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II. ACTION DES INHIBITEURS SUR LES DESHYDROG]~NASES 

ET LES PHOSPHATASES DE ESCH. COLI 

par 

EUGI~NE AUBEL ET J E K I S I E L  SZULMAJSTER 

Institut de Biologie Physico-Chimiqu¢, Paris (Franc~) 

L'action que les inhibiteurs produisent sur la fermentation et la respiration de 
Esch. coil, telle que nous l'avons expos~e dans un premier m~moire 1, est une action 
globale sur les bact6ries intactes. Une telle &ude est forc~ment incomplete. Si l'on veut 
mieux interpr6ter les r6sultats obtenus, il faut pousser plus loin l'analyse et, en premier 
lieu, examiner l'action des inhibiteurs employ6s sur les syst~mes enzymatiques pr6sidant 

la d6gradation des substrats au cours des ph~nom~nes fermentatifs et respiratoires. 
C'est l 'objet de ce second travail. 

I .  ACTION SUR LES DESHYDROGI~NASES 

I1 ~tait n~cessaire d'~tudier en premier lieu l'action des inhibiteurs sur les deshydro- 
g6nases ~tant donn~ le rble important jou~ par ces enzymes clans les oxydations biolo- 
giques*. 

Dans E. co//, on a pu mettre en 6vidence un grand nombre de deshydrog~nases. 
Beaucoup se trouvent dans l 'extrait bact6rien. On a pu ainsi montrer l'existence des 
deshydrog~nases de: l'acide formique, l'alcool ~thylique, des trioses-phosphates, de 
l'acide malique et de l'acide succinique. 

Pour ~tudier l'action des inhibiteurs sur les deshydrog~nases, nous avons utilis6 la 
technique classique de THUSBERG clans les m~mes conditions que celles des exp6riences 
manom6triques I (m~me densit6 bact~rienne, m~me concentration en substrat et inhi- 
biteur et m~me PH). Une seule prt~mution, cependant, ~tait n6cessaire: laver les bact~ries 
trois fois avec du chlorure de sodium ~ 9 %  (au lieu d'une lois dans les exl~riences 
relat~es dans le m6moire pl~c&ient) avant de les mettre en suspension dans un tampon 
de fa~on ~ ~liminer tout substrat endog~ne. Les r~sultats obtenus sont r~sum~s dans 
les Tableaux I et II.  

I1 est surprenant de voir que le malonate inhibe non seulement la succino-des- 
hydrog6nase mais aussi la pyruvico-deshydrog6nase. C'est LIPMANN (I937/'39/'4I) s qui 
a montr~ l'existence de cette deshydrog~nase dans le Lactobacillus ddbruckii, au cours 

* Voir bibliographie d6taill~e sur les deshydrog6nazes dans SL*MNER j. 
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de l 'oxydation de l'acide pyruvique, cette oxydation ~tant coupl6e avec la phosphory- 
lation de l 'acide ad6nylique suivant la r~action: 

- - 2 H  
CH~-CO-COOH + H3PO 4 CHs-CO-OPOsH z + CO 2 (I) 

pyruvico-deshydrogen. 

et CH3-CO-OPO3H2 + acide ad6nylique - - -~ CH3-COOH + A.T.P. 

Les 2 H provenant  de cette oxydation sont acceptts par la flavine-ad6nine-dinucl6otide. 
Le dinucl6otide r6duit est r6oxyd6 par l'oxyg~ne mol~culaire en a6robiose, le bleu de 
m6thyl~ne pouvant  remplacer l'oxyg~ne en ana6robiose. STILL ( 1 9 4 1 )  4 a trouv6 un 
syst~me analogue dans l 'extrait  de E.coli qui a besoin de phosphore inorganique, de 
cocarboxylase, de magn6sium et d 'un dinucl6otide flavine-ad6nine pour oxyder l'acide 
pyruvique. 

Nous venons de d6montrer que le malonate inhibe presque compl~tement ce syst~me. 
Une cons6quence de cette action d~rive du fait que la r6action(1) produit un d~gagement 
d 'anhydride carbonique. Si, au cours de sa d6gradation, le glucose passe par le stade 
acide pyruvique, en pr6sence du maJonate, on ne doit pas observer de production 
d 'anhydride carbonique. L'exp6rience suivante (Tableau I I I )  montre qu'apr~s 60 minutes 
le malonate bloque compl~tement l 'anhydride carbonique au cours de l 'oxydation du 
glucose par E. coll. 

TABLEAU III 
ACTION DE E.coli SUR LE GLUCOSE EN PRI~SENCE DE MALONATE DE SODIUM EN A]~ROEIOSE 

Expdrience faite dans l'appareil de WARBURG. Chaque cupule contient: t ml de suspension bactdrienne 
(3 mg poids sec) clans tampon phosphate M/i 5 b. PH 6.8; o. 5 ml de malonate (concentration finale M/5) 
ou 0. 5 ml d'eau (dans le tdmoin); 0.2 ml de soude h io% ou o.2 ml d'eau. 
Q.R. calculd (pour chaque 20 minutes) par la "mdthode directe". Tempdrature: 37 ~'. 

mm a d'O 2 consomm6 mm s de CO~ d6gag6 Q.R. 
Temps 

IO 

20  

4 ° 

60 

8o 

T6moin 

49 

I i O  

2 2 6  

325 

425 

Malonate T6moin 

55 29 

H9 69 

236 129 

342 I94 

448 269 

Malonate 

27 

64 

Io3 

124 

124 

T6moin 

0.59 

0.63 

0.52 

0.65 

0.75 

Malonate 

0.49 

0.54 

0.33 

o.I98 

o 

Cette nouvelle propri6t6 du malonate explique l 'inhibition de l 'oxydation de l'acide 
pyruvique 6tudi6e dans le m6moire pr6c6dent I. II est vrai que cette inhibition n'est  clue 
de 50% environ, ce qui conduit ~ admettre  qu'une patt ie  de l'acide pyruvique pourrait  
peut-~tre s 'oxyder par une autre voie. 

Quant aux autres inhibiteurs, les tableaux ci-dessous nous montrent  leurs effets. 
Le fluorure emp~che fortement Faction de la deshydrog6nase de l'acide phospho- 
glyc6rique. II provoque aussi un Mger retard dans la d~coloration du bleu de m~thyl~ne, 
en pr6sence de l 'hexose-monophosphate (ester de ROBISON). Par  contre, en pr6sence de 
l 'hexose-diphosphate, la d~coloration est exalt~e. 

L'acide monoiodoac6tique, par son action sur les g roupemen t s -SH,  inhibe non 
seulement la deshydrog~nase de l'acide succinique, ce clue l 'on connait depuis longtemps, 

Bibliographie p. 267. 
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mais aussi celle de l'acide phosphoglyc6rique, ce qui s'explique sfirement de la m~me 
fa~on. 

L'azoture de sodium produit  un 16ger retard dans la d6coloration du bleu de 
m6thyl~ne en pr6sence de l'acide succinique, de l'hexose-diphosphate et du phospho- 
glyc6rate. 

Le cyanure n'inhibe que tr~s peu la deshydrog6nase de l'acide phosphoglyc6rique 
et reste sans action sur les autres deshydrog~nases. 

Cette ~tude sur les deshydrog6nases nous a apport6 nn certain nombre de faits 
nouveanx, mais les differences entre l'action du malonate, du fluorure et de l 'azoture 
de sodium sur l 'oxydation du glucose, d'une part, et sur ceIle des autres substrats 
d 'autre part, qu'on a signal6es dans le m6moire pr6c6denO, restent toujours inexpli- 
qu6es. 

Ceci nous a conduit ~. rechercher l'action des inhibiteurs sur les phosphatases. 

2. ACTION DES INHIBITEURS SUR LES PHOSPHATASES 5 

On d6signe en g6n6ral sous le nom de phosphatases, tout  enzyme dont l'activit6 
lib~re l'acide orthophosphorique (PO4H3) ~ partir  des mono et diesters, ou des phospho- 
amides, des acides pyrophosphorique et m~taphosphorique. 

Chaque type de liaison est hydrolys~ par un ou plusieurs enzymes sp6cifiques, aussi 
existe-t-il des phosphomono-est6rases, des phospho-dJ-est6rases, des phospho-amidases, 
des pyrophosphatases et des m6taphosphatases. 

Les phosphoest~rases (mono et di) et les pyrophosphatases sont de beaucoup les 
plus importantes et les plus r~pandues dans la nature. Les monoest~rases des tissus 
animaux ou v~g6taux hydrolysent dans les tumeurs et les tissus de nombreux esters 
phosphoriques, entre autres: les acides hexoses-phosphoriques, phosphoglyc6rique, 
phosphopyruvique - -  termes interm6diaires du m6tabolisme des glucides - -  et les 
nucl6otides participant au m6tabolisme des acides nucl6iques ou ~ diverses fonctions 
cellulaires. 

La premiere remarque sur l'existence d'une phosphatase date de I9o 7, quand 
SUZUKI, YOSHIMURA ET TAKAISHI 8 ont trouv6 un enzyme dans le son de riz qui lib~re 
l'acide phosphorique de la phytine. En I9O8, McCoLLUM ET HART ~ ont montr6 un enzyme 
semblable dans le tissu animal. GROSSER ET HUSLER (1912) 8 ont mis en 6vidence une 
phosphatase dans les os, les reins et le pancr6as. 

ROBISON 9 a trouv6 une phosphatase qui agit sur rhexose-mono-phosphate et qui, 
en pr6sence de sels de calcium solubles forme un pr~cipit6 de phosphate tricalcique. Ce 
ph6nom~ne a conduit ROBISON ET SOAMES (1924) l° ~ formuler une th6orie de l'ossification 
par l'action des phosphatases. C'est h partir  de cette 6poque que les recherches sur les 
phosphatases ont pris une extension importance. Actuellement on en connalt un grand 
nombre qui catalysent de multiples r~actions en rapport avec le m6tabolisme des 
hydrates de carbone, des nucl6otides, des phospholipides. 

FOLLEY ET KAY (1935) 11 ont class6 les phosphatases suivant leur PM optimum 
d'action, leur sp6cificit6 vis-tt-vis des isom6res a et/3 de l'acide glyc6ro-phosphorique et 
leur sensibilit~ k l 'activation par les ions Mg ++. Mais route classification ne saurait ~tre 
qu'incompl~te et provisoire, rant que l'isolement des enzymes purs n'a pas 6t6 r~alis~ 
et leurs propri6t6s bien d6fmies. 

I1 existe tr~s peu de t ravaux sur les phosphatases dans les bact6ries. HEARD ET 
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WYI~NE 12 ont montr6 (1933) l'existence d'une hexose-di-phosphatase clans une culture 
de Cl. ac~tobutylicum. PETT ET WYI~NE 13, qui ont 6tudi~ les propri6t~s de cette phospha- 
tase, arrivent ~ la conclusion qu'elle diff~re non seulement de l'hexose-di-phosphatase 
isol~e des mammif~res et des plantes, mais aussi de ceUe d'une autre esp~ce bact6rienne 
(B. propionique Jensenii VAN NIEL). Ces auteurs ont montr~ que Mg ++ n'active pas 
cette phosphatase comme c'est le cas pour les phosphatases animales et v~g~tales, et 
que le fluorure de sodium est sans action inhibitrice. BOlVlN ET MESROBEANU (1933) x* 
ont mis en 6vidence un syst~me phosphatasique dans l 'autolysat d'E.coli qui lib~re le 
phosphore soluble (Pvi 6) et le phosphore acido-insoluble (PH IO). SOTRA in, en 1946, a 
trouv6 une phosphatase dans le Cl. saccharobutyrium dont le maximum d'activit~ est 

pn 6 avec les glyc~ro-phosphates a et ft. Le pouvoir hydrolytique ce microorganisme 
vis-a-vis de l'hexose-di-phosphate est tr~s faible. 

Nous avons mis en ~vidence dans le E.coli (M) ~ l '6tat de batteries non prolif~rantes, 
l'existence d'un syst~me phosphatasique capable d'hydrolyser les hexoses mono et di 
phosphates. Puis nous avons ~tudi~ l'action des inhibiteurs sur ces enzymes et plus 
particuli~rement sur l'hexose-di-phosphatase. Cette derni~re est, en g~n~ral, peu connue. 
Certains auteurs (HOMMERBERG xe, WALDSCHMIDT-LEITZ 17) ont m~me refus6 d'accorder 
une sp~cificit6 ~ cette phosphatase. Cependant, GO~ORI (1943) xv* a trouv~ darts le foie 
une hexose-di-phosphatase sp6cifique. I1 a montr~ qu'elle est activ~e par le cyanure et 
inhib~e par le fluorure de sodium. 

EXPERIENCES 

Bac~,ries: les bact~ries sont obtenues par centrifugation d'une culture (I litre) de 
18 heures sur milieu habituel 1. Le culot est lav~ deux fois avec du chlorure de sodium 

9°/oo et mis en suspension dans 4 ° m l  de chlorure de sodium k 9°/oo (dans l'exp~rience I, 
Tableau IV) ou dans un tampon borate (dans les experiences suivantes). 

Mise en ~vidence de l'hexose-diphosphatase el de son Pn optimum 

Pour l'~tude de la variation du taux de l 'hydrolyse de l'hexose-di-phosphate de Mg 
entre p~ 5 et 9, la suspension bact~rienne est r6partie darts une s6rie de tubes de centri- 
fugeuse (de 30 ml). Chaque tube contient IO ml de solution tampon (ac6tate ou borate) 
au pn voulu et I ml d'une solution d'hexose-di-phosphate de Mg k 1% environ (volt 
Tableau IV). 

Une prise ayant  6t6 faite pour le dosage du P mineral initial, les tubes, avec leur 
contenu, sont ensuite mis pour 3 heures ~ l'~tuve ~ 37 °. On fait alors une prise identique 
pour le dosage du P min6ral final. On d~prot6inise ensuite avec l'acide perchlorique 
(conc.finale 5 %) et l'on centrifuge. On dose le P min6ral par la m6thode MACHEBOEUF- 
DELSAL TM sur une prise adequate du surnageant. Toutes les op6rations, jusqu' au stade 
de la d~prot~inisation, sont faites aseptiquement. Le dosage de l'activit~ phosphatasique 
repose sur la d~termination, dans des conditions standardis6es, des quantit6s d'acide 
phosphorique lib6r6 par les bact6ries, agissant sur un substrat Sl~Cifique. 

La suspension bact6rienne renferme toujours des quantit~s non n~.gligeables d'acide 
phosphorique. I1 est donc n6cessaire, dans chaque s~rie d'exp6riences, de faire un 
t~moin (Bss). I1 faut ~galement effectuer ce dosage clans le cas des hexoses mono- et 
di-phosphates; car il est pratiquement impossible d'61iminer par purification les derni~res 
traces de phosphore min6ral qu'ils contiennent. 
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TABLEAU IV 

H E X O S E - D I P H O S P H A T A S E  E T  S O N  PH O P T I M U M  

Les chiffres donnent Its quantit~s (en ~,) de P min6ral hydrolys6 pour 5 ml initiaux de chaque essai, 
contenant au d~part o.~7i mg de P organique sous forme d'hexose-di-phosphatc de Mg. 

Bss = bact6ries sans substrat 

PH Pm init. 

5 47 

5.6 47 

7 47 

8 47 

o 47 
Bss(T) 

7 8 

Pm fin. 

I 2 I  

1 2 4  

I I O  

I 2 2  

I O 4  

~8 

Pm f in. - -  
Pm init. 

74 

77 

63 

75 

57 

IO  

Pm hydrolys6 

64 

67 

53 

65 

47 

p.ccnt 
d'hydrolyse 

I7.25 

x8.o 5 

14.24 

I7.5o 

z2.67 

Le Tableau IV montre que E.coli contient une hexose-di-phosphatase dont l'activit~ 
pr~sente deux maxima: Pun k PH 5.6 et l'autre ~ PrI 8. I1 montre aussi que le taux 
d'hydrolyse trouv~ ~ ces PH est du m~me ordre que celui trouv~ par HEARD ET WYNNE ls 
et par SUTRA 15. Cependant, c'est ~ PH 7 que nous avons ~tudi~ la d~phosphorylation, 
pour rester dans les conditions habituelles de nos experiences. L'~cart est d'ailleurs 
minime. 

D'autre part, il ~tait important de savoir si, dans nos conditions exp~rimentales, 
cette phosphatase peut passer hors de la cellule pour hydrolyser l'hexose-diphosphate. I1 
~tait en effet difficile d'admettre que dans les experiences manom&riques x, les d~riv~s 
phosphoryl6s puissent p~n~trer dans les bact~ries. D'aiUeurs, le temps de latence observ~ 
fr~quemment dans le d6part de la respiration ou de la fermentation, en presence des 
esters phosphoriques, l'indique suffisamment. 

Pour obtenir le passage des phosphatases dans le milieu ext6rieur, nous avons 
laiss6 les bact6ries en suspension trois heures h 37 ° avant d'ajouter le substrat. Dans 
ces conditions il y a d~but d'autolyse et vraisemblablement modification de l'~tat de la 
membrane bact6rienne. Les expSriences ont ~t~ r~alis~es de la fa~on suivante: 

Nous pr~parons trois s~ries de trois tubes de centrifugeuse st~rils: A, B, C. Dans la 
s~rie A, nous utilisons directement une pattie de la suspension bact~rienne dans le 
tampon borate k PH 7- Le reste est mis ~t l'6tuve h 37 ° pour trois heures, puis centrifuge. 
Le culot bact~rien, repris dans une m~me quantit6 de tampon, constitue la suspension 
de la s~rie B. Quant au liquide surnageant, il servira dans la s~rie C ~t la place de la sus- 
pension. 

On a 6tudi~ l'action des inhibiteurs dans chaque s~rie. Pour chacune d'eUes nous 
avons fair les essais d6crits clans le Tableau V. 

Les Tableaux V et Va r~sument nos r~sultats en a~robiose et ana6robiose. On voit 
ici que l'activit6 phosphatasique est relativement forte; on a, dans la s6rie A, 28%, 
dans la s~rie B, 19% et dans la s~rie C on a encore 16% d'hydrolyse. Ce dernier r~sultat 
montre que la phosphatase diffuse ~t travers la membrane ceUulaire et hydrolyse l'hexose- 
diphosphate avant qu'il ne p~n~tre dans les bact6ries. L'inhibition de la phosphatase 

Bibliographie p. 267. 



262 E. AUBEL, J. SZULMAJSTER VOL. 5 (I95o) 

T A B L E A U  V 
A C T I O N  D U  M A L O N A T E  S U R  L ' H E X O S E D I P H O S P H A T A S E  D E  E.coli E N  A ~ R O B I O S E  

I. ( B +  s) ----- 5 ml de susp.bact~riennc + i ml de solut ion d 'hexosed iphospha te  de magn6sium ~t x %  
envi ron;  on comple te  b. 16 ml avec t ampon  bora te  PH 7. 
2. ( B +  s +  mal) = 5 ml susp.bact~r ienne + t ml hexose-diph.  + I ml malona te  (conc.finale M/5): 
on comple te  ~ i6  ml avec t a m p o n  bora te  PH 7. 
3. (B) = 5 ml susp.bact6r ienne;  on comple te  ~ 16 ml avec t ampon  bora te  tt PH 7. 
Les chiffres exp r imen t  les quant i t~s  de P min6ral (en 7) hydrolys~ pour  xo ml de liquide initial. 
P organique init ial  (sous forme d 'hexose  diph.) pour  IO ml = 806 y 
Sdrie A 

No. d 'essai  

i. ( B + s )  
2. ( B +  s +  mal) 
3. ~B) 

Pm init. Pm fin. 

212 
204 

72 

484 
360 
I 2 0  

P m  f in . - -  Pm hydr .  Pm init. 

272 224 
x56 Io8 
48 

p .cent  inhibit ion 
d 'hydr .  ] p .cent  

2 7 . 8  

13.4 5 1 . 8  

Sdrie B 

r. ( B + s )  
2. ( B +  s +  real) 
3. (B) 

- I - ; : 7  ......... 
/ 228 

72 
i 

416 
300 
lO 4 

I88 
72 
32 

I56 
4 ° 

I9.3 
4.96 74 

S~rie C 

T 
i .  ( B +  s) [ 224 
2. ( B +  ~ +  real) ] 216 
3. (B) 56 

364 
2 3 2  

64 

I40 
I6 
8 

I32 
8 

I6. 4 
0.99 93-4 

T A B L E A U  Va 
A C T I O N  D U  ]MALONATE S U R  L ' H E X O S E - D I P H O S P H A T A S E  D E  E.coli E N  A N A ~ R O B I O S E  

Contenu iden t ique  au Tableau V. P organique init ial  (sous forme d 'hexose-diphosphate)  pour  IO ml 
= 5 °6 F 
Sdrie A 

N .  d 'essai  

x. ( B + s )  
2. ( B +  s +  real) 
3. (B) 

| ~mm~t. l 

220 388 i68 io8 
232 276 44 o 
xo8 168 6o 

p . c e n t - -  [ Inhibi t ion 
d 'hydr .  / p .cent  

2L3 
0 I o o  

S~rie B 

x. ( B + s )  
2. ( B +  s +  real) 
3. (B) 

188 
~88 
IOO 

268 80 
248 60 
1 2 0  2 0  

6o i t .8  
4 ° 7.9 33 

S~rie C 

x. ( B + s )  
2. ( B +  s +  real) 
3. (B) 

2OO 

208 
92 
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28o 8o 
2o6 2 

96 4 

7 6 
0 

I5 
0 

. . . . . . . . . . . .  

I 0 0  
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par le malonate ~ M/5 est presque totale dans l 'autolysat  et assez forte dans les bact6ries, 
aussi bien en a6robiose qu'en ana6robiose. Nous reviendrons un peu plus tard  sur la 
signification de ce fait. 

Les Tableaux V et VI  r6sument les r6sultats obtenus avec le fluorure, l 'azoture de 
sodium, le cyanure et l 'acide monoiodoac6tique. 

En ce qui concerne le fluorure et l 'azoture de sodium il est difficile de tirer une 
conclusion quant ~ leur action sur l 'hexose-diphosphatase. Les chiffres donn6s dans le 
Tableau V indiquent que leur action vis-a-vis de cette phosphatase n 'est  pas constante ; 
nous avons observ6 plusieurs fois tant6t  une inhibition et tant6t  une exaltation, aussi 
bien en a6robiose qu'en ana6robiose. I1 est vrai que pour le fluorure l 'inhibition est plus 
fr6quente que l 'exaltation. En revanche, l 'inhibition par  le cyanure est constante et de 
l 'ordre de 45 % (s~rie A e t  C). 

Remarquons que eette phosphatase est eertainement diff6rente de celle que 
GOMORI xTa a mis en 6vidence clans le foie animal et qui est aetiv6e par le cyanure. L'inhi- 
bition par  l'acide monoiodoac6tique est faible: 15 % avec les bact6ries intactes et 28 % 
avec l 'antolysat.  

TABLEAU VI 
ACTION DE L'AZOTURE ET DU FLUORURE DE SODIUM SUR L'HEXOSE-DIPHOSPHATASE DE E.roli 

M6mes conditions que dans le Tableau V 
Azoture de sodium M]8oo ~ concentrations finales 
Fluorure de sodium MI33 ! 
P organique initial (sous forme d'hexose-diph.) pour xo ml = 74" Y. 

Sdrie A 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

No. d'essai 

I. (B+s) 
2. ( B +  s +  azoture 

de sodium) 
3. (B + s + fluorure 

de sodium) 
4. (B) 

Pm init. Pm fin. 
Pm fin.--  
Pm init Pm hydr. p.cent Inhibition 

d'hydr, p.cent 

192 

192 

i92 
64 

396 

392 

368 
i68 

204 

200  

176 
lO4 

IOO 

96 

72 

*3.47 

I2.93 

9-7 

4 

28 

S&ie B 

x. ( B +  s) 
2. ( B +  s +  azoture 

de sodium) 
3- ( B +  s +  fluorure 

de sodium) 
4. (B) 

i88 

t88 

I88 
56 

376 

320 

320 
84 

I 8 8  

I 3 2  

I 3 2  
28 i 

16o 

1o 4 

1o 4 

21.56 

x4.ol 

I4.OI 

35 

35 

S&ie C 

x. ( B + s )  
2. ( B +  s +  azoture 

de sodium) 
3. ( B +  s +  fluorure 

de sodium) 

4. (B) 

164 

I76 

I8o 

4 ° 

252  

253  

280 

4 ° 

88 

77 

IOO 

o 

88 

77 

IOO 

II.85 

xo.3o 

x3.5o 

I3 

x4 
(exaltation) 
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T A B L E A U  VII 

ACTION DU CYANURE ET DE L'ACIDE MONOIODOACI~TIQUE SUR L'HEXOSE-DI-PHOSPHATASE DE E.coli 

M~mes conditions que dans le Tableau V 
C y a n u r e  de p o t a s s i u m  M]25o 1 
AIA = Acide monoiodoac4 t ique  M/ iooo  j concen t r a t i ons  finales 
P o rgan ique  initiM (sous fo rme  d 'hexose -d iph ,  de M,_,) pour  io ml  = 694 7 

S~rie A 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

No. d 'essa i  

I. (B+s) 
2. ( B +  s +  KCN) 
3. ( B +  s +  AIA) 
4. (B) 

P m  init. 

240 
z44 
236 

88 

P m  fin. 

560 
452 
5~6 

44 

P m  f i n . - -  
P m  init .  

320 
208 
280 

56 

P m  hydr .  

264 
I52 
224 

p .cen t  
d ' hyd r .  

38.0 
21.9 
32.27 

Inh ib i t ion  
p .cen t  

42.42 
I5.x5 

Sdrie C 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

I. ( B + s )  
2. ( B +  s +  KCN) 
3. ( B +  s +  AIA) 
4. (B) 

- ; o ,  . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
220 [ 276 
*96 [ 268 

72 I 84 

. ]  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  [ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

96 84 12.i 
56 44 6.34 47.6 
72 6o 8.64 28.56 
1 2  

H exosemonophosphatase 
Nous avons ~galement mis en ~vidence, dans les bact~ries intactes, une phosphatase 

qui hydrolyse Pester phosphorique de ROBISON. Nous n'avons employ6 que l'azoture de 
sodium comme inhibiteur. Le Tableau VIII montre que le degr6 d'hydrolyse est plus 
faible (r2 % environ), mais ceci est peut-~tre dO h la quantit~ plus faible de batteries 
utilis~es. On constate en outre que l'azoture de sodium est sans action sur cet enzyme. 

TABLEAU V I I I  
ACTION DE L'AZOTURE DE SODIUM SUR I 'HEXOSE-MONO-PHOSPHATASE DE E.coli 

I. ( B +  s) = I ml  su sp .bac t6 r i eane - t -  i ml  d ' u n e  so lu t ion  d ' h e x o s e - m o n o p h o s p h a t e  de sod ium 
(Es te r  de RO,ISON) c o n t e n ~ n t  807 7 de P o rgan ique ;  on comple t e  ~ xo ml  avec  t a m p o n  bora te  ~ PH 7. 
2. ( B - t - s +  azo tu re  de sod ium)  ---- , m l  susp.  bac t6 r ienne  + I ml  so lu t ion  d ' h e x o s e - m o n o p h o s p h .  
de s o d i u m  + I m l  so lu t ion  d ' a z o t u r e  de  s o d i u m  (cone.finale M/8oo);  on compl~te  ~ Io ml  avec  une  
so lu t ion  de  t a m p o n  bo ra t e  it Pit  7. 
3. (B) ---- I ml  susp.  bae t4r ienne ;  on  comple t e  b. xo ml  avec  t a m p o n  ~t PH 7. 
4. ( B +  azo tu re  de  sodium)  = i m l  susp.  bac t4r ienne  + x ml  so lu t ion  d ' a zo tu r e  de s o d i u m  (cone. 
f inale M/8oo) ; on  comple t e  h to ml  avec  t a m p o n  bora te  PH 7. 
Les  chi t i res  e x p r i m e n t  le P min4ra l  en 7 hydrolys~  )our xo ml. 

No. d 'essa i  

, .  (B+s)  
2. (B+ s+ azoture 

de sodium) 

3 - ( B )  
4. (B + azo tu re  

de sodium)  

P m  f i n . - -  p . cen t  Inh ib i t ion  P m  init.  P m  fin. P m  hydr .  
P m  init .  d ' hvd r ,  p . cen t  

44 

48 

1 2  

13 

I5o 

I52 

i6  

x6 

1o6 

io 4 

4 

3 

IO2 

IOI  

I2.6 

zZ. 5 
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A dtnylpyrophosphatas6 

Etant  donn~ l 'importance de l'acide adenyl-pyrophosphorique dans le m~tabolisme 
glucidique, il est int~ressant de voir si E.coli poss~de une phosphatase capable d 'hydro-  
lyser cet acide. Nous nous proposions d'6tudier l'action des inhibiteurs sur cet enzyme. 
Pour r~aliser cette experience nous avons utilis~ comme substrat I 'ATP pr6pare/t partir  
du muscle de lapin TM. Le Tableau IX donne le sch6ma et le r~sultat de l'exp~rience. 
Malgr6 le r~sultat n6gatif on ne peut conclure h l'inexistance d'une ad6nyl-pyrophos- 
phatase (apyrase) dans E.coli. En effet, il est possible que cette derni~re n'agisse pas 
sur I 'ATP du muscle, alors que'elle peut le faire avec I 'ATP propre de E.coli. D'ailleurs, 
MEYERHOF (1945) 20 a montr6 l'existence de diff~rentes apyrases (entre autres celle de la 
levure et celle de la pomme de terre). Ceci nous a amen~ ~ pr6parer I 'ATP extrai t  de 
E.coli. Mais si nous sommes arrives k mettre en ~vidence I 'ATP clans E.coli (d~jk isol6 
par LE PAGE ET UMBREIT (1943) 2~, nous n'avons pu, avec les moyens dont nous dis- 
posions, isoler une quantit~ suffisante pour faire quelques experiences. 

TABLEAU IX 
A C T I O N  D E  E . c o l /  S U R  L ' A T P  D U  M U S C L E  D E  L A P I N  

z. ( B +  s) = I ml susp. bact6rienne + I ml solution d 'A.T.P.  ( =  Ioo y P 7');  on comple te / t  t o  ml 
avec t a m p o n  bora te  PH 7. 
2. ( B + s + a z o t u r e  de sodium) = i ml susp. bact6rienne + z ml solution d ' A T P  + I ml so lu t ion  
d 'azoture  de sodium (conc.finale M, 8oo); on complete ~t io ml avec t a m p o n  bora te  A PH 7. 
3. (B) = z ml susp. bact~rienne; on complete A io ml avec t a m p o n  borate  PH 7. 
Les chifIres expr iment  le P min6ral (en Y) hydrolys~ Four  zo ml. 

No. d'essai P m  init. Pm fin. P m  f in . - -  P .cent  
P m  init. d 'hydro lyse  

I. ( B + s )  50 
:. ( B + s +  azoture 

de sodium) 50 

3. (B) ] i2 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  [ 

4 ¢ ) 

5I 

i6 

Pm hydr.  

0 0 

I 0 

CONCLUSION 

Dans ce m~moire nous avons ~tudi6 Faction des inhibiteurs sur les deshydrog6nases 
et les phosphatases de E.coli. En ce qui concerne les deshydrog~nases, nous avons mis 
en 6vidence l'action de quelques inhibiteurs sur certains de ces enzymes. Ainsi, nous 
avons trouv~ une nouve]le action de l'acide malonique, inhibant la pyruvico-deshydro- 
g~nase. Ceci explique l'inhibition partieUe de l'oxydation de l'acide pyruvique et l'arr~t 
du d~gagement de l'anhydride carbonique ~ partir du glucose, observes en presence de 
cet inhibiteur. En outre, le fluomre inhibe totalement la deshydrog6nase de l'acide 
3-phospho-glyc6rique et plus faiblement celle de Fester de ROBISON. L'intervention du 
fluorure dans ce syst~me deshydrog~nasique pourrait expliquer en pattie l'action 
inhibitrice observ~e sur l'oxydation de d6riv6s phosphoryl~s I. 

L'acide monoiodoac~tique inhibe aussi la deshydrog~nase de l'acide 3-phospho- 
glyc6rique. Par contre, le cyanure et l'azoture de sodium sont presque sans action sur 
les deshydrog~nases. 

D'autre p~rt, nous avons mis en ~vidence l'existence, dans E. co//, de phosphatases 
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capables d'hydrolyser les hexoses mono- et di-phosphates. Ces enzymes peuvent passer 
dans le milieu ext6rieur au cours de l'exp~rience, vraisemblablement par une modi- 
fication de la membrane cellulaize. 

L'hexose-diphosphatase se montre sensible au malonate (inhibition lOO%) 
concentration M/5. On peut admettre que les hexoses-phosphates ne p6n~trent pas ou 
pdn~trent tr~s peu clans les cellules bact6riennes. Pour p6n~trer et ensuite ~tre oxyd~s, 
ils doivent ~tre d~phosphoryl~s; or, le malonate ~ concentration M/5, emp~chant cette 
d6phosphorylation, produit l'arr~t de la consommation d'oxyg~ne, observ~ dans les 
experiences manom6triques 1. 

I1 est pourtant difficile d 'admettre une sp~cificit~ d'action du malonate vis-a-vis 
de rhexose-di-phosphatase. Dans ce cas la difficult6 subsiste toujours quant ~ l'action 
du malonate, du fluorure et de l 'azoture de sodium sur roxydat ion du glucose d'une part  
et sur celle des hexoses-phosphates d'autre part  (voir m~moirO). 

L'explication de ce ph6nom~ne ne pouvait ~tre donn6e que par une 6tude de la 
phosphorylation, ce qui fera robjet  du prochain m6moire. 

RI~SUMI~ 

t. La spdcificitd d'action des inhibiteurs dans nos conditions expdrimentales n'est par rigou- 
reuse. Le malonate inhibe non seulement la succino-deshydrogdnase mais aussi la pyruvico-des. 
hydrogdnase. De m~me, le fluorure, connu comme inhibiteur de l'dnolase, inhibe fortement la des- 
hydrogdnase de racide 3-phosphoglycdrique, plus faiblement celle de rester de RoBxsoN et compl~te- 
ment celle dcs acides en C 4. 

L'acide monoiodoacdtique inhibe dgalement la dcshydrogdnase de racide 3 phosphoglycdrique. 
Par contre, razoture et le cyanure sont presque sans action sur les deshydrogdnases. 

2. Quant aux phosphatases, il en existe dans E.coli capables d'hydroly~er rhexosemono- et 
diphosphate. Ces enzymes peuvent passer dans le milieu extdrieur vraisemblablement par modification 
de la membrane cellulaire. 

3. Les ddrivds phosphorylds pdn~trent peu ou pas du tout dans la cellule bactdrienne vivante. 
Pour y pdndtrer et ensuite ~tre oxydds ils doivent subir la ddphosphorylation. 

4. L'action des quelques inhibiteurs sur les phosphatases de l~.coli a dtd dtudide. 

SUMMARY 

I. The specificity of action of the inhibitors under our experimental conditions is not absolute. 
The malonate inhibits not only succinate dehydrogenase, but  also pyruvate dehydrogenase. Similarly, 
fluorine, known as an inhibitor of enolase, inhibits strongly the dehydrogenase of 3-phosphoglyceric 
acid, less strongly that  of the ROBISON ester and completely that  of Ca-acids. 

Monoiodoacetic acid also inhibits the dehydrogenase of 3-phosphoglyceric acid. In contrast, 
azide and cyanide are almost without action on the dehydrogenases. 

2. Regarding phosphatases, there is one in E.coli capable of hydrolyzing hexose mono- and 
diphosphates. These enzymes are able to pass into the exterior surroundings, apparently by modi- 
fication of the cellular membrane. 

3. The phosphorylated derivatives penetrate little or not at all into the living bacterial cell. 
To penetrate and subsequently to be oxidized, they must undergo dephosphorylation. 

4- The action of some inhibitors on the phosphatases of E.coli has been studied. 

ZUSAMMENFASSUNG 

x. Die Wirkung der Hemmstoffe ist unter unseren Versuchsbedingungen nicht streng spezifisch. 
Malonat hemmt nicht nur die Bernsteins~ure-Dehydrogenase sondern auch die Brenztraubens~ure- 
Dehydrogenase. Das Fluorid, bekanntlich ein Hemmstoff der Enolase, hemmt die Dehydrogenase 
der 3-Phosphoglyzerinsi~ure stark, schw~icher die des RomsoN-Esters und vollkommen die der 
C4-S~iuren. 

Die Monojodessigs~ure hemmt gleichfalls die Dehydrogenase der 3-PhosphoglyzerinsRure. 
Dagegen sind Azid und Cyanid beinahe ohne Wirkung au! die Dehydrogenasen. 
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• . E.coli en tha l t  Phospha tasen ,  die Hexose-mono-  und -d iphospha t  hydrolys ieren  k6nnen.  
Diese E n z y m e  k6nnen,  wahrscheinl ich durch Ver/ inderung der  Zellwand, in das  umgebende  Medium 
gelangen. 
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