 
selon la methode de Pratt et Richmyer [30]. Le 
2-cbto-3-d6soxygluconate et le 2-cbto-3-dbsoxy-6- 
phosphogluconate ont Btb synthbtises selon deux 
procbdes que nous avons recemment publibs [31,27]. 
Une methode de synthhse du 2-ct%0-3-dbsoxy[l-~~C]- 
gluconate Q partir du [6-14C]glucuronate (Radio- 
chemical Centre, Amersham) vient d’htre mise au 
point B l’aide d’un mutant 2-cbto-3-d~soxygluconate 
kinase negatif [IS]. La lactate deshydrogbnase 
type I1 est de marque Sigma, le glucose-6-phosphate 
et la 6-phosphogluconate dbshydrogenase sont de 
marque Boehringer. 

Cultures en milieu liquide 
Les bact6ries sont cultiv6es en milieu mineral 

M 63 [16], dans des conditions d’abrobiose (fioles 
coniques agitees B 37 “C) et en presence d‘une 
source de carbone utilisable. Pour les Qtudes d’induc- 
tion la source Bnerg6tique peut &re un milieu riche 
(bactotryptone + extrait de levure) ou dans la 
plupart des cas une source de carbone neutre A 
2 mg/ml (glycbrol) additionni. des facteurs de crois- 
sance nbcessaires selon la souche considerbe. La 
nature et la concentration du substrat inducteur ou 
B tester sont indiquees dans les diffkrents tableaux 
ou en lbgende des figures. La croissance bactbrienne 
est estimbe par turbidimetrie B 600nm avec un 
spectrophotomhtre Jean et Constant prealablement 
Btalonnb en poids sec bactbrien et en nombre de 
celldes viables. 

Techniques d’induction 
Pour chaque source carbonbe ou milieu riche utilis6 

comme substrat Bnergetique pour la culture d’induc- 
tion, une prbculture sur ce substrat est rbaliske de 
manihre 2~ ((adapter )) physiologiquement la souche 
sur ce substrat de croissance avant l’addition du 
compos6 inducteur. La prhculture arrht6e en phase 
exponentielle est centrifug6e. Le culot bacthrien 
resuspendu dans un faible volume de milieu M 63 
sert A ensemencer au temps 0 la culture sur le 

gluconate = 6-P-gluconate + 

Triose - P 

\ 
ucuronate - Ft‘JCturonate === Mannonate It 7 1 -  

I = 2 - Cbto - 3 -dbsOxy __ 2 -  C6to - 3 - dbsoxy _Pyruvate- 

Gluconate - 6 - P  -Pentose -P- 
ext 

gluconate 
2-C6t0 - 3 - d k s O x y  

nr‘ 
IGalacturonate] = Trgaturonate === Altronate 

Fig. 1. Schdma d’utiliscction des deux hexuronates, d u  Z-ckto-3-ddoqgluconate et du glucomte par E. coli K12 
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m&me milieu prechauffk B 37 "C additionne ou non 
selon le cas d'un inducteur (innoculum 3 - lo7 bac- 
tbrieslml). Les prblevements en cours de culture 
agitee B 37 "C sont immediatement places dans la 
glace, additionnhs de chloramphenicol B 50 pg/ml 
et centrifug6s. Les batteries sont remises en suspen- 
sion (6 * 10s B lo9 cellules/ml) dans le tampon 
KH,PO,-KOH lOmM, pH 7,O. Ces suspensions 
peuvent &re conservees 24 heures A f4 "C sans 
modification des activites enzymatiques considhrbes. 
Les enzymes sont ccextraites 1) par traitement au 
tolukne (voir paragraphe correspondant) et leurs 
activites immediatement dosees selon les conditions 
standard rappelees dans dosages enzymatiques. 

Extract ions enxymutiques 

Pour les dosages nombreux necessites par les 
etudes de cinetique d'induction, la 2-cBto-3-dBsoxy- 
gluconate kinase et la 2-c~to-3-d~soxy-6-phospho- 
gluconate aldolase sont dosees B partir des cellules 
traitees au toluhne (addition de 0,l ml de toluene 
pour 2 ml de suspension cellulaire et agitation 
60 min 8. 37 "C). Les activites mesurees dans ces 
conditions sont proportionelles B la densite cellulaire 
de la suspension au moins jusqu'B 3 lo9 bact&ies/ml 
dans le cas de la kinase et 1,5 * lo9 bacthriesfml dans 
le cas de l'aldolase. D'autre part,, les activites speci- 
fiques ainsi mesurees sont identiques B celles obtenues 
par une extraction aux ultra-sons B +2 "C pendant 
10 min avec un appareil du type ((Raytheon)). Les 
suspensions cellulaires extraites par ce procedi: ont 
des densites cellulaires variant entre 3 * lo9 et 
3 + lO1O bact&ies/ml. Pour le dosage de la 6-phospho- 
gluconate deshydrase, l'extraction au toluhe d6- 
nature la quasi totaliti! de l'enzyme, aussi, seule 
l'extraction aux ultra-sons realisee sur m e  suspen- 
sion cellulaire dans le tampon Tris-HC1 50 mM, 
pH 7,6 additionne de Fe++ (0,8 mM) et de /?-mer- 
captoethanol (50mM), permet de reveler de fagon 
satisfaisante l'activite deshydrasique. 

Dosages enzymatiques 

La 2-~6to-3-d6soxygluconate kinase est dosee en 
2 temps. On incube B 37 "C pendant 10 ou 30 min 
un melange de 2-c~to-3-d6soxygluconate, d'ATP et 
Mn++ en presence de l'extrait toluknis8 L la dilution 
choisie. La reaction est arrht6e en portant le milieu 
B 100 "C pendant 2 min. Le 2-c6to-3-d6soxy-6-phos- 
phogluconate form6 est ensuite dose dans le surna- 
geant par couplage de l'action de la 2-c&o-3-dBsoxy- 
6-phosphogluconate aldolase p d 6 e  d'E. coli [9] 
et de la lactate deshydrogenase en presence de 
NADH. La 2-c~to-3-d~soxy-6-phosphogluconate aldo- 
lase est dosee automatiquement B 30 "C avec un 
spectrophotombtre A double faisceau, en couplant 
en presence de NADH un excks de lactate deshydro- 

ghase B l'extrait toluhnis6 aldolasique. Un temoin 
approprie permet de corriger instantanement l'action 
parasite de la NADH oxydase de l'extrait brut. 
Dens ces conditions nous obtenons des cinetiques 
lineaires pendant plus de 1 O m i n .  Les conditions 
precises des dosages standard de ces deux enzymes 
(concentration des substrats et coenzymes, molarit6 
et nature des tampons utilisks) ont B t B  decrites 
ailleurs [9,10]. La gluconate kinase et la 6-phospho- 
gluconate deshydrase sont dosees selon des condi- 
tions assez voisines de celles utilisees par Eisenberg 
et al. [17]. Le milieu reactionnel employ6 pour la 
gluconate kinase comprend: 2,5 pmol de gluconate 
de sodium; 5 pmol d'ATP; 2,5 pmol de MnC1,; 
1 pmol de NADP+, 80 pmol de tampon Tris-HC1 de 
pH 7,6; 10 pg de 6-phosphogluconate deshydro- 
gbnase. Aprks incubation B 30 "C, la reaction est 
declenchee par l'addition de l'extrait brut, et la 
formation de NADPH au cours du temps est en- 
registree B 340 nm. La 6-phosphogluconate d&- 
hydrase est dosee en 2 temps: incubation Q 30 "C 
de 20 pmol de tampon imidazole-HC1 pH 8,O; 
2 pmol de gluconate-6-phosphate; 0,8 pmol de FeSO,; 
50 pmol de /3-mercaptoethanol et de l'extrait brut B 
doser. La formation de 2-c(?to-3-d6soxy-6-phospho- 
gluconate est arr6tbe au temps desire par un 
chauffage de 2min b 100°C. Le 2-cBto-3-dBsoxy- 
6-phosphogluconate de ce surnageant est ensuite 
dose dans les mhmes conditions que pour le dosage 
de la 2-c&o-3-d~soxygluconate kinase indique ci- 
dessus. La 6-phosphoglucose deshydrogenase est 
Bgalement dosee automatiquement par enregistre- 
ment de la formation de NADPH au cours du temps : 
aux 4 pmol de glucose-6-phosphate, 60 pmol de 
tampon Tris-HC1 pH 7,6, 1 pmol de NADP+ incube 
b 30 "C est ajout6 l'extrait brut B la dilution conve- 
nable. 

Le systeme de transport du 2-cBto-3-dBsoxy- 
gluconate est dose sur des suspensions bacteriennes 
(200 yg de poids sec/ml) incubees B 25 "C en presence 
de 2-c~to-3-d~soxy[l-14C]gluconate (0,2 mCi/mmol) 
B la concentration de 0,5mM. Des prelevements 
de 1 ml en fonction du temps sont filtr8s sur milli- 
pore HA (diamktre 25 mm, pore 0,45 pm). Les 
filtres sont laves, s6ch6s, et leur radioactivite 
mesuree dans un compteur B scintillation. Le detail 
de cette technique sera precis6 ailleurs (Lagarde, A., 
PouyssBgur, J. & Stoeber, F., resultats inedits). Pour 
toutes ces enzymes, les activites specifiques sont 
exprimees en ymol de substrat transform&/& (U) 
par mg de poids sec bacterien. 

&'ouches bacthriennes 

Les cinetiques d'induction et les mesures d'acti- 
vites specifiques ont 6th realisees sur les souches 
d'E. coli K12 Hfr H et Hfr P,X (auxotrophe pour 
la methionine). Les principaux phenotypes enzyma- 
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Tableau 1. Souches utiliskes 
Nous avons repr&sent& par les syriiboles suivants: (+) la pdsence, (-) l'absence, (c) la nature constitutive de certaines des 
activiths enzymatiques, elles-rn6mt:s symbolisbes de la manihre qui suit: HLA = hydrolyase altronique (&tape III'); HLM = 
hydrolyase mannonique (&ape 111) ; TKG = systhme de transport du 2-c&to-3-d&soxygluconate (btape VI) ; KIN = 2-cBto- 
3dBsoxy-gluconate kinase (&ape CV) ; EDA = t Entner-Doudoroff-aldolase B (&tape V); EDD = eEntner-Doudoroff-dbshy- 
drase D fbta-oe 2). Mut. NTG = Mutan&n&se B la N-m&thvl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine; Mut. spont. = Mutation spontanke 

CaractBres enzymatiques 

Souches 
- 

Voie iles Voie du Souches 
hexuronates gluconate parentales Mode d'obteation 

HLA HLN TKG) KIN EDA EDD 

RBf6rence 

H 

2 i 7 4  
AJ 1 
K 01 
K 3141 
K 3142 
K 3144 
K 3145 
A 314 
A 34 
D 3141 
PS 392 
PS 393 
PK 4 
CS 391 
cs 394 
cs 395 
s 39 
PA 3 
CA 1 
CAK 101 

(Hfr) + 
(Hfr) + + 

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + 

- 

+ + 
+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

- 

+ + + + + + 
f + + + + + 
C 
C 
C 
C 

C 
C + 
C 

C 
C 

+ + + +  + f + +  + + + + + + + + + + + + + + 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 

- 
C C 
C C 
C C + 

- 
+ + 
C - 
- - 

+ + + + + + + + + + + 
+ + + + + + + + + + 

- 

H 
H 

2 f 1 4  
A 314 
A 314 
A 314 
p a  

2 5 4  
s 39 
s 39 
PA 3 
s 39 
s 39 s 39 

&593 
CS 391 
CA 1 

Mut. NTG 
Mut. NTG 
Mut. NTG. 
Mut. spont. + transduction kdg A+ 
Mut. spont. + transduction kdg A+ 
Mut. spont. + transduction kdg A+ 
Mut. spont. + transduction kdg A+ 
Mut. NTG. 
Mut. NTG. 
Mut. spont. + transduction kdg A+ 
Mut. spont. 
Mut. spont. 
Mut. spont. + tranduction kdg A+ 
Mut. spont. 
Mut. spont. 
Mut. spont. 
transduction (20) 
transduction kdg A- 
transduction kdg A- 
Mut. spont. 

J. Puig 
E. Wollman 
ce laboratoire 
ce laboratoire 
ce laboratoire 
ce laboratoire 
ce laboratoire 
ce laboratoire 
ce laboratoire 
ce laboratoire 
ce laboratoire 
ce laboratoire 
ce laboratoire 
ce laboratoire 
ce laboratoire 
ce laboratoire 
ce laboratoire 
ce laborahire 
ce laboratoire 
ce laboratoire 
ce laboratoire 
ce laboratoire 

tiques (mhtabolisme des hexu ronates et du gluconate), 
des d86rentes souches mutantes Btudiees, ainsi que 
leur filiation sont rassembleh dans le Tableau 1. Les 
caracthres genetiques nouv eaux ont Q t B  nommes 
selon les recommandations de Demerec et al. [19]: 
kdg K = locus des mutatioiis 2-c6to-3-d6soxygluco- 
nate kinase negatives, kdg T = locus des mutations 
negatives pour le systhme de transport du 2-&to- 
3-dBsoxygluconate, kdg P -= locus des mutations 
constitutives de ce systhme de transport, k d g R  = 
locus du gBne rhgulateur dos 3 activites permease, 
kinase, aldolase. En  fonction de ces principes nous 
avons 6th conduits L remplacer les recentes appela- 
tions eda [20,21] ou kga [22] du gene de structure 
de la 2-c&o-3-d~soxy-6-phosphogluconate aldolase 
par kdg A .  

TECHNIQUES G I ~ ~ T I Q U E S  

Mutaglnbse 
Les mutants deficients en 2-ceto-3-desoxy-6- 

phosphogluconate aldolase ont 6th obtenus par 
l'action de la N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine 
[23] et enrichissement B la penicilline [24] selon des 
conditions que nous avons recemment publihes [20]. 
Le mutant KO1 deficient en 2-c6to-3-d6soxygluconate 
kinase a B t B  obtenu avec le mhme agent mutaghe 
mais sans action de la peiiicilline [lo]. L'isolement 
et la caracterisation des deux mutants AJ1 et 

GN74 interrompus respectivement pour les Qtapes 
111' et  I11 (Fig.1) ont 6th decrits recemment 
[25,26]. 

Isolement de mutants spontanks 
Nous avons d6jB signal6 les caracteristiques 

d'inhibition de croissance que presentent les mu- 
tants aldolase negatifs [9,13,27]. Cette propriet6 a 
Bt6 mise L profit pour isoler des mutants affectant 
sp6cSquement des enzymes du catabolisme des 
hexuronates ou du gluconate. Des clones, issues du 
mutant A 314 (aldolase-nhgatif) servent ensemencer 
des cultures independantes sur 1 ml de milieu riche. 
Ces cultures sont centrifugees et les batteries resus- 
pendues dans 1 ml de milieu salin M 63. A partir de 
chaque culture une strie epuisante est BtalBe sup 
milieu minimum solide additionne des facteurs de 
croissances et  des sources carbodes suivantes 
(galacturonate : 1 mg/ml ; glucuronate : 1 mg/ml; 
glyc6rol: 2 mg/ml). Aprhs 48 heures d'incubation L 
37 "C certains clones resistant L l'inhibition de crois- 
sance apparaiasent sur la strie. Un clone pr6lev6 sur 
chaque strie est reisole sw le m6me milieu et analyse 
(cf .  Tests color& de caracthrisation). L'acquisition 
d'une mutation b a s e  negative, premihre enzyme 
du tronc metabolique commun devait donc per- 
mettre B la souche A 314 de resister B l'empoisonne- 
ment entrafnn8 par la formation du compose phos- 
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Tableau 2. Rdponses des mutants aux tests colore’s 
Pour rechercher la presence de kinase ou d’aldolase lee 
Tests I1 et I11 sont pratiques A partir de cultures induites 
(glycerol + hexuronate). La recherche de la constitutivite 
est r6alish sur des cultures non induites (glyc6rol) ; dans ces 
conditions le symbole (+ +) indique un niveau exalt6 par 

rapport au sauvage non induit 

Tests 

I I1 I11 I V  
Caracthes 

- + + - + Sauvage - 
Kinase- 
Aldolase- + 
Kinase constitutive ++ 
Aldolase constitutive ++ 

- 

phoryle issu du metabolisme des deux hexuronates. 
Effectivement certainx de ces clones ont acquis 
une deuxieme mutation : 2-c&o-3-d~soxygluconate 
kinase negative, car cultives en presence de glucu- 
ronate ou de galacturonate sur milieu riche, ils 
n’excretent plus le compose phosphorylk [27] mais 
le 2-c~to-3-d~soxygluconate (cf. tests colores de 
caracterisation.) Ainsi les mutants AK 3141, . . . 
AK 3145 (kinase-, aldolase-) ont B t B  obtenus selon 
des conditions tres semblables. Les souches K 3141, 
. . . K 3145 (kinase-) sont issues des mutants cor- 
respondants par transduction du genotype kdg A+ 
(aldolase’) de 1’Hfr P,X. La mhme methode a B t B  
utilisee pour obtenir des mutants negatifs en 6-phos- 
phogluconate deshydrase iL partir du mutant A 314. 
Le melange hexuronates + glycerol est remplace par 
du gluconate B 2 mg/ml. Sur ce milieu de nombreux 
clones resistants sont devenus capables d’utiliser 
la voie des pentose phosphates par deficience de 
l’activite deshydrasique (AD 3141). Les caracterisa- 
tions phenotypiques de ce double mutant et de son 
derive transduit (kdg A+) ont 6th recemment men- 
tionees [ZO]. 

La selection de mutants spontanks synthetisant 
d’une maniere constitutive le systeme de transport 
du 2-c~to-3-d~soxygluconate est indiquee dans 
Rhsultats. 

Tests color& de caractkrisation de 
mutants nCgatifs et constitutifs 

Pour une recherche rapide d’un grand nombre 
de mutants issus des experiences de mutagenese 
induite ou spontanee, nous avons Btabli une serie 
de tests qualitatifs qui nous permettent une identi- 
fication pr6liminaire. 

Teats I et I I .  Ces deux tests dejA decrits [27] 
offrent une caracterisation des mutants kdg A. Le 
Test I d&ct?le l’excretion dans le milieu de culture du 
2-c&o-3-d~soxy-6-phosphogluconate et le Test I1 
denote la presence de l’activith aldolasique. 
k Test III de recherche d’activiti! kinasique 
0,l ml de culture toluenisee des mutants B tester 
32 Eur. J. Biochem., Vo1.30 

et 0,2 ml de milieu reactionnel kinasique (substrat, 
coenzyme, tampon, aldolase purifiee melanges dans 
les proportions du dosage [lo]) sont incubes 10 min 
Q temperature ambiante. L’Bventuelle formation de 
pyruvate est revelee par le test color6 rapide Q la 
2,4 dinitro-phhylhydrazine [28]. 

Test I V d‘excrbtion du 2-c6to-3-d6soxy-gluconate. 
Des cultures de 1 ml de milieu riche additionnk d’un 
des 2 hexuronates (2 mg/ml) pour chaque mutant 
sont arr&t6es en phase stationnaire. L’excretion du 
substrat de la kinase est directement recherchee sur 
0,2 ml de culture par la mhthode colorimetrique 
specifique de Waravdekar et Saslaw, modifiee par 
Weissbach et Hurwitz [29]. Les reponses des d86- 
rents mutants B ces tests qualitatifs sont rassem- 
blees dans le Tableau 2. 

RI~SULTATS 
CARACT~RISTIQUES PHYSIOLOGIQUES 

Xkquentialitk de l’induction de 
la 2-cCto-3-dksoxygluconate kinase et 

de la 2-ckto-3-d&oxy-6-phosp?~og2uconute aldolase 
Dans une recente note, Baudouy-Robert et ul. Ell] 

ont examine les modalities de l’induction des six 
premieres enzymes degradant les hexuronides et les 
hexuronates. En premibre analyse, trois unites de 
regulation se dhgagent d’apres les premihres observa- 
tions d’induction et les donn6es genetiques actuelles 
(rhsultats non publics). Une unit6 contrblerait 
l’hydrolyse des ,Q-glucuronidee et ,Q-galacturonides, 
une autre assurerait la rbgulation de la biosynthese 
des enzymes I, 11‘, 111’ (Fig.1) et la troisibme la 
biosynthese des enzymes I1 et I11 du rameau 
parallele. C’est dans le cadre de cette etude gknerale 
que nous avons aborde 1’8tude physiologique de 
l’induction des deux dernibres enzymes de cette 
sequence (&ape IV et V de la Fig.l). 

Sur un milieu neutre (glyc6ro1, succinate, milieu 
tryptonk) les activites kinasique et aldolasique sont 
aisement decelables. Toutefois ces activites spkci- 
fiques peuvent &re multipliees par un facteur de 5 Q 
6 pour la kinase et un facteur de 3 B 4 pour l’aldolase 
lorsqu’un substrat inducteur est present dans le 
milieu de croissance (Tableaux 3 et 4). Bien gue de 
caractere inductible, ces deux enymes, et tout 
particulikrement l’aldolase, se caracthisent par un 
haut niveau ((basal B refletant une partielle constitu- 
tivite. 

Des experiences d‘induction sur des mutants 
simples AJ 1 (affect6 pour l’enzyme 111’) et GN 74 
(affect6 pour l’enzyme correspondante I11 du ra- 
meau parallele) nous ont permis d‘6tablir que les 
deux hexuronates (galacturonate et glucuronate) 
n’induisent la kinase et l’aldolase chez le sauvage, 
que par formation shquentielle d‘un metabolite 
inducteur situe apres l’altronate ou le mannonate 

DE LA SOUCHE SAUVAGE 
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Tableau 3. Activit&s spdcifipues induites de la kinase et de 
l’aldolase chez les mutants AJ I el GN 74 

Toutes lea croissances sont r8alis6c:s sur glyc6rol B 2 mg/ml, 
le substrat inducteur est ajoutb ii la m6me concentration. 
Les dosages sont effectubs 8. partir de cellules rkcolt6es en 

phase exponentielle aprh  4 B 5 doublements 

Activitbs spbciflques 
CaractCe Substrats 

souches inducteurs Kinase Aldolase 

mU/mg poids sec 

galac turonate 355 695 
sauvage 350 565 

amide-mannonique 70 180 
70 250 

dbshgdrase 65 125 
altronique- 
dbshydrase 120 100 
mannonique- 

AJ I galacturonate 

GN 74 glucuronate 

dans la sequence degradative des hexuronates. En  
effet, la croissance d’AJ 1 siir glucuronate est nor- 
male, sa faculte d’utiliser le galacturonate est abolie 
par son defaut genetique mais il accumule l’altronate 
dans des conditions appropribes [6,26]. Or chez 
AJ I la kinase et l’aldolase ne sont presentes qu’& 
leur niveau basal sur milieu glycerine additionne 
de galacturonate. I1 en est de meme chez le mutant 
GN 74 nhgatif pour la deshydrase mannonique; ce 
mutant croissant sur galact uronate mais incapable 
d’utiliser l’autre hexuronate. qui de plus, accumule 
du mannonate sur milieu gly&rol+ glucuronate [25], 
n’est plus inductible pour Its enzymes IV et V par 
le glucuronate (Tableau 3). 

Par ailleurs Baudouy-Robert et al. [ I l l  ont mon- 
tr6 que l’amide D-mannonique, qui n’assure pas la 
croissance d’E. coli, est cependant un bon inducteur 
des cinq enzymes : isomerase I ,  deshydrogenase I1 
et 11’, dhshydrases I11 et III‘. Ce compose qui se 
comporte comme un inducteur gratuit n’induit pas 
la kinase et l’aldolase (Taldeau 3). L’ensemble de 
ces observations nous ont amen6 a considerer que 
la regulation de la biosynthdse des deux dernibres 
enzymes de la sequence devait etre disjointe des 
schemas regulateurs de la biosynthdse des enzymes 
prBc6dentes. 

CinStiques d’ induction 
Taux diffdrentiels de synthhse 

Nous avons vu que les deux hexuronates Ble- 
vaient le niveau d’activit6 spbcifique des deux 
enzymes considhrees (Tabh.au 3) ; aussi avons-nous 
utilise l’un de ces deux coinposes comme inducteur 
pour 1’6tude cinetique de l’induction de la kinase et 
de l’aldolase. Les Fig.2A et 2B montrent qu’un 
maximum d’activite sp&S que est obtenu dans nos 
conditions experimentales entre 2,5 et 4 h de culture 
sur milieu glychrinB ou glucos6 pour les deux enzymes. 

Au-delB de 5 h de culture ce maximum d’activite 
tend A demoitre; il correspond au debut de la phase 
stationnaire. Lors des Btudes d’induction chez divers 
mutants ou chez le sauvage avec divers inducteurs, 
nous avons remplace la mesure du taux differentiel 
de synthbse [32] par I’activite spkcifique, toujours 
mesuree dans la zone maximale (4 B 5 doublements). 
La valeur d’activite specifique ainsi obtenue, lhgbre- 
ment infhrieure au taux Mhrentiel de synthhse est 
neanmoins trbs reproductible. 

Les Fig.3A et 3 B  representent les taux d36- 
rentiels de synthbse induite ou non induite respec- 
tivement pour la kinase et l’aldolase. I1 est interes- 
sant de noter que ces taux differentiels de synthbse 
induite, constants pendant la duree de l’exphrience, 
prennent leur valeur maximale d8s l’addition de 
l’inducteur puisque les droites s’extrapolent & l’ori- 
gine pour les deux enzymes. Un resultat analogue a 
6th decrit pour la cinhtique de biosynthbse de la 
deshydrase altronique par le galacturonate [26]. Ce 
phenombne suggerait l’auteur que l’induction de- 
vait &re non sBquentielle. En effet, dans le cata- 
bolisme du m-mandhlate par Pseudomonas putida, 
l’activith sp6cZique d’enzymes induites shquentielle- 
ment ne s’B1bve qu’une heure aprbs l’addition de 
l’inducteur, temps necessaire pour obtenir le niveau 
pleinement induit des enzymes prechdentes induites 
de manidre non sequentielle [33]. Dans le cas present 
d’une induction sequentielle par le galacturonate, 
l’absence de latence B l’induction, suggere que la 
transformation du galacturonate extkrieur en meta- 
bolite inducteur posterieur A l’altronate est trbs 
rapide. Par ailleurs dans de nombreux cas, une latence 
8. l’induction est le resultat de la crypticit6 de la 
bacterie vis ti vis de l’inducteur; or le sytbme de 
transport des hexuronates present B un haut niveau 
sur milieu au glycerol (Jimeno-Abendano, commu- 
nication personnelle) ne represente pas une &ape 
limitante i la formation immediate d’inducteur 
sbquentiel. 

L’induction par le galacturonate est Bloignee des 
conditions de c(gratuit6 n [34] puisque ce dernier est 
metabolish: le temps de doublement sur glycerol 
dBcroit lorsque des concentrations croissantes de 
galacturonate sont ajoutees B la culture. Cette trans- 
formation concomitante de l’inducteur apparait 
dans 1’Btude des taux differentiels de synthhse en 
fonction de la concentration de galacturonate 
(Fig.4). Des ruptures de pente trhs semblables pour 
la kinase et l’aldolase sont observbes pour les faibles 
concentrations de galacturonate. La deuxibme pente 
correspond exoctement au taux diffbrentiel de 
synthbse observe sur glycerol seul (taux basal). 11 
existe donc une concentration seuil de a a i  inducteur 
interne dependant de la concentration de galacturo- 
nate disponible, pour laquelle le taux differentiel 
de synthbse est maximum et au-dessous de laquelle 
il prend la m h e  valeur qu’en l’absence d’inducteur 
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Fig. 2. Accroissement des activitks spdcifiques kinasique et 
aldolasique en fonctwn du  temps de culture dans des conditions 
d’induction (sowhe Hfr H ) .  (A) Accroissement des activites 
spbcifiques kinasique; (B) accroissement des activitbs 

500 . - t  2. 

a I /  

485 

Temps (h) 

spkcifiques aldolasique. L’inducteur (galacturonate) est 
ajoutb au temps 0 A la concentration de 2 mg/ml 8, des 
milieux de culture contenant 2mg/ml de glycbrol (A) 

ou 2 mg/ml de glucose (m) 

0 1 2 3 4 5 6  
10 - AB (mglrnl) 

Fig.3. Taux  diffirentiels de synthdse de la kinaae ( A )  et de 
l’aldolase (B)  dam des conditions d’induction et de non-induc- 
twn pour la souche Hfr H .  AE = accroissement de I’activitA 
enzymatique par ml de culture en fonction du temps. 
A B = acroissement corresDondant de la masse bactbrienne 

0 1 2 . 3 4 5 6  
10 * A B  ( m g i m l )  

(poids sec) par ml de culture. Les courbes ( 0 )  reprksentent 
les taux diffbrentials de synthbse sur glyckrol & 4 mg/ml. 
Les autres courbes reprbsentent les taux diffbrentiels de 
synthese induite par le galacturonate (2 mg/ml) mesurbs $. 
partir de cultures contenant 2 mg/ml de glycbrol (A) ou 

2 mg/ml de glucose (B) 

exogkne. L’emploi de faibles concentrations d’induc- 
teur est le reflet #experiences d’enlbvement de l’in- 
ducteur B des temps variables. Une telle propri6t6 - 
non prolongation de l’induction aprhs edhvement 
de l’inducteur - est commune aux diff6rents sys- 
tkmes inducibles dbcrits chez E.  coli [35]. 

Etude de Ea coordination de 
l’induction de-s deux enzymes 

I1 pourrait paraitre paradoxal de rechercher une 
unit6 operonique pour deux enzymes dont le r61e 
m6tabolique les &pare: la kinase participe au cata- 
bolisme des deux hexuronates, l’aldobse est neces- 
32’ 

saire b la degradation de ces deux hexuronates et 
du gluconate. Le groupement de leur gene de struc- 
ture sur un mbme operon entrainerait une bio- 
synthese gratuite de la kinase lorsque la seule source 
carbonhe serait le gluconate. Mais comme nous le 
verrons plus loin, la preuve de l’existence d’un 
mecanisme rbgdateur commun A la biosynthhse 
de ces deux enzymes justifiait 1’6tude qui suit. Les 
d86rents genes de structure appartenant B une 
m&me unit6 de transcription sont gen6ralement 
derhprimes ou reprimes dans un rapport quantitatif 
fixe [36]. L’Btude de nombreux systemes degradatifs 
ou biosynthetiques a largement v6rii% ce concept 
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Fig.4. Taux diffdrentiels de syntlblse de la kinase ( A )  et de 
l’aldolase ( B )  pour des concentrations variables d’inducteur 
(galacturonate). Une prkculture lion induite de 1’Hfr H sert 

1.5 - - - 
E . 
2 
w 1.0- a 

0 

0 1 2 3 4  
1O.A.B ( m g / m i )  

Fig.5. Taux diffe’rentiels de synthlse de la kinase ( A )  et de 
l’aldolase ( B )  dans des conditions varikes d’induction avec le 
gluconate et le galacturonate. Une prkculture de la souche 
Hfr H adapthe au ga1acturon:cte sert B ensemencer deux 
milieux contenant du galacturcinate iL 2 mg/ml additionnbs 

[36-391. La Fig.6 qui rassemble les diffbrentes 
valeurs de taux differentiels de synthkse de la 2-ceto- 
3-d6soxygluconate kinase en fonction de ceux respec- 
tifs de la 2-c~to-3-d~soxy-~i-phosphogluconate aldo- 
lase, fait apparaitre une nette decoordination dans 
l’induction et la repression de ces deux enzymes. Si 
les Merentes concentrations de galacturonate ne 
permettent pas de montrcr une decoordination de 
l’induction (Fig. 4), par ccmtre une decoordination 
des phenom&nes de represHion est observee lorsque 
l’induction est etudi6e sur les milieux au glycerol, 
au glucose ou riche. L’induction de la kinase est 

0 1 2 3 4 
10.AB ( m g / m l )  

B ensemencer cinq milieux de cultures contenant 2 mg/ml 
de glyc6rol et des concentrations variables de galacturonate: 
A, 0,ZmM; ., 0,5mM; 0, 1mM; 0, 2,5mM; 0, 5mM 

3 -  - - 
E . 
3 

0 1 2 3 4  
10 * A B  ( m g i m t )  

de 2 mg/ml de galacturonate (A) ou de 2 mg/ml de gluconate 
(0). Une autre prbculture adaptke au gluconate sert B ense- 
mencer 2 milieux contenant du gluconate (2 mg/ml) addi- 
tionnk de gluconate B 2 mg/ml ( 0 )  ou de galacturonate B 

2 mg/m1(0) 

nettement plus sensible & la repression catabolique : 
61 de repression pour la kinase, 26O/, de repression 
pour l’aldolase (comparaison de l’induction sur 
milieu glucose + galacturonate au milieu galac- 
turonate seul). La decoordination est plus accentuee 
lorsqu’on utilise le gluconate comme substrat induc- 
teur. Excellent inducteur de I’aldolase, ce compose, 
non seulement n’induit pas la kinase, mais reprime 
son taux differentiel de synthkse induite par le 
galacturonate de 65O/,,, alors qu’au sein de la m&me 
experience le taux differentiel de synthkse de l’aldo- 
lase est significativement augment6 de 10 A 15O/, 
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Fig.6. Etude de la coordination de l’induction de la kinase et 
de l’aldolase. Taux differentiels de synthese (TDS) de la 
kinase en fonction des taux diffbrentiels de synthbse de 
l’aldolase correspondants, dans des conditions variees d’in- 

duction et de repression 

Substrat de croissanoe de la 
preculture et de la culture 

1 galacturonate galacturonate 
2 gluconate gluconate 
3 galacturonate gluconate 
4 gluconate galacturonate 
5 glyc6ol nbant 
6 glycerol galacturonete 
7 milieu tryptoni? galacturonate 
8 glucose galacturonate 

Inducteur 
(2 m g / W  

( 2  m g / W  

(Fig.5). Ces effets oppos& qui constituent de bonnes 
preuves d’une dkoordination de la biosynthese et 
de la repression catabolique de ces deux enzymes, 
suggerent fortement que leurs genes de structure 
respectifs ne peuvent Btre group& dans une unite 
de transcription de type operon. 

Modalitks d’induction de la kinme et 
de l‘aldolase par divers cornposks 

Le Tableau 4 resume les capacites d’induction 
des dB6rents intermediaires des deux voies paral- 
leles degradant respectivement le glucuronate et 
le galacturonate. Les Btudes biochimiques et d’indi- 
vidualite des deux enzymes ont 6th realisees sur 
E .  coli K12 (S 3000) mais le caracthe Hfr de la souche 
utilisee &ant peu stable les Btudes ulterieures de 
g6n6tique (obtention de mutants) ont 6th poursuivies 
sur la souche Hfr P4X. Aussi avons-noua tenu it 
comparer la physiologie de l’induction de ces deux 
souches. En fait, les activites specifiques induitea 
ou non induites de 1’Hfr P,X sont pratiquement 
identiques (Tableau 4). 

Tableau 4. Modalit& d’induction de deux souches sauvages par 
les divers intermddiaires de la voie mktabolique des hexuronates et 

par le gluconate 
Les cellules sont rbcoltees en phase exponentielle aprbs avoir 
effectub 4 B 5 doublements B la suite de I’addition de 
l’inducteur. Les valeurs d‘activitbs specifiques representent 

la moyenne obtenue sur 2 experiences independantes 
~ ~ ~~~~ ~ ~~~ 

Substrat de Aetivith specifique des souches 
croissance des Substrat 
prhcultures et  inducteur Hfr H Hfr P,X 

(lo &) cultures 
( 2  mg/ml) Kinase Aldolase Kinase Aldolase 

GI y cerol d e n t  70 
Glycerol glucuronate 350 
Glycerol galacturonate 355 
GI y cerol fructuronate 265 
Glycerol tagaturonate 210 
Glycbrol mannonate 55 
Gly chol altronate 55 
Gly cerol 2-~6t0-3-d&0~y 

Glycerol 2-~6t0-3-dBsoxy 
gluconate 60 

6-P-gluconate 
Milieu tryptone galacturonate 220 
Glucose galacturonate 190 
Galacturonate galacturonate 470 
Galacturonate gluconate 180 
Gluconate gluconate 60 
Gluconate galacturonate 145 

mU/mg poids 8ec 

250 80 240 
565 300 600 
695 350 695 
410 260 420 
350 230 430 
210 85 255 
200 90 280 

215 80 270 

220 95 265 
480 280 450 
540 120 440 
750 480 730 

1000 200 1210 
840 65 1015 

1000 235 1240 

I1 en est de m6me pour la repression catabolique 
exercee par divers milieux (glucose, gluconate, 
tryptone) qui ont m i s  A jour la decoordination de la 
biosynthese de la kinase et de l’aldolase chez 1’Hfr H. 

Des six metabolites intermediaires des deux voies 
parallhles, les seuls inducteurs sont les deux hexu- 
ronates et les deux &to-uronates. Or ces 4 compos6s, 
comme nous I’avons dejA explicit6 ne sont vraisem- 
blablement inducteurs que par formation sequentielle 
d’un metabolite inducteur posterieur aux 2 aldo- 
nates. En outre ces 4 intermediaires peuvent assurer 
la croissance d’E. coli lorsqu’ils sont utilises comme 
unique source de carbone, alors que les deux aldo- 
nates, mannonate et altronate en sont incapables. 
L’hypothBse selon laquelle la souche sauvage serait 
depourvue d’un systeme de transport fonctionnel 
pour ces deux aldonates est compatible avec la 
non-induction de la kinase et de I’aldolase en pr8- 
sence de l’un ou l’autre de ces intermediaires 
(Tableau 4). Mais il est possible d’obtenir par muta- 
tion spontanee des souches d’E. coli capables de 
croitre sur altronate donc inductibles pour les deux 
enzymes (resultats inhdits). Le caractere inducteur 
propre de l’altronate est toutefois exclu par le fait 
que ce compose qui s’accumule chez le mutant AJ 1 
en presence de galacturonate n’induit pas la kinase 
et l’aldolase (Tableau 3). Le 2-c6to-3-d~soxygluco- 
nate et son homologue phosphoryle en position 6, 
tous deux intermediaires du rameau degradatif 
commun sont Bgalement incapables d’induire la 
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Tableau 5. Acti,oitRs spdcifiques chez divers mutants kinase- (kdg K) ou aldolase- (kdg A) 

Em. J. Biochem. 

CaractBre Substrat Compose Activites spbciflques 
de croissance inducteur 

Einase Aldolase mutationnel Souches 
(2 mglml) (2 mglml) 

K 3141 

K 3142 

K 3144 

K 3145 

K 01 

PK 4 

A 314 
A 34 

sauvage 

kdg K 

kdg K 

kdg K 

kdg K 

kdg K 

kdg Pc, k d g  K 

kdg A 
kdg A 

glycerol 
glucose 
glyckrol 
glycerol 
glyckml 
gly ckrol 
glyckrol 
gl ycbrol 
glyc6rol 
glyc6ol 
gl y ckrol 
gly ckrol 
gl y ckrol 
glyc6rol 
gl y ckrol 

gl yckrol 

glucose 

glycerol 

glucose 

galacturonate 
galacturonate 
g 1 u c o n a te 

galacturonate 
gluconate 
galacturonate 
gluconate 
galacturonate 
gluconate 
galacturonate 
gluconate 

galacturonate 
gluconate 
galacturonate 
2-ckto-3-d6soxygluconate 
galacturonate 
galacturonate 

3458 
1708 

38 
58 

< 38 
12 
0 
16 

12 
0 

< 38 
88 

< 3s 
0s  
08 

1608 
1308 

- 

- 

mU/mg poids sec 

6358 
5408 
870 
200% 
10258 
7958 
912 
600 
1130 
730 
1035 
565 
2248 
13158 
9208 
11208 
15808 

08 
08 

a Ces valeurs representent la moyenne de 2 experiences independantes. Lee autres valeurs sont issues d‘une seule experience (on peut 
estimer que l’erreur relative est inferieure a 20°/@ pour les activites kinasiques et POUT lea activites aldolasiques). 

Tableau 6. Inductibilitd de l’aldolase chez un mutant 6-phosphogluwnate ddshydrase- (edd) 

Souche Caracthe 
Substrat 

inducteur 
(2 ms/ml) 

Subs trat 
de croissance 

Activites s&citlaues 

Qluconate Gluconate-6-P 
kinase deshvdrase 

p4x sauvage glyc6rol gluconate 
D 3141 eda glyc6rol - 

milieu riche - 
glyc6ol galacturonate 
glycerol gluconate 
gluconate gluconate 

mU/mg poids sec 

150 65 870 
250 
250 
8758 

117 0,6 10708 
930 

a Ces valeurs representent la moyenne de 3 experiences independantes. Lorsque la gluconate-6-P deshydrase est dosee, l’extraction ensymatique 
est realisee aux ultra-sons (el. Materiel et Methodes). 

b a s e  et I’aldolase (Tableau 4) .  Cette observation 
toutefois ne permet pas d’kliminer un Bventuel r61e 
inducteur de ces deux composes lorsqu’ils sont 
form& de fayon endogkne :‘I partir d’un prbcurseur 
mhtabolisable : ces 2-desoxy-oses ne peuvent en effet 
assurer la croissance de la souche sauvage vraisem- 
blablement depourvue d’un systeme de transport 
fonctionnel pour ces deux composes. Nous verrons 
au paragraphe suivant ce que l’on doit penser du 
r6le du 2-c6to-3-d6soxygluconate dans l’induction 
de ces deux enzymes et du systkme de transport de 
ce substrat chez la souche hauvage. 
;; Nous avons bgalement recherche si parmi un 
grand nombre d’oses ayant ou non une analogie 

structurale avec le 2-c~to-3-d~soxygluconate, ainsi 
que parmi des composes tels que le glycbraldehyde- 
3-phosphate, le pyruvate, l’achtate, intermediaires 
metaboliques posterieurs au 2-c~to-3-d~soxy-6-phos- 
phogluconate, certains pouvaient manifester une 
action inductrice ou repressive des deux enzymes. 
Les differents composes ont Bt6 ajoutes (10 mM) Q 
des cultures en croissance sw glyc6rol et Q des cultures 
induites en croissance sur galacturonate. Apr&s 
4 doublements les activiths specifiques kinasique 
et aldolasique sont mesurees et comparees B celles 
que l’on obtient sans ajouter ces compos6s. Seuls 
l’amide D-mannonique et le pyruvate presentent un 
effet negatif sur la biosynthkse induite: le pyruvate 



Vol. 30, No.3.1972 J. M. POUYSS~GUR et F. R. STOEBER 489 

h - - m E 0 60 

s - -  
.- i 4 C 40 

2o 

reprime le niveau induit des 2 enzymes d’environ 
350/,, l’amide D-mannonique qui n’affecte pas le 
niveau kinasique induit, rbprime environ de 40°/, 
l’activite spbcifique aldolasique. 

Par contre le fait qu’aucun des compos6s testes 
ne soit inducteur de ces deux activitBs suggbre comme 
pour la plupart des systbmes inductibles connus 
une certaine sp6cificit6 dans le mecanisme de 
l’induc tion. 
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CARACT~RISTIQUES PHYSIOLOOIQUES 

Mise en kuidence et r61e CE’un systkme 
de transport du 2-cCto-3-d6soxygluconate 

Si la souche sauvage ne peut utiliser le 2-cBto- 
3-d6soxygluconate comme source de carbone, nous 
pensons que cette particularit6 est inh6rente B 
l’absence d‘un systbme de transport fonctionnel 
pour ce compos6 plutBt qu’Q. son incapacit6 zt induire 
les enzymes kinase a t  aldolase n6cessaires Q. son 
mbtabolisme. Les observations suivantes nous pa- 
raissent concluantes & cet Bgard. En  premier lieu, 
rappelons le caractbre sequentiel de I’induction de 
la kinase et de l’aldolase par le 2-cbto-3-dBsoxy- 
gluconate ou un metabolite en dhrivant (nous exa- 
minerons cette question plus loin). Par ailleurs, 
lorsqu’on ensemence les Hfr H ou P,X (3 * 107 bac- 
tkries/ml) sur milieu minimum liquide contenant 
2 mg/ml de ce dhsoxy-ose une croissance s’observe 
aprbs 24 zt 36 h de latence. Or, lorsqu’aprbs isolement 
des clones ayant cru sur ce substrat on analyse leur 
croissance sur ce mame compos6 aprbs 3 ou 4 passages 
successifs sur milieu riche ou glychrinb, la phase de 
latence a disparu. Ces souches stables, isolees 
spontanhment aprbs un temps de latence relative- 
ment court, et dont la frkquence d’apparition 
spontanee est de l’ordre de Q. sont vraisem- 
blablement le resultat d’un Bvbnement mutationnel 
unique. L’htude physiologique et g6netique de ces 

D E  MUTANTS VARIES 

mutants au phhotype ct2-c~to-3-dksoxygluconatef D 
Btablit I’existence de deux classes qui dbfinissent 
deux loci distincts: kdg P et kdg R [13,14]. I1 a 
itt6 montrB que ces deux types de mutants ont 
en commun un systbme de transport du 2-c&o- 
3-dBsoxygluconate bien caracterisb et decrit ail- 
leurs [15], permettant sa pBn6tration et son accu- 
mulation intracellulaire, et de plus ce systbme est 
de nature constitutive (Fig.7 et Tableau 7). Par 
contre les activitBs kinasiques et aldolasiques sont 
inductibles chez Ies mutants appartenant au locus 
kdg P (kdg Pc) et constitutives chez ceux dont la 
mutation se localise en kdg R (Ldg Re). Le fait que 

80 i 

3 

Fig. 7.. Pbdtration du 2-&to-3-ddsoxy [l-14C]gEuconate en 
fonctzon du temps dans les cellules de la souche sauvage et de 
divers mutants. Les cellules cultivAes sur glyc6rol sont 
r6coltAes en phase exponentielle lades et remises en sus- 
pension en M63 + chloroamphkicol de fapon 8. avoir 
3 . lo8 bact&ies/ml. Les conditions d’btudes de la p6nAtra- 
tion sont mentionnes dam Materiel et MAthodes. 0,  CAK 101; 

H, PK 4; 0, KOl; A, P4X 

Tableau 7. Activitds spkcifiques de mutants (non induits) au phdnotype (( 2-ck to -3 -ddso~g l~na te+  D 
Toutes lea cultures ont At6 realisees sur glycerol 8. 3 mg/ml. Les dosages sont effectubs B partir de cellules r6colt6es en phase 

exponentielle et extraites aux ultra-sons 

Activlt6s sp6ciflques 

Carartere 
Gluconate Glucose-6-P 

6-P gluconate kinase 6-P dbshydrase deshydrogenase 
mutationnel L~IUJYVL u uu 

Souche 

aldolase kinase 2-c6to-3-d6soxy 
gluconate 

mU/mg poids 8ec 

CS 391 kdg R c  2,5 1620 2140 3 < I  96 
cs 394 kdg Re 127 2010 2350 3 < 1  110 

1760 2500 4 < I  98 cs 395 kdg Rc 199 
PS 392 kdg P o  3,5 97 210 
P” x sauvage 0,oi 80 300 3 (150) < 5 (65) 100 

- - - 

L’instabilit6 de la gluconate-6-P-d6shydase entralne une certaine incertitude sur les valeurs d’activit6 sphciflque. 
Les uombres entre parenthkses pour la souche P,X representent les activitbs induites sur un milieu; glyc6roI + gluconate. 
ActivitC exprim6es en pmol de 2-c6to-3-d~soxy[l-14C]gluconate accumul6/min et par mg de poids 8ec bact6rien. 
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les cellules de la souche sauvage et de KO1 (kinase-) 
soient incapables d’accumuler le 2-cBto-3-dbsoxy- 
gluconate (Fig. 7) prouve bien que I’inaptitude de 
la souche sauvage B utiliser ce compose comme 
source de carbone provient primairement du dhfaut 
de penetration de celui-ci. 

Enfin, le fait que les mutmts selectionnes pour 
le phenotype ~~2-c~to-3-d6soxy~luconate+ o aient tous 
acquis un systeme de transport constitutif (kdg Pc 
ou kdg Rc) met en relief le caracthre de non-inducti- 
bilitb de ce systeme par le 2-c-Bto-3-d6soxygluconate 
exogthe chez le sauvage. E n  revanche la kinase 
et l’aldolase se cornportent’ difF6remment b cet 
Bgard. Nous avons vu qu’elles ne sont pas induites 
par le 2-c6to-3-d6soxy-gluconate chez la souche 
sauvage (Tableau 4). Cependant lorsque la cellule 
acquiert une mutation kdg PC qui lui confhre un 
systeme d’entrhe pour le 2-(:Bto-3-d6soxygluconate 
les deux enzymes deviennenl, alors inductibles par 
ce compose fFig.8; Tableau 8). Cette observation 

. V .  

demontre que~ le 2-c6to-3-di:soxygluconate est en 

E”ig.8. Taux diffiyentiel de synthdse de la kinase et de l’aldolase 
chez la souche PS 392 induite par le 2 - c e ‘ t 0 - 3 - d e ’ s 0 ~ ~ g l u ~ o ~ t e .  
L’induction est r6alis6e sur une culture au glycdrol(2 mglml). 
L’abscisse 0 correspond B l’addition du 2-ckto-3-d6soxy- 
gluconate it la culture (2 mglml). Taux diffkentiel de syn- 

th&e de I’aldolase (B), et de la kinase (0) 

fait inducteur par hi-meme ou sous une forme 
sbquentiellement dbrivee et que seul son defaut 
de penetration constate ci-dessus ne lui permet pas 
d’exercer ce rBle chez la souche sauvage. 

Recherche des inducteurs de la kinase et 
de l’aldolase par l’ktude de mutants nkgatifs 

L’Btude des modifications physiologiques d’induc- 
tion des enzymes du rameau commun, engendrees 
par des mutations negatives simples nous a permis, 
compte tenu de la position du dbfaut enzymatique 
dans la sequence, de determiner le ou les metabolites 
inducteurs vrais. Ceux-ci &ant B rechercher en 
aval des deux aldonates, nous avons analyse l’accu- 
mulation de mbtabolites intermhdiaires, et les acti- 
v i tk  sp6cifiques enzymatiques dans des cultures 
induites de mutants bloques respectivement pour 
les &apes IV, V et 2 (Fig.1). 

Mutants 2-c&o-3-d~soxy-6-phosphogluconate 
aldolase negatifs (kdg A )  

Ces mutants kdg A ,  comme nous l’avons dbcrit 
ailleurs [27], excretent dans le milieu de culture 
(glucose ou milieu tryptone additionne de l’un des 
deux hexuronates ou du gluconate) le substrat de 
l’aldolase. Cette accumulation physiologique anor- 
male de 2-ci?to-3-d6soxy-6-phosphogluconate en- 
traine une s6vhre inhibition de croissance de ces 
mutants sur de nombreux substrats lorsqu’un hexu- 
ronate ou le gluconate est ajouti: au milieu [9,20] (et 
Pouyssbgur, J. & Stoeber, F., resultats inbdits). 
Recemment d’autres auteurs ont confirm6 indbpen- 
demment les propribtea ci-dessus chez des mutants 
dont les mutations sont situbes dans le m6me locus 
[21,22]. La mise en evidence de fortes accumulations 
de 2-c~to-3-d6soxy-6-phosphogluconate chez ces 
mutants lorsque le glucuronate, galacturonate ou 
gluconate sont ajoutes B un milieu glucosi: ou riche 
est une preuve du fonctionnement et donc de l’in- 
ductibilite de toutes les enzymes de ces trois voies 
dbgradatives malgrb le defaut aldolasique. Ce fait 
permet d’exclure le r81e qu’auraient pu jouer le 
pyruvate etlou le glyc8rald8hyde-3-phosphate dans 
le mecanisme d’induction de la 2-c&to-3-d6soxy- 
gluconate kinase et dans celui des deux premieres 

Tableau 8. Inductibilitk de la kinase et de I‘aldolase chez les mutants de la dame kdg Pc 
Substrat Aetivites spdcifiques Caracthe Substrat 

mutationnel de croissance inducteur Kinase Aldolase 
Souehe 

mU/mg poids sec 

PS 392 kdg PO glyc6rol galacturonate 330 870 
glyc6rol 2-c6to-3-d6soxy gluconate 280 605 

glycbrol 2-cBto-3-d6soxy gluconate 250 615 
PS 393 kdg P c  glyc6rol galacturonate 300 935 
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enzymes inductibles de la voie du gluconate (gluco- 
nate kinase et gluconate-6-phosphate deshydrase). 

L’activitk spbcifique induite de la kinase des 
mutants kdgA ne peut &re mesuree que sup des 
cultures en croissance sur glucose, seul substrat 
assurant une lkgere croissance en presence de galac- 
turonate. Malgre une forte repression de l’induction 
par le glucose, les deux mutants kdg A A314 et 
A 34 ont sensiblement la m6me activite kinasique 
que la souche sauvage Hfr P,X dans les m6mes con- 
ditions (Tableau 5). Etant donne la position du blo- 
cage enzymatique, il apparait que les intermediaires 
inducteurs sont limitks au 2-c8to-3-d(?soxygluconate 
et A son homologue phosphoryk Cependant, si ce 
dernier compos6, le 2 -&to - 3 -d&soxy- 6-phosphoglu- 
conate, Btait capable d’induire la kinase, nous de- 
vrions observer une induction de celle-ci par le 
gluconate qui engendre ce metabolite; or les observa- 
tions que nous avons rapportees (Fig.5A, Tab- 
leau 4) montrent que la 2-ckto-3-d6soxygluconate 
kinase n’est pas induite par le gluconate. L’ensemble 
de ces faits suggitre fortement que l’inducteur a a i  
de cette enzyme est son substrat: le 2-cBto-3-dBs- 
oxygluconate. 

Mutants 2-cBto-3-d6soxygluconate 
kinase negatifs (kdg K )  

Ces mutants simples affectks pour l’htape IV ont 
Bt6 caract&ris6s, outre l’absence de la kinase, par la 
mise en evidence de fortes accumulations de 2-cBto- 
3-dksoxygluconate dans le milieu de culture. Un 
mutant kinase- cultiv6 sur glycerol additionne de 
glucuronate et remis en suspension sur glucuronate 
seul (cellules non proliferantes) eat capable de 
transformer en quelques heures 40 O l 0  du glucuronate 
(2 mg/ml) en 2-c&o-3-d6soxygluconate. De fortes 
excr6tions du m6me domposi? sont Bgalement 
obtenues lorsque le galacturonate est mbtabolis6. 
Cette production de l’intermediaire precedant le 
dkfaut enzymatique, dkmontre que toutes les enzy- 
mes dkgradant les deux hexuronates sont inductibles 
chez ces mutants kdg K.  

Cependant, le rksultat le plus marquant reside 
dans le fait que la 2-c&o-3-d6soxy-6-phosphogluco- 
nate aldolase est demeuree inductible par le galac- 
turonate malgri! le defaut kinasique des mutants 
KOl, K 3141, . . . . K 3145 (Tableau 5 ) .  De plus, 
alors que le niveau basal aldolasique sur glyckrol 
(mutants KO1 et K 3141) est identique it celui de 
1’Hfr P4X, le galacturonate exalte le niveau induit 
de l’aldolase d’environ 7001, par rapport it l’activith 
spkcifique induite du sauvage sur ce m6me sub- 
strat. Cette hyperinduction parait de nature physio- 
logique puisque chez les mi3mes mutants le gluconate 
induit l’aldolase it un niveau normal. Ce resultat 
observe sur six mutants kinase- demontre que le 
2-~6to-3-d6soxygluconate est un bon inducteur de 

l’aldolase. L’hyperinduction aldolasique peut &re 
due A l’accumulation anormale d‘inducteur dans la 
cellule (nous avons signal6 les fortes excretions de 
2-c6to-3-d6soxygluconate) ou bien comme des auteurs 
l’ont rkcemment demontre pour le syst6me arabinose, 
it l’abolition de la self catabolite repression 11401 par 
la mutation kinase-: la formation de composes 
represseurs comme le pyruvate serait diminu6e. La 
premiere interpretation se trouve cependant v6rifi6e 
par 1’8tude de la souche PK 4. Cette souche kinase- 
porte une autre mutation dans le locus kdg P lui 
confhrant ainsi un systeme de transport constitutif‘ 
pour le 2-~6to-3-d6soxygluconate. Or, comme chez 
les autres mutants kinase,- l’aldolase est hyper- 
induite par le galacturonate, et de plus le 2-cbto- 
3-dBsoxygluconate utilise directement comme induc- 
teur &he encore ce niveau induit de 40°/, et atteint 
une valeur voisine de celle des mutants constitutifs 
(Tableau 5). Etant donne l’irrbversibilith des &apes 
111 et 111’ catalydes par les dkshydrases, ce resultat 
souligne le r81e direct tres probable du 2-chto-3- 
desoxygluconate dans le mecanisme d’induction de 
l’aldolase. 

Mutants 6-phosphogluconate 
deshydrase negatifs (edd) 

Nous avons demontrb sup la base de plusieurs 
argumentations independantes [9] que l’activitk aldo- 
lasique necessaire au metabolisme du gluconate et 
des hexuronates est sous la dependance d’un gene 
de structure unique. I1 est alors surprenant de 
constater que l’inducteur de l’aldolase soit le 2-&to- 
3-d6soxygluconate, intermediaire exclusif de la voie 
des hexuronates. Nous devons admettre l’existence 
d’un autre compose inducteur de la 2-ckto-3-dksoxy- 
gluconate aldolase lorsque le gluconate est meta- 
bolise. A ce titre, le mutant D 3141 deficient en 
6-phosphogluconate deshydrase (&ape 2) et donc 
incapable de former le substrat aldolasique, con- 
stitue une souche essentielle pour cette etude. 
L’aldolase de ce mutant, normalement induite par 
le galacturonate demeure Bgalement inductible par 
le gluconate (Tableau 6). Ce resultat nous conduit 
A penser gue le gluconate ou le gluconate-6-phosphate 
sont des inducteurs de l’aldolase, sans qu’il soit 
toutefois exclu que le 2-c&o-3-dBsoxy-6-phospho- 
gluconate puisse Bgalement induire par lui-m6me 

Cette observation nous paraissait en accord avec 
les resultats Btablis sur le mutant RZ 10 par Zablotny 
et Fraenkel[41]. Ce mutant dhshydrase- presente 
une activite aldolasique pleinement induite sur 
milieu riche + gluconate tout comme la souche 
parentale K 10. Or, rhcemment Fradkin et al. [21] 
utilisant la meme aouche nouvellement nommee 
DZ 10 montrent nettement que sur gluconate seul 
l’aldolase de ce mutant n’est presente qu’rl un niveau 

(voir plus loin). 
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basal, et concluent de ce fait que l’inducteur possible 
de l’aldolase est le 2-c6to-3-d6soxy-6-phosphogluco- 
nate. Cette divergence de rhultats et donc d’inter- 
pretation pouvait venir des diffhrences de conditions 
de culture du mutant edd (RZ 10 ou DZ 10) d’une 
experience B l’autre (milieu riche + gluconate dans 
un cas et gluconate seul dans l’autre). Ainsi nous 
pensions que l’induction de l’aldolase observee sup 
milieu au glycerol + gluconate chez D 3141 et celle 
observbe chez le mutant RZ I0  cultiv6 sur milieu 
riche + gluconate [41] pouvait resulter d’une induc- 
tion par le 2-c~to-3-d6soxy-6-phosphogluconate endo- 
gene form6 A partir du pyruvate et du D-glyceral- 
dehyde-3-phosphate [21,13). Ces 2 composes pou- 
vaient en effet &re prksentn B un niveau plus Bleve 
dans les conditions citees clue lorsque le gluconate 
est le seul substrat de croisrance. Mais le Tableau 6 
montre que sur gluconate seul le mutant D3141 
presente une activite aldolanique pleinement induite. 
La difference entre nos rbsultats et ceux de Fradkin 
et al. reste donc difficile B expliquer pour le moment. 

si nos resultats semblent assigner au gluconate 
ou au gluconate-6-phosphate un r6le direct dans 
l’induction de l’aldolase 1’Bt ude de souches aldolase- 
reverses suggere par ailleurs la possibiliti: d’un r61e 
concomitant du 2-c~t0-3-d~~oxy-6-phosphogluconate 
dans le mecanisme d’induction de l’aldolase. Nous 
avons rbcemment demontre [13] que les souches 
A 314 r8 et A 314 r7 porteuses de mutations affectant 
le gene de structure de l’aldolase presentent un 
niveau basal anormalement bas (facteur d’inducction 
30 B 40). Cette observation nous a suggbri! que la 
reaction reversible aldolasique B partir du pyruvate 
et du glychrald6hyde-3-1’ est considerablement 
ralentie par les modifications de structure de l’aldo- 
lase. Ainsi, la diminution du haut niveau basal aldo- 
lasique chez les deux mutants structuraux s’expli- 
querait par la diminution rlu pool interne du 2-chto- 
3-dbsoxy-6-phosphogluconate, inducteur endogene. 
Une demonstration plus d irecte de cette hypothese 
pourra &re apportee par [‘etude des modifications: 
cingtiques de la reaction rtiversible aldolasique chez 
ces deux souches reverses. 

Unitd de rdgulation cmrtrBZant la biosynthhse 
des 3 activitds enzymatiques assurant 

b mdtabolisme du 2-cdto-J-d&oxygEuconate exog2ne 
Parmi les mutants simples ayant acquis sponta- 

nement la facult& de croitre sur le 2-cBto-3-dBsoxy- 
gluconate comme unique source de carbone, une 
classe dont les mutations definissent le locus kdg R 
[13,14] se distingue physiologiquement par la syn- 
these constitutive simultanhe du systeme de trans- 
transport du 2-c~to-3-d~soxygluconate (Fig. 7) [15] 
de la kinase et de l’aldolase, enzymes sdquen- 
tielles assurant le metabolisme de ce compos6 

(Tableau 7). I1 est interessant de sodigner que 
le phenotype selectionne pour l’obtention de ces 
mutants ne porte que sur l’acquisition d’un systhme 
de transport fonctionnel, car pour croitre sur ce 
substrat l’acquisition d’un phenotype constitutif 
pour la kinase et l’aldolase n’est pas nbcessaire. 
Nous avons vu, en effet, que ces deux enzymes sont 
inductibles par le 2-c~to-3-d~soxygluconate. De plus, 
une verification est apportee par l’obtention d’une 
autre classe de mutants: kdg Pc, qui, ayant acquis 
la constitutivite pour le systeme de transport, con- 
servent une kinase et une aldolase inductible. 

La haute frequence d’apparition spontanbe des 
mutants de la classe kdg Rc et l’acquisition 
toujours simultanee de la triple constitutivite chez 
les mutants de ce type, suggbrent que ces mutations 
kdg Rc ont affect6 un gene regulateur gouvernant 
I’expression des trois genes structuraux codant 
respectivement pour une prothine du systeme de 
transport du 2-c6to-3-d6soxygluconate, la 2-cBto- 
3-d6soxygluconate kinase, et la 2-cBto-3-d6soxy- 
6-phosphogluconate aldolase. 

Pour connaitre 1’8tendue de la pleiotropie engen- 
dree par ces mutations kdg RC, et donc 1’6tendue 
du contr6le de ce gene regulateur, nous avons mesure 
les activiths specifiques des enzymes des deux voies 
paralleles degradant les deux hexuronates, et de la 
voie gluconate B partir de cultures non induites 
(glycerol). Toutes les enzymes du metabolisme des 
hexuronates ne sont presentes qu’B leur niveau basal. 
Ceci confirme, comme nous l’avons d6jB signal6 [12], 
que le mecanisme gouvernant la biosynthese des 
enzymes du rameau degradatif commun est disjoint 
de celui qui commande l’induction des enzymes des 
deux voies parallbles. De mhme les enzymes de la 
voie gluconate : la gluconate-kinase et la 6-phospho- 
gluconate dhshydrase ont gard6 leur caractere d’in- 
ductibilite par le gluconate (Tableau 7). Le mecanis- 
me de regulation de leur biosynthkse est donc 6gale- 
ment nettement dissocik de celui qui contr6le les 
biosyntheses des trois enzymes sequentielles dbgra- 
dant le 2-c~to-3-d~soxygluconate. 

DISCUSSION 
L’analyse prdiminaire des modalitbs physiologi- 

ques de l’induction des deux dernieres enzymes 
degradant les hexuronates a fait apparaitre rapide- 
ment I’individualitA de ce systhme par rapport aux 
Btapes enzymatiques prkcbdentes. L’Btude de l’utili- 
sation du 2-c~to-3-d~soxygluconate par E .  coli K 12, 
gui a rev616 l’existence d’un systeme de transport 
nouveau, specifique de ce compos6, permet de com- 
pleter le schema regulateur de notre systeme. Ce 
substrat n’est pas capable d’induire le systeme de 
transport vraisemblablement parce gue le niveau 
basal de celui-ci est excessivement bas (Fig.7) 
(Lagarde, A., PouyssBgur, J. & Stoeber, F., rbsultats 
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inkdits). Or, nous avons vu que des mutants capables 
d’utiliser ce composi: comme unique source carbonbe, 
apparaissent avec les particularites suivantes : (a) fr6- 
quence spontan6e Blevee (lod6 B (b) nature 
constitutive pour le systeme de transport, (c) exis- 
tence de deux classes kdg Pc et kdg RC. Cette situa- 
tion parait indiquer que le 2-c8to-3-dboxygluconate 
simule vis-8-vis du systeme de transport dont le 
determinant specifique est sous un btat fortement 
reprime, le comportement d’un substrat non induc- 
teur tel que l’altrose 8-galactoside vis-&-vis du sys- 
teme lactose [42] ou le lactose lui-meme vis B vis 
du systeme lac mod%& par les mutations is [43]. 
Cette analogie de situation nous fait penser que 
les deux types de mutants kdgPC et kdg Re 
seraient 1’Qquivalent des mutations reverses oc et 
i- obtenues B haute frequence par la restauration 
du phenotype lactose+ chez les mutants is [44]. 
Des resultats analogues ont Bt6 rapport& par Lin 
et al. au sujet du systeme L-m-glychrophosphate B 
regulation negative [45] et par Starlinger et al. 
Btudiant l’opkron galactose contr618 Bgalement de 
faqon negative 146,471. Dans cet ordre d’idAe, les 
mutations kdg Re qui definissent un locus lib B 
kdg A mais nettement distinct [13,14], et dhclenchent 
de manikre pleiotrope I’expression constitutive de la 
permease, de la kinase et de l’aldolase, affectent 
trks vraisemblablement un gene regulateur ; celui-ci, 
produirait chez la souche sauvage un rbpresseur 
bloquant A la fois la synthkse des trois activites 
enzymatiques cit6es. Des mutations thermosensibles 
modifiant simultanement la biosynthkse de ces 3 
activites enzymatiques, localisees en kdg R, vien- 
nent d’i3tre isolees [14]. Comme pour les systemes 
lac et glp B regulation negative, les premieres etudes 
de ces mutations montrent une derepression simul- 
tanbe des trois determinants : permease, kinase, 
aldolase, lorsque ces mutants se developpent B 
42 “C. Dans une culture de ces mutants B 28 “C, 
les trois activites sont prbsentes B leur niveau 
basal. Cette etude preliminaire que nous developpons 
actuellement apporte une confirmation au schema 
de regulation negative que nous avons propos6. 

Si genetiquement l’expression des mutations du 
type kdg Rc constitue une preuve de l’existence 
d’un gene regulateur commun pour le contr6le de 
la biosynthkse des trois activites enzymatiques 
citees, il est des conditions physiologiques oh cette 
unite de regulation semble se disjoindre. Nous avons 
observe, en effet, une totale dhoordination de 
l’induction et de la rt5pression de la kinase et de 
l’aldolase, notamment lorsque l’inducteur est le 
gluconate. En outre, l’induction du systeme de 
transport par les deux hexuronates, aaisemblable- 
ment par formation sequentielle de 2-cBto-3-dBsoxy- 
gluconate, vient d’6tre montr8, ainsi que son 
absence d’induction par le gluconate [15]. Cette situa- 
tion qui Bvite, lorsque le gluconate est le seul sub- 

strat de croissance, une synthese gratuite de la 
b a s e  et du systeme de transport est b6nefique 
pour le bilan global de la croissance. Plusieurs 
hypotheses pourraient expliquer cette dualit6 de 
la regulation. L’une d’entre elles qui eat pu integrer 
l’ensemble de ces observations: unit6 de regulation 
et individualit6 de l’op6ron kdg A Btait basee sur 
l’existence de deux determinants de structure pour 
l’aldolase. L’un eat B t B  specifique de la voie gluco- 
nate et donc exprime B part, et l’autre specifique 
du metabolisme des deux hexuronates et donc co- 
induit avec les determinants de structure de la 
kinase et du systkme de transport. Cette hypo- 
these examinee recemment a 6th rejetbe [9]. L’hypo- 
these qui nous parait la plus probable pour rendre 
compte de ces effets apparemment contradictoires 
est la suivante. A la decoordination physiologique 
de l’expression du systkme de transport, de la kinase 
et de l’aldolase correspond une dispersion des loci 
genetiques impliques: kdg A A la 35e min [20] (gkne 
de structure de l’aldolase [13]), kdg T B la 76,5e min 
et kdg K B la 69e min [14] (genes de structures pro- 
bables respectivement du systeme de transport et 
de la kinase). I1 parait donc exister trois operons 
distincts refermant chacun l’un de ces genes de 
structure et ayant probablement chacun un opera- 
teur specifique. Les affinitks du represseur pour 
ces trois op6rateurs pourraient btre fort diffkrentes 
(situation rencontree dans les regulons glp et arg 
[45,48]) et parall&lement les modiflcations d’afhit6 
provoqubes par la fixation des divers inducteurs 
sur le represseur seraient variables selon la nature 
de ceux-ci. On expliquerait ainsi que la derepression 
de chaque operon soit dependante de la nature de 
l’inducteur mis  en jeu. Le 2-c&o-3-d~soxygluconate, 
nous l’avons vu, est une excellent inducteur Q la 
fois de la kinase et de l’aldolase; mais, nous avons 
Bgalement montre que le gluconate et/ou le gluco- 
nate-6-phosphate et peut-&re le 2-~&0-3-dBsoxy- 
6-phosphogluconate sont des inducteurs exclusifs 
de l’aldolase. On peut donc penser que le 2-c&o-3- 
desoxygluconate, bon inducteur, est capable de d6r6- 
primer les trois opbons. Par contre, les autres 
intermediaires inducteurs, compos6s specifiques de 
la voie gluconate ne dQBpriment que l’aldolase car 
le complexe represseur-opBrateur de l’opkron kdg A 
serait par exemple plus labile que les autres. La 
modification du rhpresseur engendrite par ces induc- 
teurs serait insuffisante pour derbprimer les deux 
autres ophrons. Des preuves directes seront recher- 
chees pour la validit6 de cette bypothkse. 

Nous remercions Melle Gisble Couchoux pour son ex- 
cellente collaboration technique et M. A. Lagarde qui a 
realis6 pour nous les experiences de permeation. Ce travail a 
benefici6 de l’aide de la Delegation GBnerale A la Recherche 
Scientifique et Technique (Biologie Moleculaire) et du Centre 
National de la Recherche Scientifique (Equipe de Recherche 
Associee no 177). Ce memoire recouvre en partie les travaux 
present68 par Pouyssbgur, J. en 1972 pour l’obtention du 
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Claude Bernard de Lyon. Cetti: these est enregistree au 
CNRS sous le No: A 0  7651. 

Note ajoutke aux kpreuves. Une autre hypothese per- 
mettant dexpliquer l’induction exclusive de l’aldolase par 
le gluconate et/ou le gluconate-6 P ferait appel ti l’existence 
d‘un 2e gene rkgulateur R contrijlant spbcifiquement 
kdg A par l’interm6diaire d‘un inclucteur de la voie gluconate. 
Des rbsultats recents en faveur d’un tel modble ont Bt6 
apportbs dans le cas de 1’opBron gal [49]. Cependant nous 
avons montr6 que I’aldolase des mutants kdg RC n’est pas 
({super )) induite par le gluconate (Pouyssegur, resultats 
inbdits). Si cette observation laisse peu de place I’existence 
de 2 produits R et  R’ agissant en tandem, elle n’exclut pas 
I’hypothdse selon laquelle I’assciciation de R et R’ serait 
necessaire rl la repression de kdg A .  
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