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INTRODUCTION 



Avant l a  découverte des Archaebactéries, l ' évolut ion é t a i t  considérée 
l 

comme un processus l i n é a i r e ,  de l'organisme l e  plus  simple (un procaryote) au plus 

compliqué. C ' e s t  en  1977 que WOESE et ses collaborateurs u t i l i s a n t  les catalogues 

de RNA 16s comme index phylogénétique ont  remis en cause c e t t e  théor ie .  Les 

organismes vivants sont  d iv i s é s  en t r o i s  régnes primaires (Figure 1 p 8) : l e s  

Eubactéries,  les Archaebactéries e t  les Eucaryotes. C e s  t r o i s  règnes ont 

probablement dér ivé  d'un ancêtre  commun : l e  progénote, il y a 3.5 mill iards  

d'années. L e s  Eucaryotes auraient  évolué à p a r t i r  d'une c e l l u l e  ancestrale 

( l ' u rcaryo te )  par  des r e l a t i ons  endosymbiotiques avec les bac té r ies  sulfureuses 

pourpres e t  l e s  cyanobactéries, à l ' o r i g i n e  des mitochondries et des chloroplastes. I 

L e s  Eubactéries e t  les Archaebactéries ne sont pas plus  apparentées 

en t r e  elles qu'avec l e s  Eucaryotes m ê m e  si elles ont des po in t s  communs. Les 

Archaebactéries on t  une organisation c e l l u l a i r e  identique aux Eubacteries mais 

possèdent des caractères  rappelant ceux des Eucaryotes tels que : 

- cer ta ines  séquences d 'acides  aminés au niveau des protéines ribosomales. 

- l a  présence d ' in t rons  dans les gènes. 

- l'enzyme RNA polymérase qu i  est de s t ruc ture  tout  à f a i t  comparable e t  

insensible  a l a  rifampicine et  la  s t reptolydigine et stimulé par  l a  s i lybine.  

- l e  mécanisme de l a  traduction qui est sens ib le  aux ant ibiot iques  d i r igés  

contre les ribosomes chez l e s  Eucaryotes et est i n i t i é  par  l a  méthionine plutôt  

que par l a  formyl-méthionine. 

D'autres caractères  son t  tout  à f a i t  originaux, tels que : 

- des paro is  c e l l u l a i r e s  sans peptidoglycannes 
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Figure 1 : L e s  t r o i s  règnes du monde vivant (WOESE, 1987). 

Methanobacterium bryantii- 
M. formicicum 
M. thermoautotrophicum - 
Methanobrevibacter smithii - 
M. arboriphilus 
M. ruminantium 
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Halobacterium halobium - 
H. vdcanii 
Halococcus mwrhuae 

Methanogenium cariaci - 
M. marisnign 
Methanornicrobium mobile- 
Methanospirillurn hungatei - 
Methanosarcina barkeri - 
Methanococcus vannielii- 
M. vdtae 

I I 1 I I 1 1 I 1 I 
0.1 0.2 . 0.3 , 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1 

COEFFiClENT D'ASSOCIATION JSM) 

Figure 2 : Dendogramme archaebacterien : 
1 : méthanogènes 
2 : halophiles 
3 : thermoacidophiles 



- des l i p i d e s  avec des  l i a i sons  6ther  

- l 'absence de thymine e t  de dihydro-uracile dans les ARN de t r ans fe r t .  

L e  r4gne des Archaebact6ries comprend : 

1. L e s  halophiles qu i  ex i s t en t  dans les milieux où l a  concentration en sel e s t  

élevée. 

2. les thermoacidophiles qui vivent dans les milieux t r è s  chauds ( 8 0 - 1 0 0 ~ ~ )  et 

très acides ( <  2 ) .  

3.  L e s  méthanogènes qui sont des anaérobies s t r i c t e s  produisant du CH t?i p a r t i r  de 
4 

CO2 de l'hydrogène ou de quelques sources de carbone 

L e s  méthanogènes semblent cons t i tuer  un groupe ancien à l ' i n t é r i e u r  duquel 

les halophiles ont  p r i s  naissance ( f igure  2, p. 8) . 

L e s  bac té r ies  méthanogènes sont  responsables de l a  production du méthane 

biologique. On les trouve dans l a  panse des ruminants, dans les sédiments des 

marais où ils sont  à l ' o r i g i n e  des "gaz de marais" e t  dans les digesteurs 

anaérobies d'eaux usées. Leur rô l e  dans le  cycle du carbone se s i t u e  dans l a  

dernière é tape de l a  transformation en CO e t  CH4 de l a  matière organique. Leur 
2 

grande s e n s i b i l i t é  à l'oxygène les confine dans ces niches écologiques où e l l e s  

rencontrent des conditions d'anaérobiose nécessaire a l e u r  survie .  

L e s  méthanogènes, en p a r t i c u l i e r  l e s  espèces filamenteuses acétoclastes 

comme Methanothriz jouent un r ô l e  déterminant dans l e s  technologies de dépollution 



des eaux résiduaires d'industries agro-alimentaires. Cependant, le m6tabolisme de 

ces micro-organismes et sa régulation sont pratiquement inconnus. Dans le cadre 

d'une bourse de l'Agence Française pour la Maîtrise de ltEnergie, nous avons 

entrepris un travail de recherches qui ambitionne une meilleure connaissance de 

ces bactéries. en particulier des voies de l'anabolisme glucidique et de la 

glycogénogenèse de Mtx.soehngentt . 

Avant de décrire les résultats des travaux que nous avons réalisés, nous 

rappelerons quelques données essentielles quant au mbtabolisme énergétique en 

anaérobiose et aux voies de l'anabolisme glucidique. Les travaux ont fait l'objet 

des publications et communications suivantes : 

- P. PELLERIN, B. GRUSON G. PRENSIER, G. ALBAGNAC and P. DEBEIRE (1987). 

Glycogen in Methanothrix. 

Arch. Microbiol., 146, 377-381. 

- B. GRUSON, P. DEBEIRE and G. ALBAGNAC (1988). 

Purification and properties of the glycogen synthase from Methanothrix 

Soehngenii. 

Soumise à Journal of Bacteriology. 

- P. PELLERIN, B. GRUSON, P. DEBEIRE and G. ALBAGNAC 
The occurence and identification of glycogen in Methanothrix sp. 

Preliminary studies on its biosynthetic pathway. 

Colloque international : "Biologie des bactéries anaérobies" LILLE 17-18 Juin 1986. 

Microbial growth on Cl compounds. Vth International Symposium. HAREN 11-16 Août 

1986. 



ABREVIATIONS 

1 Acetyl Coa : acetyl coenzyme A 
! 1 TCA : acide tricarboxylique 

1 MPT : méthanopterine 

Mb 

aCG 

Ms 

Mtx 

PEP 

A PG 
3 

TCS 

DCCD 

CoM 

HBI 

: Methanobacterium 

: alpha-ceto-glutarate 

: Methanosarcina 

: Methanothrix 

: phosphoenolpyruvate 

: Acide 3 phosphoglycérique 

: tetrachlorosalicylamilide 

: N-N-diclohexylcarbodiimide 

: coenzyme M 

: hydroxybenzimidazole 

1 SLP : "substrate level phosphorylation" 

1 Msp : Methanospiri 22um 

ETP 

HS-HPT 

DTT 

PMSF 

O A 

MFR 

MV 

PYr 

SAB 

: "electron transport phosphorylation" 

: 7-mercaptoheptanoylthréonine phosphate 

: dithiothreitol 

: phenylmethyl sulfonyl fluorure 

: oxaloacetate 

: méthanofurane 

: méthyl viologène 

: pyruvate 

: sérum albumine bovine 



Glc : glucose 

ADP-Glc : adénosine diphosphoglucose 

UDP-Glc : uridine diphosphoglucose 

MM : masse moléculaire 





CHAPITRE 1 

ASPECTS MICROBIOLOûIQüES 

1. LES BACTERIES METHANOGENES 

L a  c l a s s i f i ca t i on  des méthanogènes é t a b l i e  par BALCH en 1979 d i s t ingua i t  

t r o i s  ordres ,  quatre  familles,  sep t  genres e t  t r e i z e  espèces. Actuellement 

(Tableau 1 ; p. 15),  on compte sep t  famil les ,  quinze genres e t  plus  de cinquante 

espèces. A l'examen microscopique, les méthanogènes ressemblent aux Eubactéries de 

p a r t  l a  t a i l l e ,  l 'absence de membrane nucléaire e t  présentent des morphologies 

c lass iques  :coques, bac i l l e s ,  sarcines  e t  s p i r i l l e s .  E l l e s  u t i l i s e n t  un nombre 

rédui t  de subs t r a t s  tels que cer ta ins  composés monocarbonés : CO2, CO, formate, 

méthanol e t  méthylamines, ce r ta ines  sont  capables d ' u t i l i s e r  l ' a c é t a t e  qui est à 

l ' o r i g i n e  de plus de 70 ;C du CH4 provenant des digesteurs  anaérobies. Bien q u ' i l  

n ' ex i s t e  pas de d i f fé renc ia t ion  taxonomique à p a r t i r  du subs t r a t ,  on oppose 

couramment les espèces acétoclas tes  aux espèces hydrogénophiles, ces dernières 

t i r a n t  l e u r  énergie de l a  réduction par 1 ' H  du CO2 en CH4. 
2 * 

L e  genre Méthanothrix (HUSER e t  aZ., 1982, TOUZEL e t  a l . ,  1988) e s t  

ra t t aché  aux flethanosa~cinaceae malgré s a  morphologie d i f f é r en t e  : il se  présente 

sous forme de bac i l l e s  allongés associés en filaments qu i  s e  regroupent en amas. 

Le Tableau II de l a  p.15 donne les carac té r i s t iques  de l a  souche de Méthanothrix 

u t i l i s é e  dans notre  étude. 

II. STRUCTURES ORIGINALES DES BACTERIES METHANOGENES 



ORDRE 

Tableau 1 : Class i f ica t ion  des bac té r ies  méthanogènes. 

Tableau II : Proprié tés  de Methanothriz soehngenii souche FE, 

ethanobac terium 

ethanobrevibac ter 

-METHANODACTERIALES ethanosphaera 

Substra ts  : Acétate 

Température optimale : 35Oc 

PH optimal : 6.5 à 7,75 

Temps de doublement : 86 h 

K s  acé ta te  : 0.7 mM 

- 
Methanothermaceae-Methanothermus 

-HETHANOCOCCALEÇ--------flet~nococcaceae flethanococcus 

ethanosarc ina 

e thanococcoïàes 

tîe thano thr i x 

---IiETHANOMICROBIALES fiethanomicrobium 

e thanogen i um 

e thanosp ir  i 11 um 

Me t h a n o ~ l a ~ g c e a e M e  thanopl anus 



A. LES PAROIS 

Les parois cellulaires des méthanog&nes ne contiennent pas de 

peptidoglycanne(KANDLER et KONIG, 1978). Elles présentent une grande diversité au 

niveau morphologique et composition chimique. La pseudomuréine (Figure 3, p. 17) 

présente des similitudes avec la muréine des Eubactéries, elle est spécifique des 

Méthanobactériales. D'autres méthanogènes possèdent une paroi protéique avec 

parfois une matrice polysaccharidique : la méthanochondroïtine (Figure 4, p. 17) 

pour les Rethanosarcinaceae. Les MethanosptriZZum et les Methanothriz (PELLERIN, 

1987) ont une gaine rigide de nature protéique et glucidique. 

B. STRUCTURE DES LIPIDES 

Les lipides des méthanogènes (et des Archaebactéries) se distinguent par 

des liaisons de type éther reliant un alcool gras (phytanol) et le glycérol (KATES 

et al., 1965). Chez les méthanogènes, des diéthers de diphytanylglycérol et des I 

l 

tétraéthers de dibiphytanyldiglycérol ont été mis en évidence (Figure 5 ,  p. 17) 1 
(LANGWORTHY, 1977). 

C. LE METHANOPHOSPHAGENE 

Le 2.3 cyclopyrophosphoglycérate (Figure 6, p. 19) ou méthanophosphagène a 

été isolé et identifié chez Mb. thermoautotrophicum par SEELY et FAHRNEY (1983) et 

KANODIA et ROBERTS (1983). Il peut représenter jusqu'à 5 % du poids sec cellulaire 

quand la bactérie est cultivée en excès de phosphate. 11 sert probablement de 

stockage de phosphate et de carbone et serait impliqué dans des mécanismes de 

régulation (EVANS et aZ., 1985). Il existe uniquement chez les Méthanobactériales 

(TOLMAN et al., 1986). 
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Figure 3 : Structures comparées de la muréine et de la pseudomuréine 
(KANDLER, 1982) 

Figure 4 : Unité de répétition de la méthanochondroïtine (KREISL, 1986). 

Figure 5 : Lipides polaires extraits de MethanospiriZZtun 
(KUSHWAHA, 1981). 
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D. LES COENZYMES SPECIFIQUES 

Les structures de ces coenzymes sont décrites dans la Figure 7 p. 19 et 

21 et l'étude des coenzymes spécifiques des méthanogènes était indispensable $. la 

compréhension des mécanismes du catabolisme et de l'anabolisme. Il s'agit 

essentiellement de coenzymes responsables soit du transport d'électrons, soit du 

transport de dérivés monocarbonés. 

1. Les corrinoïdes 

la forme 5-hydroxybenzimidazolyl cobamide est détectée en quantités très 

variables selon les souches et le substrat de croissance. Leur rôle de 

transporteur de méthyl dans la méthanogenèse à partir de méthanol est bien 

démontré (VAN DER MEIJDEN 1983). Ils interviennent également dans la synthèse 

d'acétyl CoA chez les méthylotrophes (HOLDER, 1985). 

2. Le coenzyme M ou acide 2 mercaptoéthane sulfonique (MAC BRIDE et WOLFE, 1 

C'est un transporteur de méthyle présent chez toutes les méthanogènes , 
l 

(BALCH.1979). Il est rapidement dimérisé en présence d'oxygène par la création I 
l 

d'un pont disulfure. La forme méthylée est le précurseur direct du CH4. I 

3. L'acide 7 mercaptoheptanoyl thréoninephosphate (HS-HPT) (NOLL et al., 

1986 1 

Anciennement nommé composant B (GUNSALUS et WOLFE, 1980). il intervient 

dans l'étape de réduction du méthyl-CoM en CH4. 11 présente une analogie 



Figure 6 : Structure du 2.3-diphosphoglycérate cyclique. 

O CH3 

H S C H ~ C H ~ C H ~  C H ~ C H ~ C H ~  ? N H C H ~ H O P O H  
I 1 

COOH OH 

7-mercoptoheptanoylthreonine phosphate (NOLL e t  al. 1986) 
(1-IS-HT!') 

- 
coenzyme M : HS-CH -CH2-S03 

2 CH -S-CoM 3 

(MAC BRIDE et WOLFE, 1971) 

coo- 

coenzyme ~430 

(PFALTZ, 1982) 
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Figure 7 : Structure cles coenzymes spécifiques des méthanogènes. 
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structurale avec l'acide pantothénique. 

4. Le coenzyme ~420 

Plusieurs formes diffèrent par le nombre de résidus glutamyl (EIRICH, 1978 

; VAN BEELEN, 1983). Elles sont présentes & des concentrations variables (GORRIS, 

1986). Analogue aux flavines, il s'agit d'un transporteur d'électrons associé à 

différentes activités enzymatiques du catabolisme et de l'anabolisme. Sous sa 

forme oxydée, il absorbe à 420 nm pour émettre une fluorescence jaune à 405 nm. 

5. Le coenzyme F430 

C'est un transporteur d'électrons abondant chez toutes les méthanogènes. 

Inséré dans un complexe tétrapyrrolique dérivé de la corphine, l'atome de nickel 

est perpendiculaire au plan du cycle (PFALTZ, 1982). Il est jaune non fluorescent 

et absorbe à 430 nm. Avec le coenzyme M il constitue le groupement prosthétique de 

la méthylréductase (KELTJENS et al., 1982). 

6. La méthanoptérine 

Elle a été identifiée chez Mb.thermoautotrophicum (KELTJENS, 1983) et chez , 
1 

Ms-barkeri (VAN BEELEN, 1984). Chez les Methanosarcinaceae, elle possède un résidu , 

glutamyl supplémentaire dans la chaîne latérale (sarcinaptérine).La MPT est une 

l amino-2-hydroxy-4-pteridine substituée par une chaîne latérale. Elle absorbe à 340 1 

nm et émet une fluorescence bleue. Les analogies structurales avec l'acide folique 

sont frappantes. Sous la forme active H4 MPT, son rôle de transporteur de 

groupements monocarbonés est essentiel pour les hydrogénophiles . Il s ' agit du ~432 1 
l 

de GUNSALUS et WOLFE (1978), du "Yellow Fluorescent Compound" (YFC) de DANIELS 



(KELTJENS, 1983) ,- - - - - méthanoptérine - - - - 
-C 

(VAN BEELEN, 1984 1 +- - - - - sarcinaptérine- - - - - 
-t 

O 
II 

CHOH 
I 
CHOH 

/c\,,/C\ 4, 
N CH, 

1 
CHOH 
I 

retrahydrorypentyi - 
antline 

CO-NH 
I 

-CH 
I 
fH2 

y"' 
COOH 

Z-Ribofuramsyl- Glutamic 
S -phosphate actd 

a-Hydrory - 
glularic acid 

mé thanofurane 

(LEIGH et al. , 1984) 

F i g u r e  7 : S t r u c t u r e  d e s  coenzymes s p é c i f i q u e s  d e s  oiétf ianogènes.  



(1978) et du "formaldehyde activating factor" dtESCALANTE-SEMERENA (1984). 

7 .  L e  m6thanofurane 

Anciennement nommé facteur CDR (Carbon Dioxide Reduction factor) ,  ce 

composé doit  son nom à l a  présence d'un cycle furanique (LEIGH et al., 1984). Il , 
1 

joue un r61e c l e f  dans l a  fixation du CO pour Mb.thermoautotrophicum (LEIGH et  a l .  
2 

1985 ) 1 



CHAPITRE II 

rnAB0LISrn ENERGETIQUE 

1. CATABOLISME I 

L e s  méthanogènes puisent  l e u r  énergie de l a  formation du CH, (WOLFE, 1971) 
l 

dans des  écosystèmes méthanogènes, avec une pression p a r t i e l l e  d'Hz de 1 PM. Le 

AG'O) de l a  réact ion CO2 + 4H - 
2 

> CH, + 2H0 est de -62.7 kJ (THAUER e t  al., 
2 

- 
1977) . Pour les acétoclas tes  , l a  réact ion CH -COO- + H20 - > HC03 + CH4 est 

3 l 

exergonique : A G I O  = -31 kJ. S i  l a  voie catabolique de l a  réduction du CO en CH 
2 4 1 1 

1 

est en grande p a r t i e  é lucidée,  en revanche, le mécanisme de l a  méthanogenèse à 

p a r t i r  d ' acé ta te  est moins bien cerné. Cependant, quels que so ien t  l 'espèce e t  l e  

subs t r a t  de croissance, les méthanogènes ont une étape métabolique commune, l a  

réduction du méthyl-CoM en CH,. 

A .  FORMATION DU METHYL-COM l 

L e s  voies de formation du CH4 à p a r t i r  des d i f f é r en t s  subs t ra t s  convergent 

au niveau d'un intermédiaire commun (BARKER, 1956) : l e  méthyl-CoM. 1 

Pour Plb.thermoautotrophicum, l a  formation de méthyl-CoM à p a r t i r  de CO2 

implique une s é r i e  d 'étapes de réductions du rad ica l  monocarboné aux stades 

formate (hypothétique), formaldehyde, méthényl, méthylène e t  méthyl. Le radical  

monocarboné e s t  véhiculé jusqu'au coenzyme M par  des transporteurs spécifiques : 

méthanofurane e t  tétrahydrométhanoptérine. Hormis l a  f ixa t ion  de CO2 et  s a  

réduction en formyl MF% dont le mécanisme est couplé à l a  déméthylation du méthyl- 

CoM par  l ' e f f e t  RPG inexpliqué (GUNSALUS e t  WOLFE, 1977). l a  compréhension des 



réact ions  est assez avancée (Figure 8, p. 25) et ce r t a in s  enzymes o n t  été pur i f iés .  

La formyl-MFR : H4MPT formyltransférase (DOWLY et WOLFE, 1986) cata lyse  le  

t r a n s f e r t  du rés idu formyl du MFR B la  W. Les réductions suivantes jusqu'au 

s tade  méthyl fon t  i n t e rven i r  une méthenyl-H4MPT cyclohydrolase (DIMARCO et a l . ,  l 

1986). une méthylène-H4WT : ~ 4 2 0  oxydo-réductase (HARTZELL et al . ,  1985), une 1 

méthylène-HWT réductase e t  une méthyl-H4MPT : HSCoM méthyl t ransférase ,  ( l e s  1 
4 I 

1 

deux dern ie rs  enzymes cités é t a n t  spécu la t i f s )  selon un mécanisme analogue aux 

réact ions  impliquant l ' a c i d e  folique.  L1H2 est l a  source d 'b lectrons  pour toutes 
1 

1 

ces é tapes  de réduction, pa r  l a  réact ion : - > 2 ~ '  + 2e- catalysée par  une ou 

plusieurs  hydrogénases comportant des centres  fer-soufre,  du FAD et du nickel. 

L'enzyme est capable de réduire  l e  ~ 4 2 0  (JACOBSON et a l . .  1982 ; KOJIMA et a l . ,  
l 

1983). L e  F420 in t e rv i en t  probablement pour toutes  les étapes  de réduction mais ce 

rô l e  n ' a  été clairement d é f i n i  que pour la  méthylène-H MPT : F420 oxydo-réductase. 
4 

Pour les acétoclas tes ,  on s a i t  que l e  rad ica l  méthyl de l ' a c é t a t e  e s t  

transformé en CH4 selon le  schéma : "CH -COOH -> "CH + CO (PINE e t  BARKER, 
3 4 2 

1955). On connaît très peu le  mécanisme de formation du méthyl-CoM et l'hypothèse 

ac tue l l e  (Figure 9, p. 25) est insp i rée  de l a  synthèse de l ' a c é t a t e  chez l e s  

acétogènes (LJUNGDAHL, 1986). L'hypothèse ac tue l l e  est que l'acétyl-CoA s e r a i t  

l ' in termédiaire  ac t i vé  de l ' a c é t a t e  (GRAHAME e t  STADTMAN, 1987). l e  complexe 

enzymatique responsable de sa rupture comporterait une CO-deshydrogénase (NELSON 

et a l . ,  1987) et des corrinoïdes dont l a  fonction est inconnue (EIKSMANN et  THAUER, , 

1985) . l 

La méthylation du coenzyme M à p a r t i r  de CH OH/H pour Ms.barkeri requier t  1 

3 2 
1 

deux f rac t ions  protéiques (MEIJDEN et a l . ,  1983a). MT1 dont le groupement 

prosthétique HBI cobamide est méthylé par le méthanol en présence d'ATP e t  2. Le 1 

résidu méthyl est ensui te  t r ans fé r é  au CoM par MT2. L'ATP a un r ô l e  ac t iva teur ,  l 
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Figure 8 : Formation du méthane à p a r t i r  de CO 
2 

1. formyl-MFR synthtase; 2. formyl- 
MFR:H4MPT formyltransferase; 3, methenyf-H4MPT cyclohydrolase; 4. r n e t h ~ l e n e - H ~ M P T : F ~ ~ ~  
oxidoreductase; 5. methylene-H4MPT reductase; 6, methyl-H4MPT:HS-CoM methyltransferase; and ,7, 
CH3-S-CoM methylreductase. 
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Figure 9 : Formation du méthane à p a r t i r  d 'acéta te .  

(NELSON c t u L. . 1987) 



( c'est le seul cas où des corrinoïdes sont clairement impliqués dans les trans- 

ports de Cl (Figure 10, p. 28). 

B. LE COMPLEXE METHYL COM METHYLREDUCTASIQUE 

Le fonctionnement du complexe méthylréductase de Mb.thermoautotrophicum 

(hydrogénophile) nécessitait la présence de quatre fractions protéiques : Al, A2, 

A et C et des cofacteurs : ATP, M ~ ~ + ,  FAD et HS-HPT (NAGLE et WOLFE, 1983,. 
3 

Figure lia, p. 28). La fraction Al comporte une hydrogénase dépendante du F420 et 

du FAD (NAGLE et WOLFE, 1983). Le composant A2 a été purifié (ROWIERE et al., 

1985) il est formé d'une chaine polypeptidique de masse 55 000. A2 et A (ROWIERE 
3 

et WOLFE, 1987) se lient & l'AT et seraient impliqués dans l'activation de la 

réaction par 1'ATP décrite par GUNSALUS et WOLFE (1978). L' ion M ~ ~ +  est un 

effecteur de la réaction (WHITMAN et WOLFE, 1983) indépendant de 1'ATP. Le 

composant C est la méthyl-réductase proprement dite. Il est formé de trois sous- 

unités dans une stoechiométrie a2p2Y2 (ELLEFSON, 1981). Il comporte du coenzyme M 

et du coenzyme ~430 dans un rapport 2:2.(HAUSINGER et al., 1984, HUSTER et al., 

1985, KELTJENS et al. , 1982) , le ~430 étant clairement impliqué dans la réduction 

du méthyl-CoM (HARTZELL et WOLFE, 1986). Récemment NOLL et WOLFE (1987) ont montré 

que le composant C contenait également du HS-HPT. 

Les composants Al, A*, 
A3 * 

le FAD et l'hydrogène peuvent être remplacés 

par un système donneur d'électrons artificiel (ANKEL FUCHS et THAUER, 1986) 

comportant le DTT réduit et la B12a mais ce système "minimum" n'est efficace que 

pour Mb. thermoautotrophicum souche Marburg utilisée par ces auteurs. Dans ce 

mécanisme (Figure llb, p. 28), la B12a est réduite en B12s par le D.T.T. 

L'importance des corrinoïdes dans l'activation de la méthylréductase avait été 

préalablement montré par NAGLE et WOLFE (1983) et WHITMAN et WOLFE (1982, 1983). 



Comme pour les hydrogénophiles, l'étape finale de la méthanogen&se A 

partir d'acétate est la déméthylation réductive du méthyl-CoM. En extrait 

acellulaire, le CO ou l'HP peuvent servir de donneur d'électrons (NELSON et FERRY, 

1984). La CO deshydrogénase est impliquée dans cette réaction. Des centres fer- 

soufre et du nickel interviennent dans les transferts électroniques, sans que l'on 

connaisse l'accepteur physiologique d'électrons le ~ 4 2 0  ne pouvant jouer ce rôle 

in vitro. 

Le CO libre n'a jamais été mis en évidence comme intermédiaire. En fait, 

le résidu carboxyle de l'acétate serait après rupture de la liaison carbone- 

carbone le substrat physiologique de la CO deshydrogénase. Un système minimum 

permettant la synthèse de CH4 à partir de méthylcoenzyme M a été défini par 

DEBEIRE (communication personnelle) (1988) sur le modèle Methanothriz (Figure llc, 

p. 28) avec le composant C purifié en utilisant le citrate de titane comme agent 

réducteur, il ne peut être remplacé par le CO et la CO deshydrogénase. Par 

ailleurs, selon un mécanisme hypothétique. LOVLEY et FERRY (1985) proposent que 

l'hydrogène pourrait être un intermédiaire entre le CO et la réduction du 

méthylcoenzyme M. Cette hypothése, étayée par l'observation de la production et de 

la consommation concomitante d'hydrogène par une culture de Methanosarcina sp., 

pourrait expliquer en fait que la méthylréductase fonctionne avec de l'hydrogène 

en extrait acellulaire. 

La réduction du méthyl-CoM, commune à toutes les méthanogènes, est la 

seule réaction pouvant engendrer une libération d'énergie libre suffisante pour 

être couplée à la phosphorylation de l'ADP, par exemple chez les hydrogénophiles : 

CH SCOM + 2 - >  CH^ + COM AG'" = -85 k ~ .  
3 



BI2 - HBI 

H 2 / b l ~  1 f oxidation 

CH30H3 6,B1"HB763s - 

'OM ":+ ,.+ CH3-  812- H B I  , HS-  COM CH$ - COM F ~ 3 0  

MT, 5 Methanol : Bi?, - H B I  rnethyltransferase 

MT2 = CH3 - B12 - H B I  : HS - CoM methyltransferase 

MT3 = CH3S - CoM : HS - CoM F130 methyltransferase 
MR = CH3S - CoM FL30 rnethylreductase 

Figure i o  : Formation du méthane à partir du méthanol. 

a CH SCoM + H2 > CH4 + H S  CoM 
3 Composants Al ,A2,A ,C 

3 

ATP, HS-HTP, M~~', ( B - 1 2 )  , FAD 
+ 

Mb.thermoautotrophicum souche .AH 

b CH SCoM + DTTred 
3 

> CH4 + DTT ox + HS CoM 
Composant C, HS-HTP, B 1 2 a  

Mb.thermoautotrophicum souche Marburg 

1 
l 

C CHjoM + Ti (III) citrate 
2 red. > CH4 + HSCOM + 2Ti (IV) , 

Composant C , 
( S - )  ATP, lg2*, citrate i 

B-12a, Composant IIIc OX. \ 
Mtx-soehngenii souche FE 

Figure il : Reconstitutions du système mc5thylr6ductasique 
a : GUNSALUS et WOLFE, 1980 
b : FUCHS et THAUER, 1985 
c : DEBEIRE /(communication personnelle) ( 1988) 



On considère que le quantum dtBnergie nécessaire Ci la formation d'l ATP in 

vivo est de -44 k~.mol-l. Pour les acétoclastes, le problème est different puis- 

que la réaction : Acétate + H* - > CH4 + CO2 libère -36 k~.mol-', imposant un me- 

canisme chimiosmotique. En tout état de cause, la réduction du mkthyl coenzyme M 

doit fournir une énergie supkrieure à 1 ATP puisqu'un ATP est necessaire à l'acti- 

vation de l'acétate. 

Le mécanisme du couplage est connu dans ses grandes lignes. l 

II. BIOGENESE DE L'ATP 

Comme pour les organismes aérobies, l'énergie de croissance des anaérobies 

peut provenir de deux mécanismes fondamentaux : la phosphorylation au niveau du 

substrat (SLP) et la phosphorylation par création d'un gradient de protons 

transmembranaire (ETP). 

Si l'on excepte le cas de la "respiration fumarate", le mécanisme SLP 

constitue le mode de formation d'ATP au cours des fermentations dans lesquelles 

l'accepteur final d'électrons est organique. Au cours des réactions, il se forme 

des liaisons riches en énergie (AGt0 < -20.9 kJ/mole) dont l'hydrolyse permet la 

phosphorylation de 1'ADP par une kinase. Les composés comportant une liaison riche 

en énergie impliqués dans les mécanismes SLP sont peu nombreux. Parmi ceux-ci, 

l'acétyl-CoA joue un rôle fondamental (Figure 12, p. 30). La libération d'énergie 

au cours des fermentations est assez faible, la fermentation d'une mole de glucose 

rapporte 2 ATP par la voie glycolytique d'EMBDEN MEYERHOFF et un seul par les 

voies d'ENTNER DOUDOROFF et des pentoses phosphates, contre 38 pour un organisme 

aérobie . 



Pyruvate Acétaldehyde Pyruvüi 

ACETYLCOENZYME A 

Acétoacetyl coenzyme A 

1 CoA 
Acetyl-Phosphate 

3 3 j i  

ATP 
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Figure 12 : Rôle de l'acétyl coenzyme A dans le m é t  isme hnergétique- 

: 1 Pyruvate ferredoxine oxydo-réductai 'CLostridium) 
II Acétaldéhyde deshydrogénase (CZost? ;um-DesuZforornonas) 
III Pyruvate formate lyase (CLostridizl~ ;cherichia) 
IV Thiolase (CZostridium-Escherichia/ 



Dans les mécanismes ETP (MITCHELL, 1961) les transports électroniques g6n&- 

rent une force protonmotrice qui consiste en un gradient de protons et une diffé- 

rente de potentiel de part et d'autre d'une membrane. Cette force protonmotrice li- 

bère de l'énergie se1onA~'O = -n F AE'O 

n : nombre d'électrons mis en jeu 

F : constante de faraday 96 KJ/mole 

E : potentiel dtoxydoréduction standard 

et conduit à la synthèse dlATP p ~ ~ r ~  E ' O  = 0,16 volt. La phosphorylation de 1'ADP 

par une ATP synthétase membranaire est couplée à la translocation du proton. Chez 

les anaérobies, la force protonmotrice peut être obtenue de deux mani&res : par 

photophosphorylation anoxygénique (phototrophes) ou par certains types de 

fermentation (chimiolithotrophes). 

Selon la composition en chlorophylles et en caroténoïdes, les bactéries 

phototrophes sont classées en bactéries vertes ou pourpres. La photophosphoryla- 

tion anoxygénique ne libère pas d'O, ; l'eau n'est jamais donneur d'électrons, 

ceux-ci peuvent être minéraux : dérivés du soufre (bactéries du soufre) ou 

organiques : glucose, acétate, alcool. L'énergie lumineuse (E = h ~ )  est absorbée 

sous forme de quanta par la bactériochlorophylle qui émet un électron (oxydation) ; 

son potentiel passe alors de + 440 mv à -300 mv. L'électron est intégré à une 

chaîne de transporteurs membranaires ; ferroprotéines, quinones, cytochromes, qui 

créent la force protonmotrice ; le système est cyclique (Figure 13, p. 32). 

Les fermentations dans lesquelles l'accepteur final d'électrons est une 

substance minérale permettent la formation d'un gradient de protons 

transmembranaire à l'origine du gain d'énergie. Le phénomène est mis en évidence 



Chaine des transporteurs d'blectrons 

hv Chlorophylle 

Figure 13 : Photophosphorylation cyclique. 

Cytoplasm 

ADP + Pi H++zbcATp + H 2 0  

Figure 14 : Synthèse d'ATP chez les sulfato -réductrices. 



par la croissance d ' anaérobies strictes sur H2/C02 (méthanogènes ) H2/S04- (sulfato- 

réductrices) , H~/NO~- (dénitrifiantes) et H2/~02- (dénitritantes) . Dans le cas des 
sulfatoréductrices, le gradient de protons est obtenu par une hydrogénase périplas- 

mique spécifique d'un cytochrome C (E'O = -300 mv) (PECK, 1984, Figure 14,p 32). 
3 

Pour les méthanogènes, les deux types de mécanismes ont été envisagés. 

A. LE MECANISME SLP 

L'hypothèse est énoncée par LANCASTER (1986) qui fait intervenir un 

intermédiaire formyl-phosphate capable de phosphoryler l'ATP, le mécanisme est 

couplé à la méthylréductase (Figure 15, p. 34). mais aucun fait d'expérience ne l 
1 

vient illustrer cette hypothèse. 

B. LE MECANISME ETP ! 

Un gradient artificiel de protons imposé à des cellules de Ms.barkert 

  MOUNT FORT,^^^^) et de Mb.thermoautotrophtcum (DODDEMA et al., 1979) conduit à la 

synthèse d'ATP, faisant ainsi la démonstration d'un mécanisme ETP chez les 

méthanogènes. Le lien entre la méthanogenèse sur H2/CH OH chez Ns.barkeri (BLAUT 
3 

et GOTTSCHALK, 1982) et la synthèse chimiosmotique de 1'ATP a été prouvée (Figure 

16, p. 34). En effet : 

- L'addition du protonophore TCS élimine le gradient membranaire d'~', diminue la 

concentration d'ATP en maintenant la formation de CH4. 

- L'inhibiteur d'ATP-ase DCCD inhibe la formation de CH mais n'interfère pas avec 
4 

le gradient d'~+. Cette inhibition est levée par le T.C.S. 



ADP ATP 

F i g u r e  15 : Mécanisme SLP h y p o t h é t i q u e  chez les méthanogènes. 

LANCASTER (1986) 

htiwnoi ECO TCS 

j. ;---______' i ,----.  J. 

Time 

F i g u r e  16  : Format ion d e  méthane à p a r t i r  d e  méthanol e t  d 'hydrogène  
(flethanosarcina b a r k e r i )  (BLAUT e t  GOTTSCHALK. 1982) 
a : e f f e t  du p ro tonophore  TCS 
b : e f f e t  d e  l ' i n h i b i t e u r  d'ATP ase DCCD 
c : e f f e t  du DCCD s u i v i  du  TCS 

-SCoU - Z H '  

- n s c o u  

a 

F i g u r e  1 7  : Schémas h y p o t h é t i q u e s  i m p l i q u a n t  la  m é t h y l r é d u c t a s e  d a n s  le  g r a d i e n t  
é l e c t r o c h i m i q u e  d '  H* . 
a Méthyl r é d u c t a s e  associée a l a  membrane 
b Méthyl r é d u c t a s e  e t  t r a n s p o r t e u r s  c y t o s o l u b l e s .  



Ces expériences relient clairement dans cet ordre méthanogenèse, gradient 

de protons et synth6se d'ATP en excluant un mkcanisme SLP. Le mécanisme est proba- 

blement généralisable aux autres substrats. 

C. MISE EN PLACE DU GRADIENT DE PROTONS 

La réduction du CH -CoM en CH4 est la seule étape suffisamment exergonique 
3 

pour permettre la synthhse d'ATP. Deux modèles pour le transfert d'électrons du 

système donneur au méthyl-CoM sont envisageables : 

- le transfert d'électrons du donneur au composant C membranaire, la réduction du 

méthyl-CoM crée le gradient de protons. 

- Les électrons sont transférés au composant C, cytosolique, par l'intermédiaire 

de transporteurs solubles non mis en évidence. 

La localisation immunocytochimique du composant C est selon certains 

auteurs membranaire (OSSMER et ut., 1986 ; ALDRICH e t  ut., 1987) ou cytosolique et 

membranaire (GUNSALUS et WOLFE, 1978 ; THOMAS, 1985). Dans ce cas, le composant C 

cytosolique peut provenir d'une "sur-production" de la cellule et être indépendant 

de la fonction énergétique. 



CHAPITRE III 

ANABOLISME 

1. ASSIMILATION DU SUBSTRAT CARBONE CHEZ LES METHANOCENES 

Certaines bac té r ies  méthanogènes hydrogénophiles sont capables de se 

développer s u r  un milieu minéral avec du CO2 comme seu le  source de carbone, e t  

sont  donc des autotrophes. Les espèces acétoclas tes  et  c e l l e s  u t i l i s a n t  l e  

méthanol et  les méthylamines sont  des hétérotrophes, on préfère cependant par le r  

d'acétotrophes e t  de méthylotrophes. 

Plusieurs  voies  sont connues pour l ' a ss imi la t ion  autotrophe du CO2 chez 

les anaérobies, il s ' a g i t  du cycle  réduct i f  des pentoses phosphates, du cycle 

réduct i f  des acides tr icarboxyliques (TCA) e t  l a  voie de l'acétyl-coenzyme A. 

L e  cycle réduct i f  des pentoses phosphates (Figure 18, p. ) est assez peu 

répandu parmi les anaérobies, il a été m i s  en évidence chez cer ta ines  bactér ies  

pourpres non dépendantes du souf re  tel  que Rhodopseudomonas (CODD, 1984). L e  cycle 

réduct i f  TCA (Figure 19, p. 37) est plus  répandu ; parmi les Eubactéries : 

ChZorobium ZimicoZa (EVANS e t  al . ,  1986) ; Hydrogenobacter thermophtzus (SHIBA e t  

aZ., 1985) et parmi les Archaebactéries : Thermoproteus (SCHAFER e t  a l . ,  1986). Le 

mode de f ixa t ion  le plus répandu est la  voie de l'acétyl-CoA (Figure 20, p. 37). 

Cette voie est spécifique aux anaérobies : méthanogènes (ZEIKUS, 1983 ; NCHS, 

1986) acétogènes (WOOD et a l .  , 1986 ; DIEKERT et THAUER, 1978) e t  les réductrices 

de  su l f a t e s  (JANSEN e t  al. , 1984). 
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i Figure 18 : Fixation du CO2 par le cycle de CALVIN. 

4 r H 1  Oxa loace ta te  

Succinyl  CoA C i t r a t e  \ 1 
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2-Oxoglutarate I s o c i t r a t e  

Figure 19 : Fixation du CO par le cycle réductif des acides tricarboxyliques 
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Figure 20 : Fixation du CO 2 par la voie de l'acétylcoenzyme A 
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A. FIXATION DU CO CHEZ LEÇ METHANOGENES HYDROGENOPHILES 
L 

La fixation du CO2 chez les méthanogènes hydrogénophiles aboutit B la 

formation d'acétyl-CoA qui est le premier intermédiaire stable formé (STUPPERICH 

et al., 1983). Le mécanisme de cette synthèse (Figure 21, p. 39) utilise la voie 

de la méthanogénèse jusqu'g l'intermédiaire méthyl -H4 MPT. Le (-CH ) est alors 
3 

non pas transféré au coenzyme M. mais à une protéine B corrinoïde, avec formation 

de 5-OH benzimidazolyl Co-méthylcobamide (Co-méthyl facteur III). L'étape finale 

est la condensation du (-CH ) avec le (-CO) provenant du CO2, et le coenzyme A par 
3 

un complexe comportant une CO deshydrogénase B nickel (Ni-E), (HAMMEL et al., 

1984). Outre la synthèse de novo de l'acétyl-CoA, trois réactions de carboxylation l 

ont été mises en évidence chez Nb.thermoautotrophicum : i 

(1) CO2 + acetyl-CoA + ~420 réd - > pyruvate + ~ 4 2 0  ox + CoA 

(II) CO2 + succinyl-CoA + ~ 4 2 0  réd -> 2 cetoglutarate + ~ 4 2 0  ox + CoA 

Mg2+ 

(III) HCO~- + phosphoenolpyruvate - > oxaloacetate + Pi 

Elles sont catalysées respectivement par la pyruvate synthase (1), l'aCG 

synthase (II) (ZEIKUS et al., 1977) et la PEP carboxylase (KENEALY et ZEIKUS, 

1982). La pyruvate synthase et l'aCG synthase sont spécifiques du transporteur 

d'électrons ~ 4 2 0  plutôt que du NAD, du NADP ou de la ferredoxine. Les enzymes 

clefs du cycle réductif des pentoses phosphate (phosphoribulokinase et ribulose 1, 

5, bisphosphate carboxylase) et du cycle réductif TCA (isocitrate deshydrogénase) 

n'ont pas été détectés (TAYLOR et al., 1976 ; ZEIKUS et al., 1977 ;DANIELS et 

ZEIKUS, 1978) ; Nb.therrnoautotrophicum possède en fait un cycle TCA incomplet et 

qui fonctionne dans le sens réductif, son rôle est purement anabolique, il est 

nécessaire pour la synthèse d'acide aspartique, d'acide glutamique et de leurs 



Factor Ill-E - 
I 

Methyl -H4MP 

r \i/ 
CH3-CO-Factor Ill-E 

COASH 

MFR 
2 

Figure 21 : Synthèse d'acetyl coenzylneA chez les hydrogénophiles. 



dérivés (Figure 22, p. 41) . 

B. ANABOLISME A PARTIR D'ACETATE 

L'acétyl-CoA est le premier intermédiaire formé ; des activités 

importantes d'activation de l'acétate sont détectées chez les acétoclastes pour 

lesquels les voies de l'anabolisme et du catabolisme doivent diverger A partir de 

cet intermédiaire. Deux mécanismes menant à la formation d'acétyl-CoA sont 

possibles : par l'action d'une acétate CoA ligase (Acétate thiokinase) : 

Acétate + ATP + CoA - > Acétyl-CoA + AMP + P = P 

comme pour Mtx.soehngenii (KOHLER et ZEHNDER, 1984) ou par l'action successive 

d'une acetate kinase et d'une phosphotransacetylase comme chez Ms.barkert (KENEALY 

et ZEIKUS, 1982a) et pour Ms.the~mophiZa (GRUSON, 1985). 

Mb.thermoautotrophicwn est capable d'utiliser l'acétate comme source de 

carbone cellulaire (il n'y a pas de formation de CH4 avec ce substrat), dans ce 

cas l'acétate est activé par le système thiokinase (OBERLIES et al., 1980). 

Ms.barkeri utilise deux réactions de carboxylation pour incorporer du CO 
2 

(WEIMER et ZEIKUS, 1979). la pyruvate synthase, spécifique du ~420, et 

probablement une pyruvate carboxylase, comme le montrent des expériences de 

marquage sans que l'activité enzymatique ait pu être dosée. Ms.barkeri possède 

contrairement à Mb.thermoautotrophicum une isocitrate deshydrogénase 8 NADP au 

sein d'un cycle TCA incomplet (Figure 23, p. 41) et fonctionnant dans le sens 

oxydatif, son rôle étant anabolique. Pour les acétoclastes, 1/3 du carbone 

cellulaire est dérivé du CO2. 
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Figure 22 : Assimilation du CO ch,ez Methanobacterium thermoautotrophicum. 
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( m c H S  et STUPPERICH E. 1984) 

Figure23 : Assimilation de l'acétate et du CO chez Methanosarcina barkeri. 
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(WEIMER et ZEIKUS, 1979) , ' , 



1 II. NEOGLU-SE 

Les méthanogènes n'utilisant pas le cycle de Calvin possèdent un mécanisme 

original de biosynthèse des sucres dans lequel l'acetyl-CoA est le premier 

intermédiaire, pour les hydrogénophiles comme pour les acétoclastes. 

La synthèse de glucose 6-phosphate a été étudiée en détail chez flb. 

thermoautotrophtcutn (JANSEN e t  al., 1982). une première approche a été obtenue par 

14 l'utilisation des techniques de marquage : en court terme au CO2 et en marquage 

14 à long terme avec du ( C) pyruvate. Cette approche a été complétée par la 

recherche dans les extraits cellulaires des enzymes impliqués dans ce métabolisme. 

14 Pour des temps de contact très courts, l'incorporation du CO2 par une culture en 

phase exponentielle de croissance se fait d'abord au niveau des acides aminés 

(Ala) puis au niveau du 3-phosphoglycérate et enfin dans les sucres phosphate. 

L'expérience a confirmé la non-intervention du cycle de CALVIN et que les sucres 

sont synthétisés de novo à partir du CO2. A partir de [214c] pyruvate, l'analyse 

des positions de marquage des glucosamines extraites de la paroi, en C2 et C 
5 

suggerait une voie utilisant la condensation de trioses-phosphates. De fait, les 

activités impliquées dans un tel schéma ont été retrouvées dans les extraits 

cellulaires : la pyruvate synthase (ZEIKUS e t  al., 1977). la PEP synthéthase 

(EYZAGUIRRE e t  al., 1982) qui permet la synthèse directe du phosphoenolpyruvate à 

partir de pyruvate et d'ATP, contournant ainsi la réaction irréversible de la 

pyruvate kinase. Puis l'enolase, les phosphoglycerate mutase et kinase, la 

glyceraldehyde phosphate deshydrogénase (JANSEN e t  al., 1982) et la triose 

phosphate isomérase (FUCHS e t  al., 1983) assurant la synthèse des trioses 

phosphates. Les activités aldolase et fructose l-6-bisphosphatase (FUCHS et al., 

1983) sont restées longtemps indétectables, présentant la particularité d'être 

sensibles à l'O2, et l'aldolase fonctionnant uniquement dans le sens condensation 



' et en présence de MZ+. Le mecanisme total de synthèse de glucose 6-phosphate B 

partir de phosphoenolpyruvate est celui de la glycolyse d'EMBDEN MEYERHOFF en sens 

inverse (Figure 24, p. 45). Le même schéma est soupçonné pour Msp.hungatet (MIEL 

et ut., 1983). Aucun mécanisme de régulation de cette voie n'est connu, tout au 

1 plus peut-on dire que l'activité PEP synthétase possède des effecteurs potentiels : 
l 

I llAMP, llADP, le phosphate inorganique et l'a-cetoglutarate sont inhibiteurs 

(EYZAGUIRE et al., 1982) et la fructose 1.6-bisphosphatase est inhibée par le PEP 

et dans une moindre mesure par les APG, GTP et UTP. 
3 

Chez les méthanogènes acétoclastes, les renseignements disponibles étaient 

très fragmentaires. EKIEL et ut., (1985) ont1 étudié les différentes voies de 

biosynthèse de Htz.concilii par la RMN du 13c. Le marquage sur les Cl et Cg du 

glucose à partir de (2-13c) acétate correspond à une voie de synthèse analogue à 

celle de Mb.thermoautotrophicum. Aucun des enzymes impliqués n'a été mis en 

évidence. 

1 III. LE GLYCOGENE 

L'accumulation de glycogène est un phénomène commun chez les bactéries; la 

distinction aérobie/anaérobie n'existe pas B ce niveau. L'accumulation intervient 

généralement quand les conditions de milieu sont limitantes en un élément tel que 

source d'azote, de soufre, de phosphate, généralement en phase stationnaire de 

croissance. Son rôle est défini comme une substance de réserve servant à fournir 

le matériel carboné et l'énergie de maintenance dans des conditions de non 

prolifération (PREISS et WALSH, 1981). 
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Figure 24 : Néoglucogenèse chez Methanobacteriun thernoautotrophicwn 

(JANSEN et al. , 1982) 



A. LE GLYCOGENE CHEZ LES BACTERIES MEZHANOGENES 

Du glycogène a é t 6  i s o l é  et i d e n t i f i é  chez quelques bactér ies  méthanogbes, 

Methanozobus e t  Methanococcus accumulant également glycogène e t  polyphosphates 

quand les condit ions de croissance sont l imi tan tes  en azote  (KONIG e t  al . ,  1985). 

D a n s  les m ê m e s  conditions, Ms-thermophtZa TM1 en accumule 2 % (rapport 

glycogène/protéine) (MüRRAY et ZINDER, 1987). D'autres observations ont f a i t  é t a t  

d ' inclusions  cytoplasmiques pouvant être du "matériel de réserve". Chez Ms-barkeri 

(ZEIKUS, 1977). pour d i f fé ren tes  souches de Methanosarcina (SHERER et BOCHEEJI, 1983 

; TOUZEL e t  aZ. , 1985 ; ZHILINA, 1976) pour FlethanopZanus (WILDGRUBER e t  aZ. , 1982 

;Van BRUGGEN e t  a l . ,  1986). Methanogenium (ZABEL e t  aZ., 1984) et Methanosphaera 

(MILLER e t  WOLIN, 1985). Mais aucune donnée n ' é t a i t  disponible quant aux 

mécanismes de s a  synthèse e t  de s a  dégradation, seulement quelques informations 

é t a i e n t  connues concernant l a  mobilisation possible du glycogène en cas  de carence 

de source carbonée. 

B. MOBILISATION DU GLYCOGENE 

KONIG e t  a l .  (1985) on t  montré que l e  taux de glycogène de MethanoZobus 

diminue après 24 heures dans un milieu dépourvu de source de carbone e t  que durant 

le m ê m e  temps, du CH,, est produit  en quant i t é  correspondant a un carbone de 

glucose converti .  Par contre,  Ms.thermophiZa est dans les m ê m e s  conditions capable 

d ' u t i l i s e r  toute  s a  réserve de glycogène sans production de CH4 (MURRAY e t  ZINDER, 

1987). C e s  auteurs  é tab l i s sen t  que c e t t e  dégradation s'accompagne de l a  production 

diATP.Ces données indiquent que l e  glycogène peut être dégradé en cas de besoin, 

en générant de l ' énerg ie  disponible pour l a  maintenance e t  que les méthanogènes 

possèdent un mécanisme de glycolyse. EVANS e t  a l .  (1985). par l ' é t ude  en RMN du 

13c des  molécules formées à p a r t i r  de (l13c) Glc en e x t r a i t  a ce l l u l a i r e ,  ont 



montré que le glucose pouvait Atre métabolisé par une telle voie chez Hb. 

thermautotrophictun, contrairement A ce que pensent FUCHS et al. (1983) et SPROTT 

et JARREL (1981). En supposant l'existence d'une voie glycolytique, les &actions 

de la n~oglucogenèse sont donc être rbversibles. Une question qui reste néanmoins 

en suspens est de savoir si le glycogène peut Btre dégradé jusqu'au CH,,.Dans 

l'expérience d'EVANS et al. , ii partir du (113c)~lc, aucun marquage n'est retrouvé 

au niveau de l'acgtyl-CoA, du pyruvate, de l'alanine et de l'aCG, ce qui 

excluerait la possibilité de formation de CHll qui doit passer obligatoirement par 

l'intermédiaire acetyl-CoA. 



MATERIEL ET METHODES 



1. PREPARATION DES EXTRAITS A-CELLULAIRES 

A. CULTURE EN MASSE DE METHANOTHRIX SOEHNGENII 

Methanoth~ix soehngenit souche FE, a été cu l t ivée  en fermenteur de  200 1 

(SmRIC) su r  le milieu minéral BC (basal  carbonate) de TOUZEL et ALBAGNAC (1983) 

en présence d ' e x t r a i t  de levure  à 0.1 g / l  et  avec de l'acétate de sodium comme 

source de carbone, dont l e  pH é t a i t  maintenu constant par addit ion d 'acide 

acétique g l a c i a l  au 1/2. Après 35 jours de cul ture ,  les c e l l u l e s  on t  été 

récupérées au moyen d'une centrifugeuse en continu, ré f r igérée ,  à 50 000 xg. Quand 

l 'opéra t ion  était  effectuée en anaérobiose, le bol était  balayé par  un courant 

d 'azote ; à l a  f i n  de l a  centr i fugat ion,  les o r i f i c e s  é t a i en t  bouchés pa r  des 

bouchons butyl  et l e  bol  a été vidé en chambre anaérobie. Les ce l l u l e s  on t  été 

placées en flacon de verre  e t  stockées à -80°c. 

B. PREPARATION DES EXTRAITS 

L e s  c e l l u l e s  décongelées ont  été repr i ses  par un tampon de composition 

var iable ,  homogénéisées au polytron e t  lysées  à l a  presse de FRENCH à 130 000 kPa. 

C e s  opérations pouvaient également être réa l i sées  en anaérobiose, dans ce cas ,  l a  

c e l l u l e  de  l a  presse é t a i t  remplie dans l a  chambre anaérobie et l ' e x t r a i t  

c e l l u l a i r e  é t a i t  récupéré dans un flacon bouché, s e r t i ,  sous courant d 'azote 

débarassé des dernières  t races  d'oxygène par  passage s u r  des copeaux de cuivre 

por tés  à 3 5 0 ' ~ .  Toutes ces  manipulations ont  été effectuées  à l a  température de 

 OC : les parois  e t  les c e l l u l e s  i n t ac t e s  ont  été éliminées par centr i fugat ion à 

15 000 xg pendant 20 min. 



II. TECHNIQUES ENZYMATIQUEÇ 

A.  TECHNIQUES DE DOSAGE 

1. Enzymes de la néoglucog~n&se 

D'une manière générale, les réactions ont été suivies en cinétique au 

spectrophotomètre (KONTRON UV810) grace à des réactions couplées ou par 

visualisation directe du produit. Les incubations ont été réalisées dans le I 

spectrophotomètre thermostaté à 35'~. Dans le cas d'activités sensibles à l'O2, 

les cuves étaient préalablement balayées par un courant d'N (passé sur cuivre) 
1 

2 1 

pendant 10 min.Liextrait enzymatique était injecté au travers du bouchon par une 1 

seringue HAMILTON étanche aux gaz. Les mesures des différentes activités 

enzymatiques ont été réalisées selon les protocoles suivants : I 

- Acétate kinase (OBERLIES et aZ., 1980): l'ATP formé est mesuré par la réduction 

de NADP en présence de glucose, d'hexokinase (HK) et de glucose-6- 

phosphate deshydrogénase (G6PDH). 

  ri ci ne/^+ 100 mM pH 8.2 Glucose 10 mM 

Acetyl-phosphate 2 mM NADP 1 mM 

ADP 2 m~ HK 2,8 u 

M m z  5 mM G6PDH 1.4 U 

Glutathion (SH) 2 mM 

- Phosphotransacetylase (OBERLIES et al., 1980) : La réaction est suivie 

directement à 233 nm par la formation d'acétyl-CoA. 



CoA 0.1 mM 

/ - Acetate thiokinase (OBERLIES et al.. 1980) : L'apparition d'AMP est mesurée par 

i l'oxydation du NADH en présence d'adénylate kinase (AK). de 

pyruvate kinase (PK) de lactate deshydrogénase (LDH) et de 
l l 

1 phosphoenolpyruvate (PEP) . 

  ri ci ne/^' 1 0 0 ~ ~  ~ ~ 8 . 2  PEP 2 mM 

Acetate de Na 1 mM NADH 0.4 mM 

CoA 0,2 mM PK 0.8 U 

ATP 1.5 mM AK 0.7 U 

Glutathion 2 mM LDH 3 u 

MgCl* 2 mM 

- Pyruvate deshydrogénase (ZEIKUS et al., 1977) : la réduction du méthyl viologène 

est suivie à 578 nm (E = 9.7 mM-l. cm-') . 

tri ci ne/^' 100mM pH8,6 

pyruvate de Na 10 mM 

CoA 0.1 mM 

Méthyl viologène 10 mM 

- Glycéraldéhyde-3-Phosphate dehydrogénase (ZEIKUS et al.. 1977) : la réaction est 1 

i 
suivie par l'oxydation de NAD(P)H. 1 

1 
l 

L'acide 1.3-diphosphoglycérique très I 



ins tab le  est synthbt isb  directement 

dans l'essai par  l a  phosphoglycérate 

kinase (PGK) à p a r t i r  d'ATP et  de 3 

phosphoglycérate (3 PG) . 

Tricine K+ 1 0 0 1 1 ~  ~ ~ 8 . 1  ATP 2 mM 

Glutathion (SH) 2 mM 

3 PG 2 mM 

PGK 1,5 u 

- Enolase (JANSEN et aZ., 1982) : La formation de PEP a été su iv ie  par  l 'oxydation 

du NADH en présence dlADP, de pyruvate kinase (PK) et de l a c t a t e  

deshydrogénase (LDH). 

  ri ci ne/^+ 100 mM p H  8,l NADH 0.4 mM 

M m 2  1 mM ADP 0.5 mM 

fbmercaptoéthanol 50 PK 0,4 U 

2-phosphoglycérate 2 mM LDH 5 . 5 U  

- Phosphoglycérate mutase (JANSEN e t  al., 1982) : l a  formation de 2- 

phosphoglycérate ( 2  PG) e s t  su iv i e  par  l 'oxydation du 

NADH en présence d'ADP, d'énolase (E) de pyruvate kinase 

e t  de l a c t a t e  deshydrogénase. 

T r i s  cl- 

MgCl* 

100 mM pH 7.8 ADP 0.5 mM 

4 mM NADH 0.4 mM 

2,3 diphosphoglycérate 0,5 mM 

DTT 1 mM 



1 - Phosphoglycérate-kinase (JANSEN et al. . 1982) : La formation de 1.3- 

1 bisphosphoglycérate a été suivie par l'oxydation du NADH 
l 

en présence de glycéraldéhyde-phosphate deshydrogénase 

(GAPDH) . 

Tris/Cl- 100mM pH7.1 NADH 0.4 mM 

MgSO, 5 GAPDH 2.4 U 

ATP 5 mM 

DTT 1 mM 

- Triose phosphate isomérase (FUCHS et aZ., 1983) : La formation de 

dihydroxyacétone phosphate a été suivie par 

l'oxydation du NADH en présence de glycérolphosphate 

deshydrogénase (GPDH) 

Tris /Cl- 100 mM ph 8,0 NADH 0.4 U 

DTT 1 mM GPDH 3 u 

10 mM 

D-L-glycéraldehyde 3-Phosphate 2 mM 

- Fructose 1.6-bisphosphate aldolase (FUCHS et al., 1983) : La formation du 

fructose 1.6-bisphosphate est suivie par la 

réduction du MADP, en présence de Fru 1.6- 

diphosphate phosphatase. de phosphoglucose 

l 
l isomérase (PGI) et de glucose 6-phosphate l 



Tris/Cl 

DTT 

deshydrogénase (G6PDH) . Les trioses 

phosphates ont été obtenus & partir de la D-L- 

glycéraldéhyde 3-phosphate et de la triose 

phosphate isomérase. 

100 mM pH 8,0 NADP 095 mM 

2 F1,6 P Phosphatase 25 nkat 

MgC12 20 PGI 25 nkat 

D-L-glycéraldehyde 3-phosphate 10 mM G6PDH 50 nKAT 

TPI 093 &at 

l - Fructose bisphosphatephosphatase (FUCHS et al.. 1983) : La formation du fructose 

6-phosphate a été suivie par la réduction de 

NADP en présence de PGI et de G6PDH. 

Tris Cl 100 mM pH 8.0 NADP 0.4 mM 

M m 2  20 mM PGI 60 nkat 

DTT 2 mM GGPDH 60 nkat 

FI, 6-P 2 m~ 

! - Phosphoenolpyruvate synthétase (EYZAGUIRRE et al. . 1982) : La formation de PEP a 
1 

été mesurée par l'oxydation du NADH en présence 

de KHC03. de PEP carboxylase (PC) et de malate 

deshydrogénase (MDH). 

100 mM pH 7.8 NADH 0.4 mM 

KHC03 40 

PC 16 nkat 



Pyruvate de  N a  1 mM 

DTT 2 mM 

MDH 0.1 pkat 

2. Enzymes impliqués dans l a  synthgse du glycogdne 

- Phosphoglucomutase : La formation de glucose 6-phosphate a 6 th  mesurée par l a  

réduction du NADP en présence de Glc 6-phosphate 

deshydrogenase. 

G l c  16-diP 

M m *  

DTT 

NADP 0.2 mM 

GG-PDH 8 n k a t  

- ADP-Glc synthétase : L 'ac t iv i t é  est mesurée par une technique f a i s an t  appel à un 

subs t ra t  marqué C ' ~ C ] G ~ C  1-phosphate. Dans un volume de  200 

Tris/Cl- 50 m~ PH 8 

ATP 5 mM 

MgCl* 20 mM 

[ 1 4 ~ ] ~ l c - l - ~ h o s p h a t e  0.5 mM 2ci/mole 

La séparation des produi ts  e t  des subs t ra t s  a été r éa l i s ée  en HPLC, par 

1 
une méthode d t  appariement d ' ions  que nous avons adaptée (PIMENOF et  a 2 .  . 1986) . l 

La rad ioac t iv i té  est mesurée directement en s o r t i e  de colonne par un sc in t i l l a t eu r  I 



en continu (RADIOMATIC) apr&s mélange de l'éluat et du liquide scintillant. Les 

conditions chromatographiques étaient : 2 colonnes en série (Micro bondapack : 

C18) ; l'élution est réalisee A 1.2 ml/min par : CHCN 20 % : i M F 4  3 mM et 
3 

tétrabutylaminophosphate d'ammonium (PIC A,  WATERS) : 0,01 M. 

- Glycogène synthase : L'incorporation de [I4c] glucose dans le glycogène a &té 

mesurée dans la fraction insoluble dans l'éthanol B 70 

(ORON et LARNER, 1979). Dans un volume de 100 pl. 

( NH4 204 100 mM 

Glutathion (SH) 10 mM 

M m 2  5 mM 

SAB 50 lig 

Glycogène 0,25 mg 

ADP['~]G~C 80 pm 2,25 ci/mole. 

L'essai a été incubé à 30°c. La réaction est arrêtée par 2 ml d'éthanol à 

70 % et à -20°c, après 10 min, la solution était déposée sur un filtre Wathman GF/F 

en fibre de verre, lequel était rincé par 2 x 10 ml d'éthanol 70 % sur porte 

filtre Millipore puis par 3 x 1 ml sur verre fritté. Le filtre était séché 20 min, 

placé dans un pillulier de comptage avec 5 ml de liquide scintillant (Insta-gel). 

B. PURIFICATION DE LA GLYCOGENE SYNTHASE 

Toutes les étapes et manipulations des fractions enzymatiques ont été 

réalisées à une température ne dépassant jamais D OC. 



1 1. Chromatographie d'&change d ' ions  

L e  support é t a i t  une DEAE-cellulose (DE 52 WHATMAN) équ i l ib rée  dans l e  

Tris-Cl 30 mM pH 8.0 avec du DTT 1 mM. Une colonne de 250 m l  permettai t  de 

t r a v a i l l e r  avec 1 g de proté ines  estimé selon le dosage de BRADFORD. L e  rinçage 

é t a i t  e f fec tué  avec l e  tampon d'équil ibrage jusqu'à ob ten i r  une quant i té  de 

proté ines  dans l ' é l u a t  i n f é r i eu re  à 0.1 mg/ml. La chromatographie était  ensui te  

développée par  un gradient de O à 0.3 M en NaCl. 

2. Chromatographie d t i n t6 rac t i ons  hydrophobes 

L ' ex t r a i t  à chromatographier était amené à 1 M en s u l f a t e  d'ammonium. 

Après une heure, les protéines  précipi tées  é t a i e n t  éliminées par centr i fugat ion à 

2000 g pendant 20 min. Le supernageant é t a i t  ensu i te  appliqué su r  une colonne de 

phényl-Sépharose C L ~ B  (50 m l  de g e l  par g de proté ine)  équi l ib rée  dans le  Tris-Cl- 

50 mM pH 7.4, DTT 1 mM et  s u l f a t e  d'ammonium 1 M (Tampon 1). Après rinçage avec l e  

tampon 1, l a  chromotographie é t a i t  développée par  l e  ~ r i s / C l -  50 mM pH 7.4, DTT 1 

mM et s u l f a t e  d'ammonium 0.1 M (tampon II). 

3.  Chromatographie d ' a f f i n i t é  

L e s  f r ac t i ons  provenant de l a  chromatographie su r  phényl-Sépharose on t  été 

déposées s u r  une colonne de concanavalin A-Sépharose, de capaci té  théorique de 10 

f o i s  l a  quant i t é  de  sucres ex i s t an t  dans l a  f ract ion.  La colonne étai t  équi l ibrée  

dans l e  tampon II. Après r inçage exhaustif (dosage au Bradford = O), l a  

chromatographie étai t  développée par  l'a-méthyl-glucoside 0.5 M dans le  tampon II. 

C. TECHNIQUES D'ANALYSES 



1. Dosage des prothines 

sérum albumine bovine f rac t ion  V comme éta lon.  

2. Dosage des sucres totaux 

L e s  sucres totaux on t  A t é  dosés par  l a  méthode au phénol-sulfurique de 

DUBOIS et al. (1956). 

3.  Electrophorèse en conditions non dénaturante 

El les  ont  été réalisées en g e l  de polyacrylamide à di f fé ren tes  

concentrations d'acrylamide de 7 , 10 % et  12 %, selon l e  protocole de LAEMMLY 

(1970)- 

4. Electrophorèse en conditions dénaturante 

E l l e s  ont  été r éa l i s ée s  en g e l  de polyacrylamide en présence de SDS 0,l 

s o i t  à une concentration d'acrylamide de 10 % ou par un gradient 5-25 S. Les 

échant i l lons  é t a i e n t  dénaturés à 1 0 0 ' ~  pendant 2 min dans l e  tampon de lyse  (Tris-  

C l  3 M ph 8,9 ; 5 % SDS,5 % fj.mercaptoéthano1, 20 % glycéro l ) .  

5 .  Détermination de l a  masse moléculaire de l a  glycog2ne synthase 

La MM de la  proté ine nat ive  a été estimée par  f i l t r a t i o n  s u r  gel  s u r  une 

colonne 3 x 100 cm de Sephacryl S200 dans le tampon II. Une f r ac t i on  "phényl- 



Sépharose" a été concentrée 10 fois par ultrafiltration (AMICON) et incubee B 25'~. 

pendant 1 heure avec de l'a-amylase pancréatique avant d'être injectée sur la 

colonne. 

6 .  Dosage de 1'ATP 

La concentration dfATP a été estimée après traitement de l'extrait 

acellulaire à l'éthanol en chromatographie liquide haute performance par une 

technique d'appariement d'ions (PIMENOV et a t . ,  1986). 



RESULTATS 



CHAPITRE 1 

ETUDE DE LA NEOCLUCOGENESE CHEZ FIETHANOTMIX SOEHNGENII 

1. SYNTHESE DU PEP 

A.  ACTIVATION DE L'ACETATE 

L e s  e x t r a i t s  a ce l l u l a i r e s  cata lysaient  l a  formation d ' acé ty l  coenzyme A 

p a r t i r  d ' a cé t a t e  d'ATP et de coenzyme A ,  chaque const i tuant  é t a n t  nécessaire il l a  

réact ion.  Aucune a c t i v i t é  acé ta te  kinase n i  phosphotransacétylase n ' a  é t é  détectée. 

Dans l e  dosage de l ' a c é t a t e  thiokinase, c ' e s t  l a  l i bé ra t i on  d'Am qui  est mesurée 

v i a  l ' adényla te  kinase et  le  système de couplage. L e  Pl, P d i  (adénosine-5') 
5 

pentaphosphate, qu i  est un inh ib i teur  spécifique de l 'adénylate  kinase,  permet de 

mettre en évidence que l e  rés idu adénylique formé est bien 1'AMP (Figure 25, p. 

63). L ' ac t i v i t é  spécifique de l ' a c é t a t e  thiokinase a i n s i  démontrée é t a i t  de 50 

nkat ( 3  U) par mg de protéine. Mtx.soehngenii souche opfikon, u t i l i s e  l e  même 

système que l a  souche FE (KOHLER e t  ZEHNDER, 1984). e t  avec une a c t i v i t é  

spécif ique tou t  à f a i t  comparable de 83 nkat/mg. C e t  enzyme est probablement 

spéc i f i quedu  genre Methanothrix a lo r s  que les acé ta te  kinase et 

phosphotransacétylase s e r a i en t  spécifiques du genre Methanosarcina. 

B. FORMATION DU PYRWATE 

L a  réact ion é t a i t  cata lysée par l a  pyruvate synthase : 

Acetyl-CoA + CO2 + 2 [HI - > pyruvate + CoA 



Cette activité a été dosée dans le sens de la formation d'acétyl-CoA avec 

un accepteur d'électrons artificiel : le méthyl-violog&ne (MV) dont le potentiel 

redox est E'O = -446 mvolt. Le dosage était obligatoirement réalisé dans des 

conditions d'anaérobiose car d'une part, le MV réduit était immkdiatement &oxydé 

par l'oxygène, d'autre part la préparation enzymatique est rapidement inactivée en 

présence d'air. L'activité spécifique mesurée dans ces conditions était de 3,50 

nkat (0,21 u) par mg de protéine. Les coenzymes NAD, NADP et FAD nétaient pas 

réduits. Le F420 isolé de Mb.thermoartotrophicum selon la méthode de SCHONHEIT et 

al. (1981) pouvait servir d'accepteur d'électrons mais son efficacité était 

moindre : 2.5 nkat (0,15 u) par mg. Etant donnée la faible concentration 

intracellulaire de ~ 4 2 0  de Mtx.soehngenit (GORRIS et VAN DER DRIFT, 1986). il 

n'est pas acquis contrairement à Mb.thermoautotrophicum (ZEIKUS et al., 1977) que 

cet accepteur soit celui impliqué in vtvo. 

C. FORMATION DU PHOSPHOENOLPYRUVATE 

La PEP synthétase : pyruvate + ATP - > phosphoenolpyruvate + AMP + Pi a 

été mise en évidence dans les extraits acellulaires avec une activité spécifique 

de 0.33 nkat (0,020 U) par mg de protéine. La réaction irréversible de la pyruvate 

kinase est rendue possible par l'utilisation de deux liaisons riches en énergie, 

la libération d'Ai@ a été par ailleurs mise en évidence par couplage avec le 

système adénylate kinase-pyruvate kinase et lactate deshydrogénase. Des organismes 

photosynthétiques utilisent une réaction légèrement différente catalysée par la 

pyruvate-phosphate dikinase : pyruvate + ATP + Pi - > Phosphoenolpyruvate + AMP 

+ Px P, cette activité n'a pas été retrouvée chez Mtx soehngenit. 



D. CONCLUSION 

La synthése de PEP $ partir d'acétate fait intervenir les activités 

acétate thiokinase, pyruvate synthase et PEP synthétase. L'ATK possedait une 

activité spécifique tr&s &levée, plaçant ainsi l'acétyl CoA comme intermbdiaire 

vraisemblable A la fois des voies anaboliques et cataboliques. La pyruvate 

synthase est impliquée dans l'assimilation d'un CO,. Le pyruvate est également un 

métabolite essentiel : c'est le précurseur de l'alanine, nous avons mis en 

évidence l'activité glutamate pyruvate transaminase avec une activité spécifique 

de 0.28 nkat (0.017 u) par mg de protéine. La PEP synthétase a également été mise 

en évidence chez Mb.thermoautotrophiczun (EYZAGUIRRE, 1982). Le PEP, outre son r81e 

dans la néoglucogenèse est le précurseur de l'oxaloacétate (OA) par une PEP- 

carboxylase chez Mb.thermoautotrophicum (KENEALY et ZEIKUS, 1982) et par une 

activité non encore détectée chez Ms.barkeri (WEIMER et ZEIKUS, 1979). Nous avons 

essayé sans succès différents systèmes pour la synthèse d'OA : 

pyruvate carboxylase : pyr + CO, + ATP + H20 - > OA + ADP + Pi 

PEP carboxylase PEP + CO2 - > OA + Pi 

PEP carboxyphosphotransferase : PEP + CO2 + Pi - > O A + P  P 

PEP carboxykinase : PEP + CO, + ADP - > OA + ATP 

Chez Ms.barkeri, 1'OA permet grâce à la citrate synthase l'accès au cycle réductif 

et incomplet des TCA qui mène à l'a-cétoglutarate et donc au glutamate : 

OA + acetyl-CoA - 
1 > citrate I 

~ 

Nous avons pu mettre en évidence chez Mtx soehngenii l'activité glutamate oxalate 

transaminase avec une activité spécifique de 0,41 nkat (0,025 u) par mg de 



protéine. 

Ces premières étapes de l'assimilation de l'acétate que nous avons mis en 

évidence dépassent largement le cadre de la néoglucogenèse (Figure 26, p. 63) .  Une 

étude plus approfondie des enzymes et des régulations éventuelles apporterait 

beaucoup dans la compréhension du métabolisme de Mtx soehngenii. 

II. FORMATION DES TRIOSES PHOSPHATES 

Nous avons mis en évidence les activités : énolase : 0.75 nkat (0,045 u) 

par mg de protéine, phosphoglycérate mutase : 0,15 nkat (0,009 u) par mg de 

protéine, 3 phosphoglycerate kinase : 0.27 nkat (0,016 u) par mg de protéine, 

glycéraldehyde phosphate deshydrogenase : 1 nkat (0.06 u) par mg de protéine et la 

triose phosphate isomérase : 2,5 nkat (0,15 u) par mg de protéine. I 

L'activité phosphoglycérate mutase est strictement dépendante du 2-3- 

diphosphoglycérate ; sans son ajout au milieu réactionnel, l'activité est détectée 

mais avec une activité spécifique plus faible. En éliminant la fraction 
1 

micromoléculaire (colonne PD 10 PHARMACIA), aucune activité n'est détectable. La 

glycéraldehyde phosphate dehydrogénase est 4 fois plus active avec le NADP qu'avec 

le NAD. L'enzyme est probablement spécifique du NADP. 

Ces activités sont somme toute assez classiques et leur présence a été 

reportée chez Mb. thermoautotrophicum (JANSEN et a l .  , 1982) . 

III. FORMATION DES HEXOSES PHOSPHATES 

Nous avons pu mettre en évidence une activité aldolase, l'activité 1 



sp6cifique est faible 0,03 nkat (1,8 mu) par mg de protéine. En aucun cas, la 

scission du fructose 1.6-diphosphate n'a pu être mise en bvidence. L'activité 

requiert la présence de groupements -SH et présente une assez grande instabilité 

sans qu'une relation avec une possible sensibilité B l'oxygène puisse être 

démontrée comme pour Nb-thermoautot~ophicum (FUCHS et a l . ,  1983). 

La fructose 1.6-diphosphatase a également été detectée avec une activité 

spécifique de 0,15 nkat (0.09 u) par mg de protéine. Elle est totalement inhibée 

par 1'EDTA et nécessite la présence d'ions ~ g ~ +  et de groupements SH. Mn2* peut se 

substituer à M ~ ~ +  avec une efficacité de 35 . L' activité est insensible à 

l'oxygène. Cette activité est considérée comme une étape clef de la néoglucogenèse. 

Nos tentatives pour aborder une étude plus approfondie se sont heurtées Ci un 

problème de dégradation protéolytique, mis en évidence par un décalage du spectre 

de pH vers les pH basiques, le pH optimal étant de 9,5 (Figure 27, p. 66). Un 

phénomène identique a été décrit par MIZüNüMA et TASHIMA (1986) et NIMMO et TIPTON 

(1975). L'emploi d'inhibiteurs de protéases : PMSF, Leupeptine, pendant la lyse 

des cellules a été inefficace pour résoudre ce problème. 

La formation de glucose 6-phosphate est réalisée par une Glc6-Pisomérase : 

0.17 nkat (0,Ol u) par mg de protéine. 

IV. CONCLUSION 

Nous avons mis ,en évidence par le dosage des activités enzymatiques 

(Figure 28, p. 63 ; Tableau III, p. 6S) la voie de la synthèse du Glc 6-Phosphate 

chez Mtx.soehngenii Ci partir d'acétate et de CO2. La voie de biosynthèse à partir 

du PEP correspond à la voie inverse de la glycolyse d'EMBDEN MEYERHOFF, c'est-8- 

dire via la condensation aldolique des trioses phosphates. Le bilan net de la 
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Enzyme A c t i v i t é  nkat / 
l s p é c i f i q u e  mg proteine 

I Acetate thiokinase 50 
II Pyruvate synthase 3.50 
III Phosphoenolpynivate synthetase 0.33 
IV Enolase 0.75 
v Phosphogiycerate mutase 0.15 
VI Phosphogiycerate kinase 0.27 

VII Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1 .O3 . 
JII I Triosephosphate isomerase 2.50 
l x  Fructose-1 ,&bisphosphate aidolase 0.03 
x Frucîose-l,&bisphosphate phosphatase 0.15 

4 I Phosphoglucose isomerase 0.17 

Tableau1111 % A c t i v i t é  d e s  enzymes ca ta lysant  l a  synthese de glucose 6-phosphate à 
p a r t i r  d'  a c é t a t e  chez /plethanothriz soehngeni i FE. 



néoglucogenèse est : 

2 acétate + 2 CO + 6ATP + 7 H20 + 2 NADPH + 2e- - 
2 2 

> Glc6P + 2 ADP + 4 AMP + 

9 Pi + 2 NADP 

C e t t e  voie est identique B c e l l e  décrite par Hb.thermoautotrophictun et nos 

résultats sont compatibles et complémentaires de ceux obtenus par analyse en RMN 

d'EKIEL et  al. pour Ntx.conciZii. 



CHAPITRE II 

BIOSYNTHESE DU GLYCOOENE CHEZ HETHANOTHRIX-SOEHNGENII 

Un polysaccharide a été isolé dans la fraction soluble des extraits 

acellulaires de Methanothrtx soehngenti souche FE. Le glucose a été le seul 

produit détecté par CPG après hydrolyse à l'acide trifluoroacétique. De plus, les 

résultats des hydrolyses enzymatiques à l'amylase et à l'amyloglucosidase ont 

permis de mettre en évidence des liaisons de type a 1-4 et a 1-6. La longueur 

moyenne des chaînes était de 13 résidus de glucose. Enfin, le spectre infra-rouge 

était identique à celui du glycogène commercial de foie de lapin (MERCK). Le 

polysaccharide a donc été identifié à du glycogène, substance de réserve commune 

chez les bactéries. Au cours de la culture du microorganisme en fermenteur de 200 

1, le taux de glycogène des cellules est demeuré constant et représentait environ 

2 % du poids sec cellulaire. 

La biosynthèse du glycogène est différente chez les mammifères et les 

bactéries. Le précurseur des résidus glucosyls est soit 1'UDP-Glc soit 1'ADP-Glc. 

Par ailleurs, le site de régulation de la synthèse est différent. Chez les 

mammifères, il intervient au niveau de la glycogène synthase et procède par une 

combinaison de mécanismes de contrôle de l'activité impliquant la phosphorylation- 

déphosphorylation de plusieurs sites a sérine, dans lesquels viennent se greffer 

des phénomènes allostériques tels que l'activation par le Glc 6-phosphate. Ces 

mécanismes de régulation sont d'autre part sous contrôle hormonal très fin. 

L'enzyme est ainsi régulée très strictement. Chez les Eubactéries, la synthèse de 

glycogène est régulée au niveau de la formation du précurseur nucléotidique qui 

est 1'ADP-Glc. Selon la spécificité de l'intermédiaire métabolique activateur, les 

ADP-Glc synthetases sont classées en plusieurs groupes (tableau IV, p. 30), elles 



phototrophes nonphototrophes ' activateur 

Cyanobactcria 
Green ; s l g x  

Tableau I V  

At2rot~rotrrls Sp. 

hli<~ror~o<~rrr.v /rrtrrts 

hl,.c.ohtri.trrit,ni strirsninris 

Fnictosc-&phosphilte 

Fructose- 1.6-bisphosphate 

Pyriiv;ite 

Fructose-6-phosphate 

Fructose- l .&bisphosphate 

Fructose- 1.6-bisphosphate 

Pyridoxal-phosphate 

NADPH 

,:Regroupements des ADP-Glucose synthétases se lon l a  s p é c i f i c i t é  de 
1 ' activateur . 
(PREISS et WALSH, 1981) 



sont  g6n6ralement inhibées par  l'ADP, 1'W et  le phosphate inorganique. L a  

glycogQne synthase quant à elle ne présente aucun phénomhe de rkgulation (PREISS 

e t  WALSH, 1981.). 

1. RECHERCHE DES ENZYMES IMPLIQUES DANS LA BIOSYNTHESE DU GLYCOGENE 

A. PHOSPHOGLUCOMUTASE 

C e t  enzyme catalyse l a  réact ion Glc 1-P - Glc 6-P. L 'ac t iv i té  

spécifique est de 0,18 nkat par mg de protéine,  en présence de 0.02 mM de glucose 

1 ,6  diphosphate. Comme dant le cas de l a  phosphoglycérate mutase vis-à-vis du 2 , 3  

diphosphoglycérate, l ' a c t i v i t é  est strictement et  classiquement dépendante du 

glucose 16 diphosphate. 

B. ADP-Glc SYNTHETASE 

C e t  enzyme catalyse l a  réact ion : ATP + Glc 1-P - > + ADP-Glc + P P. 

Quelles que so ien t  les conditions du dosage, nous n'avons pu l a  mettre en évidence. 

L e  bon fonctionnement du système de dosage a é t é  v é r i f i é  par l a  mesure de 

l ' a c t i v i t é  ADP-Glc pyrophosphatase : ADP-Glc - > AMP + Glc 1-P s o i t  60 p.moles 

par minute e t  par mg de protéine.  L ' ac t iv i t é  est probablement perdue au cours de 

l a  préparation de l ' e x t r a i t ,  l a  protéine enzymatique serait ins tab le  dans nos 

conditions opératoires.  

C. GLYCOGENE SYNTHASE 

Une a c t i v i t é  glucosyl t ransférase  a été mesurée B l a  f o i s  avec 1'UDP-Glc 

(O,7 mM) et  1'ADP-Glc (0.7 mM) comme donneurs de résidus glucosyls. Les v i tesses  



d'incorporation étaient comparables, respectivement de 10.8 et 33 pkat par mg. Des 

premières expériences ont montré que l'affinité avec laquelle ils étaient utilisés 

&ait très différente : 625 @ pour 1'UDP-Glc et 8w pour 1'ADP-Glc. Par ailleurs, 

des expériences de compétition entre les précurseurs ont montré que l'addition 

d'un excès de 10 fois en ADP-Glc à un milieu réactionnel contenant 0.35 mM d'UDP 

C ~ ~ C I G ~ C  résultait en l'inhibition totale de l'incorporation de radioactivité dans 

la fraction précipitable il l'alcool. Par contre, un excès dtUDP-Glc de 100 fois 

était nécessaire pour obtenir 50 % d'inhibition à partir de 0.35 mM dtADP c~~c]G~c. 

Ces premiers r6sultats indiquaient l'existence d'activités glucosyl 

transférasiques dans les extraits, capables d'utiliser 1'ADP-Glc et ltUDP-Glc et 

suggéraient la présence d'une seule glycogène-synthase capable d'utiliser les deux 

précurseurs nucléotidiques, mais avec des affinités différentes. De plus, 

l'affinité très supérieure pour ltADP-Glc le désignait comme précurseur potentiel 

de la glycogène synthase in vivo, l'importance physiologique de l'activité UDP- 

glucosyl transférasique n'étant que peu compatible avec des concentrations 

cytoplasmiques en UDP-Glc. 

II. PURIFICATION DE LA GLYCOGENE SYNTItASE 

A. CHROMATOGRAPHIE D'ECHANGE D'IONS 

Nous avons réalisé une chromatographie d'échange d'ions sur DEAE cellulose 

(DE-52). L'activité enzymatique a été éluée avec une force ionique correspondant à 

0,15 M de NaCl, accompagnée d'une fraction protéique présentant une couleur jaune 
b i s  

soutenue (Figure 29, p. 73) . Eh immunoblotting contre des anti-séra anti sous 

unités du composant C de Ms.mazei MC (THOMAS, 1986). la fraction présentait les 
3 

trois bandes caractéristiques du composant C de la méthylréductase, cette protéine 



représente environ 10 % des protbines totales de l'extrait cellulaire de Wtx. 

soehngenii. La purification moyenne au cours de cette étape Atait de 2 tl 4 fois 

pour un rendement d'environ 50 %. Les tentatives de purification suivant cette 

étape (chromatographie d'affinité sur C0n.A-sepharose, voir Matériel et Méthodes, 

p. 56) n'ont pas permis d'obtenir une fraction glycogène-synthase non contaminbe 

par cette protéine. Cette protéine était connue pour être retenue dans certaines 

conditions sur une colonne de phényl-Sépharose (ROWIERE et WOLFE, 1987). Nous 

avons donc tenté d'utiliser cette propriété pour l'éliminer en tant que 

contaminant de la glycogène synthase. 

B. CHROMATOGRAPHIE D'INTERACTIONS HYDROPHOBES 

En présence de 1 M de (NH4)204, la majeure partie des protéines, dont le 

composant C, est retenue sur la colonne de phenyl-Sepharose. La fraction non 

retenue comportait le glycogène et l'activité était retrouvée uniquement dans 

cette fraction. En effet, le glycogène et les glycogène-synthases possèdent des 

interactions assez fortes chez les bactéries. La purification était de 5 il 7 fois 

pour un rendement de 65 à 70 %. L'intérêt de cette étape, outre ses bonnes 

performances, résidait dans l'élimination du composant C et dans l'obtention de 

l'enzyme sous forme liée au glycogène, ce qui permettait d'envisager une technique 

d'affinité pour la suite de la purification. Nous avons par ailleurs pu montrer 

que l'enzyme était beaucoup plus stable sous cette forme. 

C. CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE 

A l'issue de la chromatographie d'interactions hydrophobes, la fraction 

active a été dialysée jusqu'à obtenir une concentration de 0.1 M en (NH4)2S04 

environ,avant d'être appliquée sur une colonne de concanavaline A-Sepharose. 



L'enzyme l ié au glycogdne était  retenu dans ces conditions et pouvait 6 t r e  libéré 

par  l'a-Me-Glc 0.5 M. La préparation était  pur i f ihe  d'un f ac t eu r  170 pour un 

rendement avoisinant les 100 %. L'enzyme-glycogène est conservé & -20°c en 

présence de 1 mg/ml de sérum a1bumine.k glycérol  é t a i t  un mauvais conservateur, I 

les pe r t e s  é t a n t  de  60 & 70 % en quelques jours en s a  présence. Le protocole et 

les r é s u l t a t s  de l a  pu r i f i ca t i on  son t  donnés dans le tableau V,  p. 73 "".' 

III. PROPRIETES DE LA GLYCOGENE SYNTHASE 

A. PROPRIETES PHYSICOCHIMIQUES 

Différentes t en t a t i ve s  d 'électrophorèse en milieu non dénaturant dans des 

ge l s  à 12 ; 10 et 7 % en acrylamide se sont  soldées par de s  échecs. Après 

colorat ion,  les ge ls  présentaient  un ha lo t  d i f fu s  plus ou moins l o i n  du dépôt. La I 

présence du glycogène associé peut expliquer ce phénomène. En SDS PAGE, une seule 1 
bande a été mise en évidence après colorat ion au bleu de coomassie ou au n i t r a t e  l 

1 

d'argent ,  l'enzyme était  donc p u r i f i é  jusqu'à homogénéité. La masse moléculaire i 
l 

é t a i t  de 32 000 dal tons  (Figure 30, p. 75). Pour obtenir  l a  masse moléculaire de 
1 

l a  proté ine nat ive ,  nous avons dû séparer l e  complexe enzyme glycogène par l 

hydrolyse avec de l'a-amylase avant d ' e f fec tuer  une f i l t r a t i o n  s u r  g e l  sephacryl 

S 200. La MM a i n s i  obtenue é t a i t  de 130 000 daltons (Figure 31, p. 75) suggérant 

une proté ine composée de 4 sous-unités identiques. 

B. PROPRIETES CATALYTIQUES I I  1 
I 

l 
L'enzyme p u r i f i é  possèdait une a c t i v i t é  spécifique de 0.99 U/mg avec 1'ADP- l 

l 
l 

Glc. L'enzyme possédait une la rge  plage d'optimum de pH, son a c t i v i t e  spécifique 1 



Figure 30. : Analyse des fractions purifiées en SDS-PAGE. 
A : révélation au bleu de coomassie 
B : révélation dau nitrate d'argent 

ligne 1 : témoins de masse moléculaire : 94 000 ; 67 000 ; 43 000 ; 
30 O00 ; 20 100 et 14 400. 

2 : fraction obtenue après la phényl-Sépharose 
3 : fraction obtenue après la concanavaline A-Sepharose. 

Figure 31 : Mesure de la massemol6culaire de l'enzyme par filtration sur gel* 

étalons demasse mol6culaire : 232000 ; 158 000 ; 67 000 et 43 00. 

75 



variant de 20 % entre pH 6,6 et 8,8. A pH 7.4, son activité était de 0,gg pole 

par minute et par mg de protéine. La temperature optimale était de 25-30"~ pour 5 

min d' incubation (Figure 32, p. 77) . Pour les valeurs de température supérieures, 
l'enzyme était rapidement inactivé. A 3 0 ' ~ ~  la demi-vie de la préparation de 

glycogène-synthase était de 1 min 20 sec (Figure 33, p. 77). A 25'~ dans notre 

milieu réactionnel, l'enzyme était stable pendant 30 min., au bout d'une heure, la 

perte représentait environ 10 %. D'autre part le milieu réactionnel avait un r61e 

protecteur vis-à-vis de l'enzyme essentiellement dG à la présence du glutathion, 

du (NH4)2S04 et de la SAB, l'omission d'un de ces composés conduisait à la perte 

d'activité de 20 à 25 %, à 25O~ après 30 min. d'incubation. Les constantes de 

vitesse maximale V et d'affinité KM ont été déterminées avec une concentration 
max 

saturante en glycogène. Pour 1'ADP-Glc, la V calculée par la représentation de 
max 

1INEWEAVER et BURK était de 18,3 nkat (1.1 u) par mg de protéine et le KM était de 

9 IIM. La préparation présentait également une activité UDP-Glc glucosyl 

transférase avec une Vmax de 7,7 nkat (0~46 u) par mg de protéine et une constante 

d'affinité de 2.5 mM.Ces résultats confirment et complètent ceux obtenus en 

système non purifié. Une seule glucosyl transférase est impliquée dans les 

extraits acellulaires et 1'ADP-Glc est selon toute vraisemblance le précurseur in 

vivo de la synthèse de glycogène. Cette propriété l'apparente aux glycogène 

synthases d'origine eubactérienne dont aucune ne possède de régulation. Nous avons 

voulu vérifier si tel était bien le cas pour Mtx.soehngenii. 

C. PROPRIETES DE REGULATION 

Nous avons testé des intermédiaires glycolytiques et différents 

nucléotides susceptibles de modifier l'activité, tous à la concentration de 1 mM. 

Les intermédiaires, l'VIF, le GTP, 1'AMP et le phosphate inorganique n'avaient 

aucun effet sur l'activité enzymatique. Au contraire, 1'ATP et 1'ADP dans une 



................................................. 
~Effecteur tes té  Activité % 

None 
Glucose 6-phosphate 
Glucose 1 -phosphate 
Fructose 6-phosphate 
Fructose 1 -6-diphosphate 
3-phosphoglycerate 
Phospho-enol-pyrwate 
Pyruvat e 
Inorganic phosphate 
AMP 
ADP 
ATP 
UTP 
GTP 

Tableauvi : Effet des intermédiaires glycolytiques de nucléotides et de phosphate 
inorganique sur l'activité glycogène-synthase. 

Figure 34 : Activité glycogène-synthase en fonction de différentes concentrations 
d'AT. [ ADP-Glc] = 80 m. 



moindre mesure, inhibaient fortement l'activité (tableau VI, p. 78). L'inhibition 

par 1'AW 1 mM était presque totale ; des concentrations beaucoup plus faibles se 

sont révélées encore très actives (Figure 34, p. 78). D'autre part,il n'&tait pas 

possible de lever l'inhibition produite par 250 pM d'AW avec le Glucose 6- 

phosphate ou le pyruvate à 10 mM. Le mécanisme et les constantes d'inhibition vis- 

&-vis de 1'ATP et de 1'ADP ont été étudiées. Pour I'ADP, le mécanisme était de 

type compétitif, ce qui relève d'une inhibition classique par un produit de la 

réaction. La constante d'inhibition était de 150 m. Pour l'ATP, nous avons 

également démontré un mécanisme de type compétitif (Figure 35, p. 80) avec un Ki 

de 5 PM. La stimulation par le ~ g ~ '  pourrait être due à la formation d'un complexe 

Mg-ADP qui n'est plus sous cette forme un inhibiteur effectif de la glycogène 

synthase selon PREISS et GREENBERG (1965). 

IV. CONCLUSIONS 

Cette purification est la première décrite pour une glycogène-synthase 

d'origine archaebactérienne. Au cours des deux étapes chromatographiques, l'enzyme 

n'est jamais séparé du glycogène, ce qui augmente notablement sa stabilité. La 

chromatographie d'affinité permet d'obtenir un facteur de purification élevé, le 

ligand 4-aminobutyl utilise pour la glycoghe-synthase d'E.Co2i (CATTANEO et al., 

1979 ; FOX e t  al., 1976) n'est pas efficace dans notre cas. La concanavaline A est 

capable de fixer le glycogène auquel l'enzyme reste fixé (SOLLING H. et WANG, 

1973) et son utilisation s'est révélée très intéressante. La procédure entière 

donne une purification de plus de 800 fois pour un rendement de 67 ,%. La sous 

unité de la glycogène synthase de Mtx.soehngenZi a une masse moléculaire de 32 000 

daltons valeur a comparer avec les mammifères et les levures : 77 à 100 000 

daltons (CAMICI et a 2 .  , 1984 ; HUANG et CABIB, 1974 ; Mc VERRY et KIM, 1974 ; 

SMITH et al. , 1971) et 49 I 2000 daltons pour E. Coli B (FOX et al. , 1976). Comme 



Figure 35 : Mécanisme de l'inhibition par.llATP. 

Courbes en double inverse donnant 1/V en fonction de l/[ADP-Glc], 
pour différentes concentrations dl[ATP]. 
m : O p M ; A : 1 @ 4 ; . : 5 p M ; o : l O ~  



pour les Eubactéries,elle utilise 1'ADP-Glc préf6rentiellement B 1'UDP-Glc 

(CA'ITANEO et a l . ,  1979 ; PREISS et GREENBERG, 1965). De même, les intermbdiaires 

glycolytiques n'ont pas d'effet activateur. L'ADP n'a pas de r61e régulateur in 

vivo, par contre nous avons pu montrer que 1'ATP &tait un inhibiteur compbtitif 

puissant, ce qui semble surprenant à priori puisque 1'ATP est un substrat de la 

synthèse de glycogène au niveau de 1'ADP-Glc synthetase. Au cours de la croissance 

dans le fermenteur (croissance linéaire),l'ATP est présent dans les cellules B 

faible concentration (15 ) mais cependant suffisante pour inhiber au moins en 

partie la glycogène synthase. De fait, le taux de glycogène des cellules est 

stable pendant la croissance. En considérant que l'acétate est un substrat 

faiblement énergétique pour les méthanogènes, Mtx.soehngenii doit pouvoir utiliser 

préférentiellement 1'ATP pour les synthèses (paroi,enzymes) plutôt que pour le 

sotckage de carbone. Cependant, la signification physiologique réelle d'une telle 

régulation et .les conditions menant à la synthèse ou à l'utilisation du glycogène 

l restent à déterminer en considérant par ailleurs les propriétés inconnues des 

autres activités impliquées dans son métabolisme c'est-à-dire la biosynthèse du 

précurseur nucléotidique et la dégradation du glycogène. 



CONCLUSION GENERALE 



l 

I Alors que la néoglucogen&se était bien déterminée chez les méthanogènes 

hydrogénophiles, seuls des résultats fragmentaires étaient disponibles dans la 

littérature sur la néoglucogenèse B partir d'acétate. Les travaux que nous avons 

réalisés ont permis de montrer que l'activation de l'acbtate en acetyl-coenzyme A 

est dépendante de l'acétate thiokinase, ce système étant différent des autres 

Methanosarcinaceae. L'acétyl-coenzyme A serait également un intermédiaire de la 

méthanogenèse (GRAHAME et STADTMAN, 1987)~ l'activité spécifique très élevée de 

cet enzyme dans nos extraits est en faveur de cette hypothèse. Nous avons ensuite 

identifié les enzymes responsables de la synthèse de phosphoenolpyruvate A partir 

de l'acétyl-coenzyme A : la pyruvate synthase et la PEP synthétase. Ces deux 

enzymes avaient également été retrouvés chez Methanobacterium thermoautotrophicum. 

Selon les travaux de EYZAGUIRRE et al., 1982, l'étape irréversible catalysée par 

la PEP synthetase serait le siège de phénomènes de régulations. Une meilleure 

compréhension de ce métabolisme nécessitera une étude plus approfondie de cet 

enzyme. 

La néoglucogenèse procède ensuite par la voie inverse de la glycolyse 

dlEMBDEN-MEYERHOFF, nous avons en effet pu mesurer toutes les activités 

enzymatiques conduisant ti la synthèse de glucose 6-Phosphate. Cette voie est 

également utilisée chez les Mb.thermoautotrophicum. 

Dans un deuxième temps, nous nous sommes intéressés B la glycogénogenèse 

de Methanothriz soehngenii. Le glycogène est en effet assez répandu parmi les 

Archaebactéries et la compréhension de son rôle de réserve énergétique et de 

réserve de carbone chez les méthanogènes présente des intérêts A la fois sur le 

plan technologique et fondamental. Nous avons pu dans un premier temps montrer la 

présence de glycogène et caractériser l'activité glycogène synthase en extrait 

acellulaire. Cet enzyme utilise préférentiellement 1'ADP-glucose comme précurseur 



nucléotiotique. Dans un deuxiQme temps, nous avons purifié cet enzyme en mettant 

au point un protocole original en deux étapes, avec des rendements satisfaisants. 

L'enzyme est obtenu sous forme d'un complexe avec le glycogène. Il faut noter 

qu'il s'agit de la première purification d'un tel enzyme d'une Archaebacterie, et 

la comparaison avec les enzymes d'Eucaryotes et dfEubactéries présente un intérêt 

phylogénétique. L'enzyme est constitué de sous-unités de MM 32 Kdaltons, ce qui la 

différencie des autres règnes. La masse moléculaire de la protéine native est de 

130 kdaltons, ce qui suggère la présence de 4 sous-unités. L'enzyme purifié 

utilise préférentiellement 1'ADP-glucose 1'UDP-glucose comme donneur de résidus 

glucosyls, ce qui l'apparente dans ce domaine aux Eubactéries. 

Nous avons entrepris l'étude de la régulation, au niveau de l'enzyme 

purifié. Les intermédiaires glycolytiques, 1'AMP et le phosphate inorganique n'ont 

pas d'effet sur l'activité, tandis que 1'ADP et 1'ATP sont inhibiteurs. 

L'inhibition par l'ADP, produit de la réaction est classique, celle par 1'ATP (Ki 

= 5 vM) est par contre a la fois originale, mais aussi surprenante, puisqu'il 

s'agit d'un substrat de la synthèse de 1'ADP-glucose, précurseur de la synthèse du 

glycogène et qu'en fait aucune régulation n'intervient pour cet enzyme chez les 

Eubac téries. 

Une meilleure compréhension de ce phénomène nécessitera l'étude des autres 

enzymes impliqués dans le métabolisme du glycogène (1'ADP-glucose synthetase et 

l'activité dégradant le glycogène) et d'autre part, l'étude des conditions 

physiologiques menant à l'accumulation et à l'utilisation de ce matériel de 

réserve. Des études similaires chez d'autres méthanogènes et chez d'autres 

Archaebacteries utilisant le glycogène (SuZ~'oZobus, Thermoproteus) permettront de 

savoir si ce type de régulation est généralisable. 
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Th'esé de HP Bernard GRUSON . 
ETUDE DE LA NWUJOOGENESE ET DE LA CLYCOCENOGENESE CHEZ METHANOTHRKX SOEHNGENII 

Nous avons étudié la néoglucogenèse et la gly~ogéno~enèse et sa régulation 
chez Nethanothrix soehngenii, bactérie méthan~gène acétoclaste. 

. La synthèse de glucose 6-phosphate à partir d'acétate est réalisée par l'acétate , 

coenzyme,A ligase, la pyru~ate~synthase et la phosphoénolpyruvate synthétase pour , 
c~nduire à la formation de phosphoénolpyruvate classiquement transformé en glucose I 
6-phosphate par la voie reverse d9Eatbden-Meyerhoff. , 
- 

La glycogène-synthase, associée au glycogène, a été purifiée jusqu'à homogénéité / 
par l'emploi de de& étapes de chromatographie, d1hy4rophobkcité et d'affinité. La I 
protéine native possède une masse moléculaire de 130.000 Da et est composée de quatre 

I sous-unités identiques de 32.OOO Da, L'activîtG spéctfique est de 16,s n-katal par mg 
de protéine, l'affinité de 9.10-~ H vis à vis de 1' ADP-glucose. 

Les intermédiaires glycolytiques, le phosphate inorganique et 1'AMP n'ont pas 
d'effet sur l'activité enzymatique tandis que lgATP et 1' ADP (produit dc la réaction) 4 
l'inhibent de manière compétitive (KI respectifs 5.10-6 et 150.10-~ M). La inhibition 
par L'ATP est d'un intérêt capitax puisqu'aucune régulation n'a été décrite pour 
cet enzyme chez les Eubactéries. fféanaiains, l8 importance physiologique de ce type de 
régulation reste à démontrer. 

Nos travaux constituent en outre la première description complète d'une glycogène 
synthase d'une Archaebactérie. 

Hethanothrix soehngenii 
m6thanogènc 
Archaabactérie 


