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SUMMARY 

A E. Coli K 12 mutant having lost  2-ketO-3-desOtyg~uCOMte 
kinase ac t i v i t y  is unable t o  u t i l i z e  gtucut.oMte a8 a unique car- 
bon s o m e .  However, t h i s  s t m i n  is able t o  partially convert glu- 
curonate into l(M; i n  resting ce l l s  conditions reported here. 

or U-14C-Koc ohen the kinase ce l l s  metabolise 6-14C or U-14C-P 

g1ucuronate:The radioactive KDC accumulated i n  the incubation 
mediwn has been purified thanks t o  a biologicat specif ic method 
followed by chmatography on anionic resin. The yield of the pu- 
r i f i ed  KDC f r o m  the he-nate i s  about 20%. According t o  chroma- 
tographic cr i ter ia  and speci f ic  conversion by KDGkinase, the p r o -  
duct obtained has been authenticated as true KDG. 

A method is described making it possible t o  produce I-14C-KDG 

RESUME 

h e  sourhe mutante d'E. Coli K 12 ayant perdu l'activitg 2-&to- 

3-d6soxy-glucona~e kinasc ne yeut utiliser le glucuronate c o r n  unique 

sourcc carbonEe. Cependant, des crllules non proliferantes de cette souche 

kinase 

partiellewnt le glucuronatc en KM;. 

sont capables dans certaines conditions rapportges ici. de dtabolisar 
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14 Nous ddcrivons une &tho& q u i  permet de produire  du KDG-I-14C ou u- c 
14 lorsque les c e l l u l e s  kinase- d t a b o l i s e n t  du D-gl~curonate-6- '~C ou U- 

KDG r a d i o a c t i f  excrBtB dans le m i l i e u  de c u l t u r e  a pu Stre p u r i f i d  p a r  une &- 

thode b io logique  sp6ci f ique  s u i v i e  d'une chromatographie s u r  r d s i n e  anionique. 

Le rendement f i n a l  du KDG p u r i f i d  p a r  rappor t  2 l 'hexuronate  est de 20 X .  Le 

produi t  obtenu p a r  c e t t e  vo ie  microbiologique a Btd i d e n t i f i d  au KDG authent ique 

s u r  l a  base de criteres chrouiatographiques e t  de s p 6 c i f i c i t E  enzymatique. 

C. Le  

INTRODUCTION 

Le &tabol isme des  hexuronates  chez E. Col i  dlucidd en 1960 p a r  

l 'Bquipe d ' h h w e l l  (1). a f a i t  l ' o b j e t  d'une Btude physiologique et  g h d -  

t i q u e  depuis  quelques annBes dans n o t r e  l a b o r a t o i r e .  Or,le Z-c6to-3-ddsoxy- 

gluconate  (KDG) d d c r i t  j u s q u ' a l o r s  conme un i n t e d d i a i r e  de cc mEtabolisme 

(Fig. I )  est  capable  d ' a s s u r e r  la cro issance  d'E. C o l i  K 12 lorsque c e r t a i n s  

QlSments rdgula teurs  du rdgulon a s o n t  rwtds(2,3) .  De p lus ,  c c r t a i n e s  obsr r -  

va t ions  (4) nous ont  permis de mettre en Bvidenca l ' e x i s t e n c e  d'une voie  &ta-  

bol ique secondai re  capable  d 'dcouler  le KDG. I1 d t a i t  donc ind ispensable  B l a  

f o i s  pour l 'd tude  de l a  KDG-pedase e t  l ' d l u c i d a t i o n  des d tapes  de cette voie  

secondai re ,  de mettre eu p o i n t  une synthsse  du KDG r a d i o a c t i f .  

La d t h o d e  c h o i s i e  e t  dBcr i te  i c i ,  c o n s i s t e  ii produire  l e  KDG B l ' a i d e  

de suspensions n m  p r o l i f d r a n t e s  d'un mutant kinase-&tabol isant  l e  D-glucuronate- 

6- 
s d q u e n t i e l l e  des Btapes enzymatiques 1.11 e t  I11 (Fig. 1) e s t  excrdtd dans l e  

mil ieu.  Ce composd est e n s u i t e  p u r i f i d  p a r  une d t h o d e  microbiologique s u i v i c  

d'une chromatographie s u r  r d s i n e  anionique.  

14 14 C ou U-14C. Le KDG r a d i o a c t i f  correspondant l - I 4 C  ou U- C for& p a r  l ' a c t i o n  

MATERIEL ET METXODES 

-Souche bactdr ienne-  La souche CAK 101 u t i l i s k i c i  est d6rivde d'E. Col i  K 12 

(Hfr P4X), auxotrophe pour l a  d t h i o n i n e  ( c o l l e c t i o n  d'E. Wollman, I n s t i t u t  

Pasteur ,  P a r i s ) .  Cette souche p o r t e  une mutat ion k i n a s e - ( a  K), une mutation 
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aldolase 

prime l a  KDG-pedase. Le mode d'obtention de ce t t e  souche a i t 6  dEcrit  a i l l eu r s  

(3) .  Cependant il convient de noter qw s i  ce t t e  souche nous a donne un bon ren- 

dement de production de KDG, une souche kinase- simple convient igalement pour 

ce t t e  synthese. 

(a A) e t  une mutation dans l e  g h e  r igu la teur  (a Rc) qui dirE- 

-PrBcultureci- Les precultures qui servent P l a  production de masse bactericnne 

pour les suspensions non-prolifirantes sont r i a l i s ees  en milieu mininun liquide 

du type M 63 (S) ,  additionng de DLGthionine (200 u g h ) ,  de thiamine (0,5pg/ml) 

et dersubstrats de croissance : glycErol ( 2 mg/ml) e t  d'induction : glucuronate 

(2 mg/ml). Ces pr icu l tures  ensemencies B p a r t i r  d'une culture de CAK 101 sur  

milieu complet, sont agitEes en f io l e s  coiiiques .3 37°C pendant une nui t .  La 

masse bactirienne e s t  ivoluie par turbidirc4trie P 600 nm. Les ce l lu l e s  sont 

r6col t ies  par centrifugation ii +4'C e t  remises en suspension dans l e  milieu 

de production du KDG, P l a  densit6 bactirienne convenable (cf 8 r i s u l t a t s ) .  

-Dosages divers- Le  KDG e s t  dose colorirc4triquement par l a  mithode t r s s  sen- 

s i b l e  de Varavdekar e t  Saslaw ( 6 )  modifiie par Weissbach e t  Hurwitz (7). Le coef- 

f i c i en t  d 'extinction molaire P 549 nm, du complexe co lor i ,  Btabli  i p a r t i r  du se l  

de potassium du KDG c r i s t a l l i s i  e s t  de (85.5 2) .I0 (0 ) .  La mesure dc radio- 

a c t i v i t i  des solutions aqueuses des d i f f i t en te s  i t apes  e t  des f rac t ions  collectgesl 

apr& passage sur  colonne e s t  effectuee par  s c i n t i l l a t i o n  l iquide dons un k l a n g e  

toluene-Ethanol (9:1, v/v) contenant 0,25 g/l de DinSthyl-POPOP e t  5 g / l  de YPO. 19rl 
de chaque f rac t ion  sont a jout i s  B 10 m l  du &lange sc in t i l l an t .  

3 

-Chromatographie- 

colonne (2 .5  x 14 cm) de r6sine anionique Darex I-X8, 200-400 mesh mise sous l a  

forme el- par passage d'un large e x e s  d'HC1 I N . Avant l'emploi, l a  colonne e s t  

l a d e  P l ' e au  d imini ra l i s ie  jusqu ' i  un pH vois in  de 6. 

La s ipara t ion  du D-glucuronate et  du KDG cst rda l i s i e  bur une 

La chromatographie ana ly t iqw en couche mince e s t  r i a l i s i e s u r  support 

Gelman SG dans l e  s y d t h e  de solvaiit : benzsno-chloroforme-acide ac i t ique  (40-20- 
40, v/v/v). La rBv6lation des composEs organiques e s t  e f fec tu ie  par H SO 
ou par le reac t i f  periodiate-thiobarbitwate ( 9 )  pour l a  r6vElation spicifique 

du KDG. 

concentrL 2 4  
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-Produits chimiques- 

d t h o d e  enzymntique rbcement decr i te  (8) .  Le D-glucuronate-"C de potassium e s t  

de marque Sigma. Le D-gl~curonate-6-~~C (3,6 Ci/mol) e t  U-I4C (76 C i l w l )  provient 

du Radiochemical Centre (Amershsm) . Cea 2 compos6s d'une puretL de l 'ordre de 9 ,  X 

ont 6 t6  u t i l i s e s  sans pur i f ica t ion  prealable. 

Le ee l  de potassium du KDG-IZC a 6t6 synth t t i sb  selon m e  

RBSULTATS ET DISCUSSION - 
1- Caracterist iques de production du KDG 

Lorsque l'on cu l t ive  une souche portaut une mutation kinase-, sur  

glucose, glyc6rol ou milieu couplet en presence d'un hexuronate (glucuronate 

ou galacturonate), une fo r t e  excr6tion de KDG est observBe en f i n  de phase 

exponentielle. C e  compose e s t  precisemeat l e  subs t ra t  de l'enzyme qui f a i t  

d€faut chez ce t t e  souche. La KDG produit dans ces conditions peut a t te indre  

25 X de l'hexuronate de depart. S i  l ' a6ra t ion  de l a  cu l ture  e s t  poursuivie, l a  

quantit6 de KDG diminue. pour a t te indre  une valeur pratiquement nul le  apres 

24 h d ' d ra t ion .  Cette d ispar i t ion  n 'es t  pas dCie P une i n s t a b i l i t e  du KDG dans 

le milieu de culture car,  lorsqu'on asre le milieu de cu l ture  riche en KDG mais 

exempt de cellules.  aucune baisse de l a  quan t i t i  de KDG i n i t i a l e  n 'es t  observee. 

Cette dispar i t ion  du KDG au cours du temps est sqaisemblablement dGe B l'ecoulement 

par les enzymes de la voie secondaire que nous avons Bvoqube dans l ' introducticn.  

Nous avons recherche s ' i l  L ta i t  possible d ' u t i l i s e r  l e s  ce l lu les  rbcol t ies  

en f i n  de phase exponentielle e t  prb-induites pour l e s  enzymes de l a  voie des hexu- 

ronates pour la synthZse du KDG dans des conditions de non pro l i fe ra t ion .  Pour 

cela,  les ce l lu les  rbcoltLes en f i n  de phase exponentielle ont Bt6 remises en 

suspension dans divers milieux sa l in s ,  tamponn6s ou non, additionnbs de glucuronate. 

Now avons pu r e t en i r ,  des divers facteurs de var ia t ionbtudibs  : que l ' ae ra t ion  des 

ce l lu les  ncn prol i fe ran tes  Btait necessaire, que l ' addi t ion  d'une source Bnergbtiqur 

(glycerol) s t imula i t  peu l a  v i tesse  de production e t  n'am€liorait pas le rendement, 
e t  aurtout que parmi t o m  l e s  milieux testes, l e  plus simple d'entre-eux, NaCl 

10-2M p e q m t t a i t  d'obtenir un rendement f i n a l  maximum de l 'o rdre  de 40 X .  Par sa  

s iup l i c i t e .  ce milieu d t a i t  donc trSs favorable a l a  pur i f ica t ion  du KUG excrbte. 

Ce choix Ltant f a i t ,  nous avons ensuite recherche l e s  conditions optimales de con- 
9 centration en glucuronate e t  en ce l lu les .  Pour w e  densit6 bactbrienne de 1.2.10 

cellu1ea;ml. l a  v i t e s se  de production de KnG (non repr6sent6e i c i )  e s t  maximale 

pour me concentration de glucuronate comprise en t re  2 e t  4 m g / m l .  Cependant l a  



J . Pouyssegur 



*4pamtion microbiozogique d~ ~-~eto-3-desoq-~+g~uconate 1J4c ou u-'~c 9 

f i g  28, montre que le rendement e s t  maximum pour une concentration de 4 mg/ml 

de glucuronate. Ce maximum n'6tant pas s tab le  (u t i l i s a t ion  du KDG par l a  voie se- 

condaire), now avons recherche lee poss ib i l i t e s  de production chez une souche 

d6riv6e de CAK 101 : X 51. portant une mutation encore non caractdrisee pour Lie 

€tape de l a  voie secondaire (4). S i  nous avona en e f f e t  pu noter l a  non-uti l isation 

du KDG produit par ce t t e  souche apres 24 h d'aeration (Fig.za), nous n'avons jamais 

pu a t te indre  l e  maximum de rendement observe avec CAK 101. L a  figure 2b indique une 

proportionnalit i  de la production du KDG en fonction de l a  masse bacterienne dans 

l e s  debuts de l a  phase de production. 

De ces etudes pr6liminaires. il semble r e s so r t i r  que l e s  meilleures condi- 

t ions de production de KDG avec la souche CAK 101 sont rea l i s6es  avec m e  densite 

bacterienne de l 'ordre de 10 

aeration e t  une concentration dc glucuronate comprise en t re  3 et  4 mg/ml. 

9 cellules/ml,  dans un milieu NaCl IO-'M, avec une fo r t e  

2- Protocole expgrimental 

a) -production du KgF h e  preculture de CAK 101 issue d'une croissance sur 
glycerol + glucuronatc e s t  centrifugee puis remise en suspension dans 140 m l  de NaCl 

10-21.1 + 30 m l  de D-glucuronatc de pota~sium-6-'~C 0.1 M dans N a C l  (Activit6 sp6ci- 

fique 0.2 Ci/mole). La densit6 bacterienne est voisine de 9.10 bact6rieslml. 

Cette suspension e s t  agitee dans une f i o l e  conique de 21 1 37'C. Noue avons observe 

un maximum de production apres 6 h d'aeration. Le rendement en KDG 6 t a i t  de 32 X 
pour ce t t e  experience. Le milieu ce l lu l a i r e  e s t  par l a  su i t e  centrifuge I5 min a 
10.000 g environ ; l e  culot Lactdrien e s t  lav6 par un p e t i t  volume de NaCl de fafon 

B ex t r a i r e  l e  KDG accumule dans l e s  ce l lu lcs  p a r  l a  KDG-pedase. Le surnageant e t  

l e  milieu de lavage sont rdunis. 

8 

b) - ptri-f~~ur_tjg~-du KDG radi_oactif- Dans une premiere Ltape nous avons u t i l i s 6  

la methode biologique suivante pour l 'enrichissement en KDG radioactif  : l a  souche 

sauvage 1'4X, capable de d t a b o l i s e r  glucuronate e t  f rwtu rona te  ne peut u t i l i s e r  

l e  KDG car l a  KDG-ilcrxQase chcz c e t t e  souchc n'est  pas  inductible par l e  glucuronate 

(2.10). 

h e  culture de l a  souche P4X cultiv6e dans l e s  m8mes conditions que CAK 101 

(cf § materiel e t  d thodes )  e s t  recolt6e en phase exponentielle. centrifugee e t  l a d e  

par NaCl. Ces ce l lu les  sont ag i tees  e t  aBr6es pendant 2 li 30 , B une densite bacterie- 

ne de 4,5.10 cellules(m1, dans l a  solution de KDG radioactive. Alors que l a  quan t i t i  8 
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de KDC n'a pas varid, la radioactivits totale du milieu a diminud rapidement pendant 

la le heure puis s'est stabilisde aprss 2 h d'agration. La perte de radioactivit6 en- 

registree est de 30 %. Cette perte resulte vraisemblablement de l'utilisatiou du glu- 

curonate -6-I4C non transform6 et Eventuellement du fructuronate f o n d  par les cel- 

lules non prolifdrantes. Ces composi5s marques sur le carbone 6 sont ddgrades par la 
voie des hexuronates en pyrurate -I-l4C (Fig. I )  ( I ) .  Ce composE est ensuite rapidement 

14 ddcarboxyl6 ( 

centrifugation, le surnageant est ddsionisd en bain sur une resine cationique Dowex 

50-X8. Les filtrats des lavages et de la solution initiale rbunis, sont neutralis& 

par NaOH. La solution est ensuite concentri5a 37°C sous vide jusqu'i un volume de 

5 ml. 

C02) , expliquant la perte de radioactivite totale du milieu. AprPs 

Une dtude prdliminaire de separation chromatographique d'un melange de 

glucuronate et de KDG nous a permis d'orienter lcs modalit& dc purification du 

KDC-I- C ou U-I4C.  Cette Etape de purification est representee par la figure 3. 

AprSs adsoqtion des 5 ml de la solution B purifier sur la colonne de resine anio- 

nique Dowex 1- X 8 .  forme C1-, un gradient lingaire en H C 1  0,Ol N + 0.03 N est 
applique. Le pic I1 correspond 1 une trace de glucuronate (caracteristique d'llution 

comparable 3 celle de 1'Etude prelimhaire non reprisentge ici) . Le pic I11 bien 
sdpard du glucuronate residue1 correspond au KDG-I-14C. Une bonne preuve de l'homo- 

g6ndit6 (U KDG est apportde par la constance du rapport radioactivitg/ concentration 

molaire du KDG (Fig.3). La rdaction coloree employ6e pour le dosage du KDG est hau- 

tement specifique des 3-ddsoxy-aldulosonates, donc du KDG. Le pic I n'a pas 6t6 iden- 

tifie. Les fractions 21 3 38 incluses sont rdunies puis concentrzes sous vide pour 

1'Qlimination totale de HCl. h e  neutralisation par KOH nous a permis de faire le 

sel de potassium du KDG et surtout d'hydrolyser la KDG-lactone forrnee dans les condi- 

tions de pH trPs acide de l'lvaporation (la neutralisation fut suivie au pH-mPtre 

pour s'assurer de l'hydrolyse totale de la forme lactonisge). Le rendement final 
du KDG-I- 

14 

14 C purifiE ( 0 . 2  Ci/mole) est de 20 2 par rapport au glucuronate de dcparc. 

c )  -zGklEification du comp& obtenu- 

L'identification de cc composi obtenu par voie microbiologique , au U G  

authentique prbpar6 enzymatiquement (8) repose sur les faits suivauts : I) Le compose 

excrete par un mutant kinase 
Saslaw (6 ) .  2) I1 eat substrat d'un extrait purifi6 de KDG-kinase, enzyme hautement 

spLcifique ( I ) ) ,  3) Le Rf de ce composd en chromatographie ascendante sur couchc minc 

- 
est positif B la reaction coloree de Varavdekar dt 
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est ident ique  P c e l u i  du KDG authent ique co-chromatographi6 (Rf = 0 . 6 7 ) ,  4) La chro- 

matographie s u r  r e s i n e  anionique d'un d l a n g e  de KDG r a d i o a c t i f  i s s u  de l a  prepara- 

I ion  c i t b e  (exp6rience p r e l i m h a i r e ) ,  a f o u r n i  M p r o f i l  de r a d i o a c t i v i t 6  superpo- 
12 s a b l e  P c e l u i  du dosage chimique du KDG- 

w g h e  form6). 

C t6moin. (absorpt ion B 549 nm du chro- 

Ce procede p r 4 p a r a t i f  du KDG p u r i f i d  a pu S t r e  u t i l i s 6  pour l a  synthsse  di 

KDG U-I4C P p a r t i r  du glucuronate  U-14C commercialis6. Le compos€ a B t 6  obtenu avec 

un rendement ident ique  B c e l u i  d 6 c r i t  e t  avec une a c t i v i t e  s p 6 c i f i q u e  de 0.9 C i b l e .  

&pendant nous avons observe avec des a c t i v i t 6 s  s p e c i f i q u e s  20 f o i s  p l u s  BlevLes 

(0.1 mCi/ml) une n e t t e  b a i s s e  d e  l a  v i t e s s e  de product ion du KDG et  un rendement maxi 

mum de l ' o r d r e  de 10 B 15 X . La presence e v e n t u e l l e  d 'un i n h i b i t e u r  de l 'une  des 

S tapes  enzymatiques, dans la glucuronate  r a d i o a c t i f  u t i l i s 6 ,  p a r a i t  peu probable  d'ur 

p a r t ,  p a r  le  f a i t  que c e t t e  b a i s s e  de product ion est observ6e avec les 2 types de 

glucuronate  IJ-14C e t  6-14C synth6t i sBs  s e l o n  2 voies  b i e n  d i f f e r e n t e s  e t  d ' a u t r e  

p a r t ,  p a r  l e  f n i t  q w  le glucuronate  u t i l i s g  

ml) aprPs p u r i f i c a t i o n  s u r  r 6 s i n e  anionique 
mi5tabolique du glucuronate  r e d u i t e )  . Bicn que l ' a c t i v i t 6  de 0.1 m C i / m l  ne  s o i t  pas 

trPs b l e y i e ,  il f a u d r a i t  t o u t  de &me admttre un e f f e t  des r a d i a t i o n s  s u r  l'unr 
des 6tapes n s c e s s a i r e s  au d t a b o l i s m e  du glucuronate  p a r  

ran tes .  

la  &me a c t i v i t 6  sp6c i f ique  (0.1 mCi /  

p rbsente  l e  &me ph6nomZne ( a c t i v i t 6  

les c e l l u l e s  non p r o l i f 6 -  

En conclusion,  cette d t h o d e  p r e p a r a t i v e  du KDG -1 ou U-I4C P l 'avantage 

d ' s t r e  tres rap ide  e t  de se p r c t e r  B une bonne p u r i f i c a t i o n  du coupor6 excrd t6  p a r  

les c e l l u l e s .  NBanmoins, pour l a  prepara t ion  de q u a n t i t Q s  beaucoup p l u s  inpor tan tes  

l a  m6thodc de synthiise enzymatique.du KDG-12C B p a r t i r  du D-altronate que nous avons 

r e c e m e n t  d 6 c r i t e  (8). bien  que p l u s  longuc B mettre en oeuvre,  p r e s e n t e  d 'un a u t r e  

c a t 6  l 'avantage de n e c e s s i t e r  une matiere prcmiPre r a d i o a c t i v e  moins cofiteuse. En 

e f f e t ,  le  D-altronatc -1-14C peut  t t re  s y n t h 6 t i s 6  avec un e x c e l k n t  rendemellt 1 

p a r t i r  du D-ribose e t  de ''CN-(12). 
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Centre  National de l a  Recherche S c i e n t i f i q u e  (Equipe d e  recherche as- 
soc ibe  no 177). 
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