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SUMMARY 

Kinetic studies on the galactoside-permease in E. coli 

Galactoside-permease positive E. coli accumulates radioactive thiogalactosides in the 
intracellular space until a steady state is reached. Measurement of the steady state 
concentration level, of the affinity, and of the rate of turnover in the steady state 
makes possible the calculation of the activity of the mechanism of uptake and of the 
rate constant of passive exit. The entry mechanism is catalytic; it is coupled with 
metabolic energy donors. The energy consumption corresponds to the hydrolysis of 
one mole of ATP per mole of TMG flowing inward. Passive exit is not by free diffusion, 
but can be understood as a carrier diffusion. 

A model is proposed which is compatible with the observed behaviour of the 
entry and exit parameters under various conditions. 

INTRODUCTION 

Un nombre sans cesse croissant de ph6nom6nes de perm6ation s61ective, de transport 
actif ~ travers des membranes biologiques pluricellulaires, de concentration ou 

Abr6viations utilis6es: TMG, m6thyl-thio-fl-D-galactoside; TDG, galactosyl-thio-fl-D-galac- 
toside; TPG, ph6nyl-thio-fl-D-galactoside; DNP,  2,4-dinitroph6nol; pCMB, p-chloro-mercuri- 
benzoate; ATP, acide ad6nosine triphosphorique. 
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CINI~TIQUE DE LA GALACTOSIDE-PERMI~ASE 71 

d 'ext rus ion de substances par  des cellules ont  6t6 d6crits. L ' impor tance  de ces 
ph6nom~nes dans les r6gulations biologiques est 6vidente. Le m6canisme de tels 
ph6nombnes a fait l 'objet  de nombreuses sp6culations, cependant les structures 
essentielles pour la s61ectivit6 de la perm6ation ou pour le couplage 6nerg6tique, dans 
le cas de t ransport  actif, n ' on t  jamais pu ~tre identifi6es. 

Les perm6ases bact6riennes d6crites par RICKENBERG, COHEN, MONOD ET 
BUTTIN 1 offrent un sujet particuli~rement favorable ~t l '6tude d 'un  tel m6canisme. 
L 'obje t  du pr6sent travail, la galactoside-perm6ase, de par  sa st6r6osp6cificit6, par sa 
synthbse inductible et par  l 'existance de mutan ts  simples est particuli~rement bien 
individualis6e. EUe offre en outre des facilit6s techniques grfice k l 'utilisation de thio- 
galactosides non m6tabolisables et radioactifs, et grfice au d6bit 61ev6 de perm6ation 
qui permet  de mesurer les besoins 6nerg6tiques du processus. 

On saiO que la concentrat ion de substrat  intracellulaire en r6gime stationnaire 
ob6it k la relation* : 

Gex 
Gin = Y (I) 

Km + Gex 

qui pouvai t  r~sulter soit de l 'adsorption des galactosides sur Y sites sp6cifiques 
(~moles/g) avec une constante d'affinit6 de I/Km soit d 'un  m6canisme d'entr6e 
catalyt ique ob~issant k la loi de Michaelis avec une constante Kin. La vitesse de cette 
r~action d'entr~e 

Vin : V max Gex 
Km + Ge~ (2) 

doit  6tre compens6e en r6gime stationnaire par une sortie passive proportionnelle 
au gradient de concentration** 

Vex = Gin ke~ (3) 

En  r6gime stationnaire Vtn ~- Vex donc 

V~nn sx Gex 
Gin kex /~m + Gex (4) 

Cette 6quation est formeUement identique k (I) sauf que Y, la capacit6 k satu- 
ration n 'est  plus un param~tre intrins~que du syst~me mais un quotient  V[~ax/kex 
pouvan t  ~tre variable. 

Les premieres 6tudes cin6tiques ont permis d'61iminer l 'hypoth~se d 'adsorpt ion 
et d '6 tayer  l 'hypoth~se d 'un  m6canisme catalyt ique ~. 

L '6tude des vitesses d'entr6e, de renouvellement et de sortie dans des conditions 
vari6es peut  alors mettre en 6vidence des variations ind6pendantes de ces processus, 
l 'entr6e catalys6e et la sortie passive, et jeter quelque lumibre sur leur nature. 

La constatat ion d 'une consommation accrue d 'oxyg6ne like au fonctionnement de 

Symboles utilis6s: G, un fl-galactoside ou fl-thiogalactoside, substrat de la perm*ase ou sa 
concent ra t ion .  Gin, Gex, concentration darts le milieu intracellulaire ou extracellulaire. Kin, con- 
centration de demi-saturation, y, Gi nmax, concentration intracellulaire A l'6quilibre pour une con- 
centration exterae saturante ou "capacit6 sp6cifique". V, vitesse de r6action; k, constante de 
vitesse de rSaction. Les indices "in" et "ex" se r6f~rent ~ des r6actions d'entr6e ou de sortie respec- 
tivement, t½, temps de demi-6quilibration ou demi-6change. 

** On n6glige Gex devant Gin. Ceci introduit une erreur de l'ordre de 1% ou moins. 
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7 2 A. KEPES 

la perm6ase 3 entralne la question: la concentration des galactosides par la perm6ase 
est-elle un transport actif? ou en termes plus concrets; les galactosides accumul6s 
sont-ils sous la m~me forme molfculaire que dans le milieu, l'6nergie d6pensfe ap- 
parMt-elle sous forme de travail osmotique ou sous forme d'6nergie de liaison avec 
un constituant cellulaire "k dffinir? Rien ne permet k l'heure actuelle d'affirmer la 
seconde hypoth~se. Par contre la contribution osmotique des galactosides intra- 
cellulaires 4 est un fort argument en faveur du transport actif. 

Enfin la pfn6tration passive des galactosides dans les cellules d6pourvues de 
permfase pouvait offrir un mod6le de permfation passive dont la comparaison avec 
le mfcanisme passif de sortie des galactosides dans les cellules oh la perm4ase fonc- 
tionne pouvait ~tre fructueux. 

MATI~RIEL ET MI~THODES 

Les expgriences rapportdes ont dtd faites saul indication contraire avec la souche 
ML3o8 k perm6ase constitutive et la souche ML3 d@ourvue de permdase. 

Les microbes sont cultiv6s en milieu mindral liquide avec du succinate de potas- 
sium ou du glucose comme source de carbonne et agit6s ~ 34 °. Ils sont rdcolt6s par 
centrifugation au cours de la phase de croissance exponentielle et resuspendus "X une 
densit6 de 2oo/xg/ml environ dans du milieu min6ral, additionn6, de succinate de 
potassium h 4 g/1 et de chloromyc(~tine k 50 t,g/ml. I.a suspension est agitde k la 
temp6rature de l'exp6rience au moins 15 rain avant l'addition de substrat. 

Les substrats utilis(~s ont 6t6: Le m6thylthio fi-galactoside ou TMG; te ~-D- 
thiogalactoside /3-D-galactoside (thiodigalactoside) TDG; le ph6nylthio fi-D-galacto- 
side TPG; le lactose (glucose 6~-D-galactoside). 

Les thiogalactosides radioactifs ont 6t6 marquds par a~S (TDG et TPG) ou par 
14C dans le m6thyle (TMG). 

A des temps variables aprbs l'addition du substrat radioactif "t la suspension 
agit6e des portions de I nfl sont prdlevdes et filtrdes sur filtres millipore. Pr6alablement 
le filtre mis en place est recouvert de 5--6 ml de milieu min6ral !~ o". La suspension 
m61ang6e hce  volume est instantan6ment refroidie. Ce moment consid6r6 comme le 
temps exact du pr61bvement est ddfini k 2--3 sec pr4.s. La filtration cst suivie de deux 
rin~ages avec 2 ml de milieu glac6. Le milipore cst ensuite s6ch6 et sa radioactivitd est 
mesur6e sans autre manipulation. La concentration intracellulaire de lactose a 6t(. 
mesurfe, apr~s 61ution k l'eau bouillante, par la m6thode de SOMOGvI-NELsON. 

La consommation d'oxygi:ne a 6t6 mesurde par l'61ectrode k goutte de mercure 
tension constante - o.6 V contre l'61ectrode au calomel satur6. 

Le d6gagement de 14CO~ a 6t6 mesur6 apr6s entrMnement par air d6carbonatd 
sur des microabsorbeurs de soude. 

Rt~SULTATS 

Renouvellement 

La Fig. i repr6sente une exp6rience cin6tique d'accumulation (A) et d'6change 
(B et C) en r6gime stationnaire du TMG ~. la concentration de I .  lO -3 M. Pour cos 
deux dernR'res (Be t  C) le TMG non radioactif est ajout6 aux microbes au temps o, 
et le TMG marqu6 aprt'-s 3 ° et 16o rain respectivement, sans changer la concentration 
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CINt~TIQUE DE LA GALACTOSIDE-PERM]~ASE 73 

finale de TMG. On observe: (a) Que la totalit6 du TMG est 6changeable, les plateaux 
des courbes A, B et C se rejoignent. (b) Que l'~cbange se fait ~ la m~me vitesse que 
l'6quilibration initiale. La vitesse de la r6action d'entr6e est donc pratiquement in- 
d6pendante de la concentration intracellulaire. 

TMG pMoles/9 

, min uCes 

I 0 20 30 40 50 6'0 150 160 170 180 

Fig. I. Cin~tique d'entr6e du TMG (A) et cin6tique d'~change en r6gime stationnaire (B et C) 
ML 3o8 suspendu darts un milieu min6ral maltos6. Concentration de TMG IO -~ M pa r tou t  t em-  

p6rature,  I5 °. 

D~termination des paramEtres 

La Fig. 2 repr6sente une exp6rience d'6change de TDG en r6gime stationnaire k 
deux concentrations diff6rentes: 

On volt que les pentes initiales sont proportionnelles aux concentrations atteintes 
k l'6quilibre. 

G~tq_G - in m 

TOGIn HMoles/g 

I 

I '° 10 

T D G e t  = 2 • 10"4M ~00- 

_~.,o-]2 

50- 

ZO- 

B \N~\ 

\ 

0 

minutes minutes 
3 0  4~ ~ ~ e 

Fig. 2. A gauche cin6tique d '6chauge du TDG. ML 308 darts milieu min6ral maltos6, TDG 2. lO -4 M 
(A) et  3" Io-~ M (B) ; Temp6rature ,  26 °. A droi te  m~me exp6rieace repr6sent6e seloa l'6quation (5). 

La forme de ces courbes est exponentielle et repr6sent6e comme 
oo 

log ( G ~ n - -  Gin) = [(t) 

donne les droites de la Fig. 2b. De ces droites il est facile de d6terminer iv,, le temps 
de demi6quilibration. 
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74 A. KEPES 

La vitesse initiale d'6change ou la pente ~ l'origine des courbes de la Fig. 2a 

l n 2  
g i n  --  Gin - -  

t~ (5) 

En comparant  l '6quation (4) et l '6quation (5), on trouve 

In 2 
kex --  (6) 

t b, 

On voit donc que si la mesure des concentrations intracellulaires en rfigime 
stationnaire en fonction de la concentration extracellulaire de galactoside permet la 
dftermination graphique de Y e t  de Km une exp6rience cin6tique permet la d6ter- 
mination de t% et par cons6quent de kex. La vitesse d'ent%e ~ saturation est donn6e 
par: 

Vi max = Y k e x  (7) 

Gex et Km sont exprim6s en moles/l, Gin et Y en /~moles/g de mati+re s~che 
microbienne. 

Si on veut consid6rer le rapport  des concentrations extra et intra eellulaires, il 
faut faire intervenir le volume disponible. 

La limite sup6rieure du rapport  de concentration est atteinte pour les faibles 
valeurs de Gex et Gin, elle est 6gale ~ la tengante ~ l'origine de la courbe hyperbolique. 

Gin -- / (Gex), equation (I) 
ce rapport  est: 

R - :  ( Y I K m )  x (po ids  s e c l v o l u m e  d i s p o n i b l e )  (8) 

Le Tableau I r~sume les param~tres ainsi d~finis pour TMG, TDG, TPG vis-a-vis 
de la perm6ase de ML 3o8 & 26 °. On peut remarquer qu'aucun couple de param~'~tres 
fondamentaux ne pr~sentent de cor%lations dvidentes. Le substrat  ayant  la plus 
forte affinit6 est le TDG, le substrat  correspondant ~ la plus grande capacit6 est le 
TMG et le substrat  dont la sortie est la plus rapide est le TPG. La vitesse de renouvelle- 
ment du TPG est si rapide que seule une limite inffrieure peut ~tre 6valu~e. R e s t  
plus ~lev6 pour TDG que pour les deux autres substrats (le rapport  poids sec/volume 
a fit6 6valu6 g o.25). 

Les valeurs de Y e t  les param6tres qni en d6coulent sont sujets k des variations 
importantes d'une culture g l 'autre, selon les souches, et naturellement selon le degr6 

T A B L E A U  I 

C A R A C T I ~ R I S T I Q U ~ S  D E  L A  G A L A C T O S I D E - P E R M I £ A S G  DE E .  COl~ M L  308 
P O U R  T R O I S  T H I O G A L A C T O S I D E S  "X 2 6  ° 

Substrat TMG TDG TPG 

Cons tan te  de Michael is  K m  (moles/l) 5 '  IO 4 2" l o  -5 2.5" IO 4 
Capaci t6  Y (/,moles/g) 16o 4 ° 3z 
Temps  de demi6qu i l i b r a t i on  t~i (rain) 0.75 1.35 ~ o-25 • lriax 
Vitesse in i t i a l e  m a x i m u m  d 'en t r6e  en r6gtme Vln 148 20. 4 "> 86 
kex (ml/g/min)  0.82 0.,59 ~> z.7 
R a p p o r t  de c o n c e n t r a t i o n  m a x i m u m  R 65 400 26 

B i o c h i m .  B i o p h y s . . l c l a ,  4 ° U96o) 7o--84 



CINI~TIQUE DE LA GALACTOSIDE-PERMI~ASE 75 

d'induction pour les souches inductibles, Les valeurs relatives de ces param~tres pour 
les trois substrats, les Kr~ et l e s t  w par contre sont des caract6fistiques du syst~me. 
L'accumulation du lactose par la souche W2244 qui ne l'utilise pas, atteint 55 ° 
/zmoles/g ~ + 4 ° pour une concentration de 5" IO-~ M dans le milieu, soit 20 % de la 
mati~re s~che cellulaire. 

La chromatographie sur papier a montr6 que le seul sucre r6ducteur d6tectable 
6tait le lactose. 

Les besoins ~nerg~tiques 

L'accumulation des galactosides 6tant inhib6e par les inhibiteurs de la phospho- 
rylation oxydative comme le 2,4-DNP ou l'azide de sodium, l'influence du fonctionne- 
ment de la galactoside-perm6ase sur la consommation d'oxyg~ne a 6t6 mesur6 par 
l'61ectrode ~ goutte de mercure. La chloromyc~tine a 6t6 omise au cours de ces 
exp6riences k cause de son interf6rence polarographique. De m6me a 6t6 omis le 
substrat  carbon6 pour 6viter que le faible accroissement de {)o3 dfi au fonctionnement 
de la perm6ase ne soit masqu6 par une respiration de base intense. Les fluctuations 
de ces mesures sont beaucoup plus importantes que pour la d6termination de l 'activit6 
de la perm6ase. 

D~s l 'addition du thiogalactoside, la respiration s'acc61~re et reste constante 
ensuite pendant 30 ~ 40 min. 

Si la concentration de thiogalactoside n'est pas saturante pour la perm6ase, une 
addition suppl6mentaire provoque une nouvelle augmentation du Qov 

Le Qo~ endog~ne, 5 a IO/zmoles/g de mati~re s~che par minute, est soustraite 
par convention pour la d6termination du Qo~ dfi au fonctionnement de la perm6ase. 

Tous les Qo~ ont 6t6 extrapol6s k concentration saturante de substrat, en prenant 
les Km d~termin6s pour la perm6ase. Leur moyenne pour TMG est de 8. 9/~moles 
d'oxyg~ne avec une erreur standard :~ 3/zmoles/g/min pour 16 d6terminations. La 
valeur pour TPG est de 15.o ± 3.4/~moles/g/min sur 12 d6terminations. 

Les souches d6pourvues de perm~ase, ML 3o non induit ou ML 3, ne pr6sentent 
aucun accroissement de leur Qo~ par addition de thiogalactoside. 

Le paralldisme de l '"extra-oxyg~ne" avec le fonctionnement de la perm6ase 
est donc ~ la fois qualitatif et quantitatif. Pour exclure la possibilit6 qu'une impuret6 
pr6sente dans le substrat  soit la cause de cette consommation d'oxyg6ne, nous avons 
examin6 le d6gagement de CO~ pour savoir s'il provenait du substrat ou des microbes. 

Ce d6gagement de 14CO2 d'une suspension lav6e de microbes, cultives sur [14Cl- 
fructose a 6t6 mesur~ en l 'absence et en pr6sence de TMG et de TPG non radioactifs. 
Comme le montre la Fig. 3 le d6gagement de 14CO2 s'est accru d'un facteur de 1.75 
par addition de TMG 2. IO -3 M, et d 'un facteur de 2.5 par  addition de TPG IO -3 M 
(nous n'avons pas d6termin6 les valeurs absolues des QcOz). Ces augmentations sont 
du m6me ordre que celles du {)o~ pour les deux m~mes substrats. 

Ces exp6riences montrent que le fonctionnement de la galactoside-perm6ase 
stimule les oxydations cellulaires. I1 semble que cette stimulation soit en corr61ation 
avec les besoins ~nerg~tiques du transport de galactoside. D'autre  part,  ces besoins 
semblent proportionnels ~ la vitesse de renouvellement, ils ne cessent pas, une fois 
le r6gime stationnaire atteint. 

Cependant il n'6tait pas exclu, qu'une partie de l'6change en r6gime stationnaire 
put  se faire sans faire appel ~ l'~nergie m6tabolique. Un 16get exc6s de consommation 
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7 6 A. KEPES 

d'oxyg~ne, limi% £ la premiere minute des mesures, a pu ~chapper h l 'observation. 
Une exp6rience cin6tique avec 2,4-dinitrophfnol comme inhibiteur permet de 

trancher ce probl~me. La Fig. 4 repr&ente une telle exp6rience. On voit que 5 min 
apr~s l 'addition du DNP l'6change repr6sente encore 62 % de celui observ6 avant  

C o u p s / m i n u t e s  ( CO 2 ) 

1,000 ~'MG_ 

TPG 

5 0 0  mc, m 

minutes ! 

0 30 60  90  

Fig. 3. D 6 g a g e m e n t  de 14CO 2 elt fol lc t ion du temps .  ML 308 cul t iv6e sur [l~C]fructose lav6 et  
suspendu  darts un mi l ieu  m i n f r a l  sans  source de carbone  ext~r ieure .  Temp6ra tu re ,  21°. TMG 

2"1o -8 M, TPG  IO -a M. 

l 'addition de l'inhibiteur, alors qu'apr~s le m~me temps d'action du DNP la vitesse 
d'entrfie est %duite k 28 % du t6moin. Si on considbre que la source d'6nergie %siduelle 
est la m~me dans les deux expfriences, c'est-k-dire suffisante pour assurer 28 % de la 

o /  vitesse initiale on arrive k la conclusion qu'une fraction de l 'ordre de 34 ~o de l'6change 
en rfgime stationnaire peut se faire sans nouvel apport d'6nergie m6tabolique. Si on 
transpose ee %sultat au TMG dans les conditions des mesures respiromgtriques, on 
trouve un rapport  TMG/O ~ 6o/(17.8 ~ 6) --  3.8 .+_ 1.3. Si on consid~re que Vln 
du TMG est plut6t sur6valu4 dans les conditions des exp6riences respirom6triques en 
carence carbon6e, on dolt assigner au rapport  TMG/O la valeur la plus probable de 
3 qui pourrait refl6ter l 'utilisation des liaisons pyrophosphate de haute 6nergie clans 
le processus de transport. 

TDGi .  ~ M o l e s / 9  

ONP 
2 0  

10 C 

o ' ,b  ' 2~, ~'o 
m i n u t e s  

Fig. 4. C i ~ t i q u e  d'entr6e du T D G  et sortie apr~s addi t ion de D N P  2. to -3 l~[ (A). Cin6tique 
d 'en t r6e  du TDG 5 m in  apr~s l ' add i t io r t  de D N P  (B.) EchaI~ge eil i mir~ darts des conditiorLs 

iden t iques  ~. A (C) ML 3o8 daltS mi l ieu  min6ra l  succinate .  TDG [0 -4 M ;  Temp6ra tu re ,  26 °. 

Biochim. Biophys. Acta, 4 ° (196o) 70-84 



ClNI~TIQUE DE LA GALACTOSIDE-PERM1~ASE 77 

Coe~cient de temperature 

La Fig. 5 repr6sente deux exp6riences de renouvellement; de TMG d'une part,  
de TDG d'autre part  k trois temp6ratures 34 °, 24 ° et 14 °. I1 est frappant de voir que 
si la vitesse d'entr6e des deux substrats varie, avec un Q10 de l'ordre de 2, la concen- 
tration atteinte en r6gime stationnaire est pratiquement ind6pendante de la temp6- 
rature pour TDG, tandis qu'elle varie pour TMG en sens inverse de la temp6rature.  

T M G  t M o l e s / 9  

14" 30(~ [ ~  

20C " TD 3 ~Moles/9 
50 B 

lOG 20 ~ ~  

m i n u t e s  minutes 
I I I I 0 I0 210 I0 20 30 

Fig. 5. Cin6tique d'6change du TMG (IO --~ M) et du TDG (IO -4 M) ~. 3 temp6ratures diff~rentes. 
ML 3o8 dans milieu mineral succinate. 

On peut en d6duire que la constante de vitesse de sortie a pour TDG un Q10 k peu 
pros 6gal ~ celui de ]a vitesse d'entr6e, alors que la sortie de TMG a un Q10 de 
l'ordre de 4. 

Inhibiteurs 

On a vu que sous l 'action du 2,4-DNP, et il en est de mSme pour l'azide de 
sodium, l 'accumulation des thiogalactosides est inhib6e. Si l 'inhibiteur est additionn6 
apr~s l 'accumulation, la concentration intracellulaire baisse lentement. Ces agents 
agissent apparemment par inhibition du couplage 6nerg6tique et non pas directement 
sur le catalyseur sp6cifique. Les r6serves cellulaires en compos6s pyrophosphoriques 
riches en 6nergie ainsi que la possibilit6 d'6changes avec conservation d'6nergie 
peuvent expliquer la lenteur de l'effet observ6. Un inhibiteur direct du m6canisme 
catalysant l'entr6e devrait provoquer une sortie exponentielle ayant  la mSme con- 
stante de temps que l'6change en r6gime stationnaire. 

Le p-chloromercuribenzoate (pCMB) est un inhibiteur des groupements SH et k 
ce titre il inhibe de nombreux enzymes m6taboliques. Cependant sous son action la 
vitesse de renouvellement des galactosides par la perm6ase d6crott imm6diatement et 
exponentiellement. 

L'inactivation par le pCMB est irr6versible et totale apr~s un temps d'action 
suffisante. La vitesse d'inactivation d~pend de la concentration de pCMB, mais pour 
une m6me concentration de l'inhibiteur, elle varie selon qu'un thiogalactoside est 
pr6sent ou absent. La pr6sence d'un thiogalactoside exerce un effet protecteur k peu 
pros comp6titif. Cette protection par le substrat  sp6cifique qui ne r6agit pas directe- 
ment avec le pCMB sugg~re que l 'action de ce dernier s'exerce directement sur la 
mol6cule porteuse des sites sp6cifiques, c'est-k-dire, la perm6ase proprement dite. 

La Fig. 6 repr~sente une exp6rience d'inhibition de la perm6ase par le pCMB 
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k la concentration de lO -4 M. Le substrat est le TDG ~ la concentration de IO 4 M. 
On volt la d6croissance exponentielle de la vitesse de renouvellement qui contraste 
avec la lenteur et l'allure quasi lin~aire de la sortie du TDG. An moment o~ la vitesse 
de renouvellement est tomb6e k une valeur n6gligeable, la sortie de TDG est environ 
cinq fois plus lente quc l'6change en r6gime stationnaire. 

TOGi. } 4 M o l e s / 9  

PCMB 
¢ 

2 0  ~ 

I 

- 0 5 ~0 15 minutes 

Fig. 6. Cin6tique de sortie du TDG en 6quilibre, par  addit ion de pCMI3 lO 4 31 (A) Echange apr6s 
45 sec et 9o sec darts les m4mes conditions (B) ML 3o8 milieu min6ral succinate TDG IO ~t M; 

Temp6rature ,  26 °. 

Compdtitions 
On a vu au premier paragraphe que le niveau stationnaire est proportionnel k la 

vitesse de renouvellement pour un substrat donn6 k une temp6rature dfterminfe, et 
l'6quation (4) montre que le coefficient de proportionnalit6 est I/ke~. 

La Fig. 7 repr6sente, selon la m6thode de LINEWEAVER ET BURK l'inhibition de 
la vitesse d'entrfe et du niveau stationnaire de TMG par TDG k concentrations 
variables. La Fig. 8 repr6sente dans les m~mes conditions l'inhibition de la vitesse 
d'entr6e et du niveau stationnaire du TDG par TMG. 

YTDG Vmox 

TDGin VinTOG 

+TMG 5.i0-4 M 3 

., x"  / T O G  seul 2 

+TMG 5'10-4 M 

G 2'10 "5 M 

I/TDGe~ 1/TDGex 
t I t I 

I0 4 IO 5 ~0 4 I0 5 

Fig. 7- Repr4sentat ion selon LINEWEAVER XT BUR~: des concentrat ions intracellulaires en r6gime 
sta±ionnaire (5. gauche) et des vitesses d 'entr6e (~ droite) de TDG en l 'absence et en pr6sence de 

TMG; Temp4rature ,  ~6 °. 
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On voit que le TMG inhibe davantage le niveau stationnaire que la vitesse 
d'entr~e du TDG et inversement TDG inhibe davantage la vitesse d'entr6e du TMG 
que son niveau d'6quilibre. 

Ceci implique que le coefficient de proportionnalit6 entre niveau d'6quilibre et 
vitesse d'entr6e: I/kex de chaque substrat est modifi6 par la pr6sence de l 'autre 

YTMq V mox 
TMGin Vin TM6 

6 0 DG 5.10-5M 3 0 TDG 5.10-5 M 

40 "/ 20 

I - . /  

10 4 4 -10  4 

Fig. 8. Repr6sentatiolx selon LINEWEAVER ET BURK des collcentrations intracellulaires eI1 r6gime 
statiolmaire (A gauche) et des vitesses d'entr~e de TMG elx l'absence et en pr6sence de TDG; 

Temp6rature, 26 °. 

substrat en compdtition. L'acc616ration du renouvellement du TDG en pr6sence de 
TMG mesur6e directement confirme cette interf6rence. 

Une autre anomalie apparMt k l'examen des courbes de la Fig. 7. C'est aux tr6s 
faibles concentrations de TMG que la vitesse de renouvellement du TDG n'est pas 
inhib6e, mais au contraire, stimul6e. Nous essayerons dans la discussion de donner 
une interpr6tation de ce ph6nom~ne. 

Une autre inhibition atypique, celle exerc6e par le glucose sur la galactoside- 
perm6ase a 6t6 observ6e par HORECKER 6. L'addition du glucose d6prime le niveau 
d'accumulation des thiogalactosides. Une 6tude cin6tique a montr6 que ]e glucose 
intervient essentiellement pour acc616rer la sortie du thiogalactoside, son effet sur 
la vitesse d'entr6e est faible ou nul. 

Permeation passive dans les souches d~pourvues de perm~ase 

ML 3 ddpourvue de galactoside-perm6ase ne concentre pas les galactosides, et 
la m6thode exp6rimentale a dfi ~tre 16g&rement modifi6e: des suspensions environ 
IO fois plus concentr6es ont 6t6 employdes avec des prises d'essai de o.i ml de sorte 
que la contamination est diminu6e d'un facteur de IO. Elle peut 6tre estim6e ~ moins 
de IO % du plateau final. 

La Fig. 9 montre la cin6tique d'entr6e du TMG k 3 concentrations diff6rentes. 
Trois faits peuvent 6tre d6duits de cette exp6rience. Premi~rement, le niveau final de 
concentration intracellulaire est proportionnel k la concentration dans le milieu. 
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Ensuite le temps d'6quilibration est de l 'ordre de io fois plus long que celui observ6 
avec la perm6ase. Enfin, la concentration finale ~ l'~quilibre correspond k un volume 
disponible de l 'ordre de I/~l/mg de cellules s6ches, net tement plus faible que l'espace 
aqueux habituellement admis: environ 4/xl. 

TMG 

10 

pMoles/9 

TMG:~I • iO-3M 

TMG,5~.IO-3M 

TMG,I .I0"3 M 

[ , 

1C) 20 310 40 
m i n u t e s  

Fig. 9. Cin6tique d'elxtr6e du TMG darts la souche sans perm6ase ML3 5~ trois concentrat ions 
diff6rentes; Temp6rature ,  26 °. 

Comme on pouvait  le pr6voir par la proportionnalit@ des concentrations extra 
et intracellulaires, l'entr~e d 'un galactoside chez ML 3 n'est pas inhib6 par la comp6- 
tition d 'un autre galactoside, de m~me il n 'y  a pas de d@lacement apr~s l'6tablisse- 
ment  de l'6quilibre. Cependant le gatactoside intracellulaire est 6changeable contre le 
galactoside dans le milieu sensiblement h la mSme vitesse que l'entr6e initiale. 

Les inhibiteurs du m6tabolisme comme le DNP ainsi que le pCMB sont sans 
effet sur la permfiation du TMG comme le montre la Fig. IO. Cette mSme figure 
montre que l 'addition du glucose diminue rapidement et consid~rablement le niveau 
intracellulaire de galactoside. I1 s'agit I£ d'une v~ritable expulsion active qui est 
parallde ~ l'effet du glucose sur les galactosides activement accumul6s dans les 
souches k galactoside-perm~ase. 

TMGml/g p CI'~B 

1.0 DNP W " '  ° 

0 I 0 2 '0 3~0 4~ 

Fig. IO. Cin6tique d'entr6e du TMG darts la souche sans perm6ase ML 3 (A). D6placement  par  
addit ion de glucose 2. IO -2 M (B). Effet de D N P  2. io  -3 M (C) et du pCMB IO -4 M (D). 

DISCUSSION 

I1 se dfigage de l 'ensemble des r6sultats que l 'accumulation sp6cifique de galactoside 
ne peut fitre due k l 'adsorption sur des sites intraeellulaires sp6cifiques. I1 suffit de 
consid6rer le Tableau I, qui montre combien est variable la capacit6 d'accumulation 

saturation pour diff6rents substrats, ou encore la Fig. 5 montrant  que pour un 
m~me substrat  la capaeit6 varie largement avec la temp6rature. On peut donc affirmer 
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que l'action de la perm6ase est catalytique et, de plus, que les sites catalytiques 
sp6cifiques, gouvernant le ph6nom~ne, sont essentiellement accessibles au substrat 
extracellulaire et largement ind6pendants de la concentration intracellulaire. C'est 
pour un site accessible de l'ext6rieur qu'entrent en comp6tition les diff6rents galacto- 
sides, puisque c'est leur concentration extracellulaire qui r6git la comp6tition. Cette 
accessibilit6 de l'ext6rieur impose k ces sites catalytiques un r61e dans le transport 
du galactoside du dehors en dedans. 

La nature possible d'un catalyseur de transport est jusqu'k nouvel ordre du 
domaine de la pure sp6culation. On peut cependant inf6rer dans le cas de la galacto- 
side-perm6ase, que la catalyse est du type enzymatique, 6tant donn6 le couplage 
6nerg6tique. En effet l'utilisation de l'6nergie m6tabolique implique la rupture d'une 
liaison fiche en 6nergie qui n'a lieu qu'en pr6sence de galactoside. 

L'acc616ration respiratoire provoqu6e par le galactoside en pr6sence de la per- 
mease peut 6tre la manifestation du contr61e respiratoire d6crite par LARDY 7 chez les 
mitochondries, qui est relev6 par l'addition d'ADP, accepteur de phosphate. I1 suffirait 
de supposer que l'action de la perm6ase aboutit directement ou indirectement k 
l 'hydrolyse d'une mol6cule d'ATP avec apparition d'une mol6cule d 'ADP ce qui 
16verait l'inhibition respiratoire. Le nombre de mol6cules de TMG transport6es par 
atome d'oxyg~ne consomm6 est parfaitement compatible avec l'utilisation de r A T P  
ou d'un compos6 qui d6rive de I'ATP mol6cule k mol6cule pour le transport d'une 
mol6cule de TMG. 

Le travail thermodynamique pour le transport d'une mole de TDG dont le 
rapport de concentration est de l'ordre de 400, est de A F = 3600 cal/mole donc 
l'6nergie de l'hydrolyse de I'ATP est largement suffisante. 

Des unit6s 6nerg6tiques plus petites que I'ATP seraient plus 6conomiques mais 
si une mol6cule d'ATP devait donner plus d'une de ces mol6cules donatrices d'6nergie, 
le rapport TMG/O devrait ~tre au moins 6gal h 6 ce qui est incompatible avec nos 
r6sultats. 

L'hypoth~se de transport actif est pratiquement in6vitable en pr6sence des 
donn6es actuelles du probl6me. La contribution osmotique des galactosides intra- 
cellulaires ne peut s'expliquer en dehors de cette hypoth~se qu'en supposant les 
galactosides intracellulaires chimiquement modifi6s. Or la seule forme modifi6e, le 
d6riv6 acetyl6 des thiogalactosides, qui s'observe dans les conditions Oil la perm6ase 
est fonctionnelle, repr6sente une faible fraction des galactosides accumul6s. Cette 
fraction varie consid6rablement d'un substrat ~ l'autre. Ce d6riv6 n'est pas d6tectable 
quand la perm6ase fonctionne en l'absence de source carbone. En tout 6tat de cause 
les mol6cules de galactoside ayant subi un ou plusieurs cycles d'entr6e et de sortie 
des cellules sont chimiquement inchang6es, alors que le d6riv6 ac6tyl6 ne redonne 
jamais une quantit6 d6tectable du galactoside initial dans ces conditions. 

Le module qui sans complications inutiles semble rendre compte de toutes 
nos observations est schematis6 Fig. I I. II repr6sente la perm6ase comme un enzyme P 
qui agissant sur une mol6cule donatrice d'6nergie R ,~ T et une mol6cule de galacto- 
side Gex activerait cette derni~re. Cette activation pourrait 6tre mat6rialis6e par la 
combinaison du galactoside avec T, une mol6cule ou radical transporteur; GT ayant 
des caract~ristiques physicochimiques lui permettant le passage de la barri~re qui 
empSche la travers6e du galactoside natif. La r6action R ,,, T + G- -~  GT + R 
serait pratiquement irr6versible, et c'est sa vitesse qui est l'6tape limitante pour 
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l'ensemble du ph6nom~ne. Cette vitesse elle-m~me d6pend essentiellement de la 
concentration de Gex, et non de eelle de R ~ T suppos6 toujours en exc6s. I1 suffirait 
que cette mol6cule GT 5. l'int6rieur de la cellule se d6sactive spontan6ment, ou se 
dissocie de son transporteur (il n'est pas n6cessaire de postuler un second enzyme). 

gSg~tC K EXTI~&GEL LUL&IDK 

Gex 

_ . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  _ _ ~ _ _ _ _ _ f ! _ P ~ ~ ,  . . . . . . . . . . . .  . ,  

t I I 

" ' . R - T  +G.~-~(PGT +R--~)+r+R~; G+T 

. . . . .  t . . . . . . . . . . . . . .  

ESPACE iNT~AEELLULAI~E 

Fig. I I. Mod61e de m6can i sme  propos6. 

L'existence 6ph6m~re et en quantit6s catalytiques de la mol6cule activ6e expliquerait 
qu'on n'ait  pu la mettre en 6vidence. 

I1 y a cependant deux faits qui tendent ~ montrer l'existence d'un complexe 
activ6 du substrat. Le premier est la possibilit6 d'6change avec conservation d'6nergie, 
plus exactement la diff6rence des degr6s d'inhibition par une m~me dose de DNP de 
l'entr6e et du renouvellement du TDG (Fig. 4)- Cet 6change peut avoir lieu au niveau 
du complexe activ6 li6 ou non 5. l'enzyme. Le second argument peut ~tre tir6 du 
ph6nom~ne paradoxal de, l'acc616ration de l'entr6e du TDG en pr6sence d'une trbs 
faible concentration de TMG (Fig. 7)- Comme on salt que l'activation du TMG se 
fait 8 fois plus rapidement que celle du TDG (Tableau I) il suffit que le TDG en large 
exc~s puisse d6placer le TMG activ6 de son complexe pour pouvoir b6n6ficier en partie 
de sa vitesse d'activation, et surcompenser la comp6tition au niveau de la perm~ase. 

Le m6canisme de sortie passive sous l'influence du gradient de concentration ne 
poserait pas de probl('me sp6cial en soi. Cependant la diff6rence des constantes /eex 
des souches avec ou sans permdase, l 'augmentation de kex en prdsence de glucose, son 
abaissement par les inhibiteurs de l'entrt)e, le changeinent de lee,: du TDG quand il 
est en comp6tition avee TMG semblent exclure une sortie par simple diffusion. On ne 
voit en effet pas de raison plausible pour que la barri6re de perm6abilit6 modifie ses 
caract6ristiques phsyiques de telle sorte que la diffusion du TDG soit acc61dr6e, sans 
que soit chang@ celle du TMG. 

Notre hypoth6se est que la sortie des galactosides s'effectue par un processus de 
"diffusion facilit6e"; c'est-5.-dire k l'6tat complexe avec un transporteur qui rend 
franchissable la barribre de diffusion. Ce complexe serait dissociable et libdrerait le 
galactoside natif ~t l'ext6rieur de la barribre. Darts la Fig. 13, ce complexe est repr~- 
sent6 comme identique 5. GT qui permet l'entr6e. Pour cela on suppose que la r6action 
GT ~ G q T e s t  r6versible et spontan(~,e et qu'elle peut avoir lieu sur la face externe 
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de la barri~re, aussi bien que sur la face interne. L'6quilibre serait de loin en faveur 
de la dissociation. Cette r6action r6versible repr6sente un m6canisme de sortie passive, 
sous la d6pendance du gradient de concentration. 

L 'dtat  stationnaire est caract6ris6 par le fait que tous les  interm6diaires sont 
concentration stable. 

Sur la face externe: 
d(~T) 
- -  : Vln + k 2 G e x T - - k l G T  : o 

dt  

Dans l'espace intraceUulaire : 

d'oh 

substitu6 dans (9) 

d (GT )  
--  h l G T - -  k~GlnT = o 

d t  

G T  = ~_1_ G l n T  

Vin + k 2 G e x T - - k $ G l n T  = o o n  Gin = Gex + - -  

Si on consid~re que Gex est n6gligeable devant Gin et que 

Vln = Vmn ax Gex 
K m  + GeX 

o n  a :  

Vln 
k 2 T  

(9) 

(Io) 

(II) 

(I2) 

VI max Gex 
Gin -- - -  (I3) 

k 2 T  K i n +  Gex 

formellement identique k l '6quation (4), avec kex : ks Tin. 
La constante de sortie est done une constante de transport proportionnel au 

gradient dans la mesure oh Tin est lui-m6me constant. 
La constance de ce niveau de concentration de T doit ~tre ajust6 en r6gime 

stationnaire. Au d6but de l'6quilibration Tin apparalt  dans l 'espace intracellulaire en 
quantit6 stoichiom6trique avec Gin, en r6gime stationnaire par contre sa concentration 
doit 6tre tr~s inf6rieure k Gin pour expliquer la lenteur de la sortie en cas d'inhibition 
de la perm6ase. 

En outre pour expliquer la stimulation de la sortie du TDG par TMG et la con- 
stance de kex pour un substrat  donn6 il faut que Tin d6pende plus de la nature du 
substrat  que du degr6 de saturation de la perm6ase. Un des m6canismes possible d'un 
tel ajustement consiste k supposer que la quantit6 totale de T, la somme de R ,,~ T, GT 
et T libre est limit6e. 

Quand la perm6ase ne fonctionne pas, tout est sous la forme R ~ T. 
En r6gime stationnaire R N T e s t  reg6n6r6 k partir  de R et de T 1ibre avec une 

vitesse 6gale k Vln 
R × T × k3 = Vln (I6) 

Dans des conditions: 
R = T + G T  

or d'apr~s (II)  et (13) Vin 
G T - -  

hi 
substitu6 dans (16) on a Win Win 

T(T + ~ ) - -  k3 
si Vin kl 

si T <<-~ -x  ' o u  T << GT ,  o n  a:  T ---- h3 
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T e s t  ainsi constant pour un substrat donn6 quel que soit l'activit6 de la perm6ase, 
par contre il varie avec la nature du substrat puisque kl, est la constante de vitesse 
de dissociation de GT. Si l'affinit6 de T e s t  plus forte pour TDG que pour TMG, le 
niveau de T libre sera plus bas pour le premier que pour le second. I1 s'ensuit que la 
vitesse de sortie de TDG sera acc61fr6e en pr6sence de TMG. Ce mSme m6canisme 
expliquerait la sortie lente en cas d'inhibition de la perm6ase (Fig. 6) car dans ce cas 
Tin n'est pas rfg6n6r6. 

L'effet du glucose peut s'expliquer 6galement si ce sucre entre dans la ccllule 
par un mfcanisme distinct par sa stdrfosp6cificitG mais qui lib6re dans la cellule le 
m~me transporteur. Comme le glucose est consomm6 au fur e t k  mesure de son entr6e, 
T se lib6re en exc~s par rapport k son niveau de r6gime stationnaire et contribue "t 
la sortie des galactosides. 

Ce dernier m6canisme fonctionne 6galement en l'absence de galactoside-perm6ase, 
et r6alise l'explusion active des galactosides par le glucose. C'est un exemple de 
transport actif peu spdcifique des galactosides, coupl6 au transport actif enzymatique 
du glucose et du transporteur T. 

Le nombre des faits k expliquer nous a oblig6 k 6laborer un module aussi d6tailld, 
il va sans dire que ce n'est qu'un module possible et que l'identification des constituants 
du syst6me peut seul apporter la solution du mfcanisme des permfases et peut ~tre 
du transport actif en g6n6ral. 

RESUM]~ 

L'accumulation de thiogalactosides radioactifs dans l'espace intracellulaire de E. coli 
poss6dant la galactoside-perm6ase aboutit k un 6tat stationnaire. La mesure de la 
concentration intracellulaire, de l'affinit6 et de la vitesse d'6change permet de calculer 
l'activit6 du m6canisme d'entrfe e t l a  constante de vitesse de la sortie passive. Le 
m6canisme d'entr6e est catalytique, il est coupl6 avec l'6nergie mftabolique. La 
consommation d'6nergie correspond k l'hydrolyse d'une mol6cule d 'ATP par mol6cule 
de galactoside transport6. La sortie passive n'est pas une diffusion libre, mais peut 
~tre interprft6 comme une diffusion facilitde en combinaison avec une mol6cule 
transporteur. 

Le comportement des param6tres d'entr6e et de sortie dans des conditions 
vari6es est expliqu6 par un mod61e coh6rent. 
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