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S U M M A R Y  

S t u d y  on the tetrathionate-red~u'tase o f  a facu l ta t i ve  anaerobic bacter ium 

In this article a me thod  is descr ibed by which the t e t r a t h iona t e  reduc tase  ac t iv i ty  
of  bacterial  enzymic  ex t rac t s  may  be measured.  It  depends  on the fact  t ha t  benzyl  
viutogtm t;>tab|~shes a ch~tni¢~l coupling between h y d r o g e n a ~  and reducta.se. The  
ac t i v i t y  is calculatcd from the ra te  of  consumpt ion  o f  hydrogen  de te rmined  by  the  
manomet r i c  technique o f  XVarburg. ~ y  means  o f  our  method,  the affinity cons t an t  
and ac t iva t ion  energy of  the enzyme  were mea.~ured. The  pH o p t i m u m  has been 
deter~dnt~d and the inhibit ions by" cyani,~e and azide have  been s tudied.  The aerobic 
cultures do not reduce t e t ra th iona te .  Atmospher ic  oxygen inhibit.~ revers ibly  the 
a - ; i v i t y  ttf the reducta~e. In anaerobic  cul tures  the  biosynthesis  o f  the  e~myme is 
induc~.,d by  te t ra th iona te .  In aernbic cul tures  its format ion is comple te ly  repressed 
bv oxygen.  

.Nou~ d~crivons dans [¢ prurient m~nl¢:ire une mOtF~ode qui pe rmet  de mesurer  l 'ac- 
tivit~ t~trathionate-r6du~:tase des ex t ra i t s  enzyma t iques  baet6riens. Son pt incipe  
,-st ba.~ .~ur le fair que |e henzyl-violog&ne ~.tablit un couplage c ldmique  en t re  
l 'hydrogdnase  et la rOductase. L 'acf ivi t~ est ¢~alculde a pa r t i r  de la vite.~,~e de consom-  
mat ion  de l 'hy,lrogOne d d t e r m i n ~  par  la rn6thode manom&trique de Warburg .  A 
l 'aide de not re  m~.thode, la cons tan te  d'affimt~ et 1'6nergie d ' ac t iva t ion  de l ' enzyme  
ont 6t& me-surOes. Nous awms 6galement  d~termin6 le p H  d 'ae t iv i t8  o p t i m u m  et 
&tudi6 l ' inhibit ion par  le cyanure  et l ' a zo thydra t e .  Les cul tures  a~robies ne r6duisent  
pas le tS t ra th ionate .  L'oxy~qbne a tmosph6r ique  inhibe r~versiblement le f onc t ionne -  
meut  de la rdductase.  Darts les cul tures  anaSrobies |a bic~synth6se de l ' enzyme est 
~nduite par le t6 t ra th iona te .  Dans les cul tures  aOrobies sa format ion  est compl~ tement  
r~prim6e pa: l 'oxyg6ne.  

INTRODUCTION 

En x943. P(~tl r>c~¢ Ex" KNox  t d6couvr i rent  chez une bac,6rie ana6robie facul ta t ive  
un enzyme  in~h.,,'tihle 2 qui cat',dyse la r6duet ion du  t~ t ra th iona te  en thiosulfate .  Par  

Bioe l~ inJ . .? iop~ys .  A a a ,  67 ( t 9 6 3 )  366--378 



T E T R A T H  -' ¢..) N A T E - R  E ! )U  ~. :F  A.q E 367 

la sui te ,  la t ~ t r a t h i o n a t e - r 6 d u c t a s e  ne r e t i n t  poin t  l ' a t t e n t i o n  de.~ b iochin t i s tes  et  
ne f i t  I 'obje t  d ' a u c u n e  6 tude  i m t x ) r t a n t c . . N o u s  d6cr ivuns  ici une  m4t i iode  pr6cise 
qni  p e r m e t  de  m e s u r e r  .~on ac t iv i t6  dan~ le~ ex t ra i t s .  [1 a dr4 possible ~ l ' a ide  de 
n o t r e  teehr:.'~que d ' 6 t u d i e r  ses propri(~tds le.~ ptus impor t~n te s .  Mai.q te p ro b lh m e  qtti a 
t o u t  p a r t i c u l i 6 r e m e n t  r e t e n u  u , , t r e  a t ten t iu t t  est cehai dc la r6gL:t.&tiotx in rivo de la 
bios3rnth~se e t  tie l ' ac t iv i t4  de  cet  enzvtlrte. 1.¢~ p r i n c i p a u x  r6su l t a t s  r ap p o r t6 s  d a , s  
le p r4sen t  m6moi rc  (,nt tldjX 6t6 publi6s dan~ une  no te  pr6kiminaire x. 

M A T I : : I { I E L  E [  .MI :YUH()I~ES 

On p r e p a r e  le t 6 t c a t h i o n a t e  en o x v d a n t  h' th iosu l fa te  de pf>ta~ium p~r un lar£e e.,.c~s 
de ch lo r u r c  fe r r ique .  I.e ~ l  dc p~ta:~dum a v a n t  | , , ,ur f i , tmu |e  K~S4C) ~ est  .s~pard du  
m d l a nge  et  purifi6 pa r  uae  sdrie de pr~l : ipi tat i0ns ah-o- l iques  cn mil ieu acide.  La  
s t r u c t u r e  e t t e s  prcpri6td~s du  b e n z y l - -  violog?~nc on t  dtd dd'crites d a n s  une  pub l i ca t ion  
a n t d r i e u r e  4. 

N o u s  avon.-; utilis~ une  bac t6 r i e  a~mdrabic / x ca l t a t i v e  d o n t  ies p r i r t c ipaux  
ca rac t~ re s  trot 6t6 dtuciJ6s p a r  Po-,.ocK:~+ Cet r~rganisme f e r m e n t e  le lact.ese, le glucose 
e t  le m a n n i t o l  avec  p r o d u c t i o n  d'a~:ides. I1 est  c i t r a t e  l ~ i t i f  e t  Vt~ges- l ' roskaucr  
ndga t i f  et d o n n e  une  r(~action pos i t ive  avec  le rouge  de m6thy le .  II prl.,duit de  l 'hy-  
d rog6ne  sulfur6 maJs pax d ' indole .  La  s~,uche z433 est cem.~.ervde sur  gdio~ ~. n u t r i t i v e  
d ~ p o u r v u e  de  t d t r a t h i o . a t e .  P o u r  ;es ~:ultures:, on emlfloie un mil ieu de ba.se t a m o o n n d  

p H  7 d o ~ t  la c o m p o s i t i o n  a d6j',i etd d6cr i tc  *. On v a j o u t e  de  la b a c t o - p e p t o n c  
(o.z5 g / I o 0 o  ml) e t  de  l ' ex t r a i t  tie levur ' :  Di fco  (o.z5 g, rooo  ml). Le glucose s t 6 r i i : ~  
/t p a r t  e~.'t a jou t6  a v a n t  l ' e n s e m e n c e m e n t .  Les sotu[i,  ms de KeS~Os, Na~gzO a ,_'t 
N a ~ z O  ~ (:t g / r o o o m l )  son t  s t f r i l is6es  pa r  f i l t ra t ion.  Les  cu l tu re s  a(Srobies .~ont 
rdalis~es duns  des  fioles -h t , x i n e  agit~e~. I.es cu l tu re5  ana~robie~ ~ont plac6es duns  
des  ba thms  scus  vide.  On r&'ol te  les but:t~ri(.'~ apr6s  z6 h d ' i n c u b a t i o n  ~ 32:.  A v a , t  
de  c e n t r i f u g e r  ies cu l t u r e s  a6robies,  on leur  a j o u t e  du  c h l o r a m p h 6 n i c o l  (25 ug/trd) 
p o u r  e m p 6 c h e r  les p rocessus  d ' a d a p t a t i o n  de  n a t u r e  p ro t6 ique .  Cet a n t i b i o t i q u e  
~a'exerce pa s  d ' m h i b i t i o n  fi l '~gard de  l ' enzyme?  

Le s  e x t r a i t s  sont  pr6txar~s pa r  t r a i t e rn en t  s , n i q u e  (xo rain) de~ su~pen-i ,m~ 
ceLlulaires dan5  un  appare i l  R a v t h e o t L  Ils sont  s6par6s tle_~ d6br is  bac tdr iens  p a r  
c e n t r i f u g a t i o n  (z 5 ooo tour%;min;  2o min) .  L e u r  t e u e u r  en  azo te  est  es t im6e p a r  
m i c r o - K j e l d a h l .  L a  p r f p a r a t i o n  d ' h y d r o g 6 n a ~ e  t~t  o b t e n u e  p a r  t r a i t e m e n t  sorfittue 
d ' u n e  suspens ion  de  D'sulf ,  vibrio d.esulfl~ricans, l~t densi t~ des  suspension.~ hact6-  
r ienne~ est  d6 te rmin~e  p a r  m e s u r e  tie l ' a b s o r b a n c e  apr6s  d i lu t ion.  

IA~ ero;.ssance dt.~." cui ture~ c-st es t imde en m e s u r a n t  l ' a b s o r b a n c c  h 450 m u  duns  
o n e  c u r e  de  t c m  a v e c  un  s p e c t r o p h o t o m 6 t r e  .Jean et  Cons tan t .  D an s  les exp6r iences  
dr' c ro issance ,  on  emplo i e  le mil ieu laabituel  av ec  z g/rIooo ml de  K:t..%,On et  4 gl x(.x~ ml 
d,: ghtccrce. 

P o u r  ,-loser le ttUu.~ulfatc ou  place les pr616vemet,.ts d u n s  3 a 5 ml d ' a lcool  
~ thy l ique .  Ce t r a i t e m e n t  i nac t ive  i m m d d i a t e m e n t  l ' en zy m e .  On di iue ensu i t e  av ec  
p lus ieurs  v o l u m e s  d ' e a u  et  on t i l rc  pa r  i ' iodc N/zo ou  N/2oo en  nr~qence d ' em p o i s  
d 'arr t idon.  L a  r ' ~c i s i on  des  dosages  n ' ~ t  pus at tdrde p a r  la pr&sence de  haetdr iea  c,o 
d,e pro td ines .  

T o u t e s  les exp6riencc~z ~ont r~alL~es a 37 ~ en t a m p o n  p l a o s p h a ~ ,  p H  7- Lcz  
- Q t t t  r e p r 6 s e n t e n t  les v i tesses  tie consommatio~a de H~ e t  soo t  exp r im6s  en  m m  ~ 
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de gaz  (condi t ions  normales )  p a r  heure  et  pa r  m g  de bact~r ies  (poids sec) 0u pa r  m g  
d ' a z o t e  p o u r  les ex t ra i t s .  I ls  .~r,_t mesurtSs par  la t e c h n i q u e  m a n o m ~ t r i q u e  de W a r -  
b u r g  ax-(~ de.~ coupe~ a y a n t  un  v o l u m e  de  I o  ml  et  e o ,  t e n a n t  3 ml  de l iquide.  L ' u n i t ~  
dc t d t r a t h i , n a t e - r 6 d u c t a ~ e  est  la q u a n t i t 6  d ' e n z y m e  qui  c a t a l y s e  la r~duc t ion  
d ' t m e / t m t J l e  de S4()a ~- el~ tree heure .  

l . ' o x y d a t i o n  des py r id ine -nuc l~o t ides  r~dui ts  ( D P N H  et "FPN H) et d u  F M N H ~  
e.~t ~tudi6e ~t l 'aJde <t'un Sl)~-ctrophotom6tre B e c k m a n  s u i v a n t  des t e c h n i q u e s  ant6.  
rieur~-r;,ent d & r i t e s  s. 

R~ ~ULTATS EXPI~RIMENTAUX 

Co~zso,zmatio~z de I12 par  dex cel l , les  intactes en prdsenc~ de tf ' trathionate et de L':~,:;ulfate 

On utilisc une  cu l tu re  anae rob i c  sur  milie,~ c o n t e n a n t  KzS~O s. Ce~ bact6r~e~ con-  
s o m m c n t  H z en pr6sence  de t 6 t r a t h i o n a t e  ( - Q i ~ u  =--z75:  cour~,e t, F~g. ~). 1.eur 
ac t iv i t6  cst n o t a b l e m e n t  ;tot'.rue par  l ' a d d i t i o n  d ' u n e  faible q u a n t i t 6  de benzy ! -v io lo -  
g£.:ae ( - - Q n z  -" 448; cou rbe  o). No.~ o b s e r v a t i o n s  sugg~ren t  que  ia s~0uel~e sltilis~3c 
syn th~t i se  en ana6rob iose  l ' hyd rog6nase ,  la t 6 t r a t h i o n a t e - r ~ d u c t a s e  et un  t r a n s p o f  
t cu r  d '61cctrons  c~tp,~t)le de r6ali.~.r un  c o u p l a g e  efftcace en t re  Ic~ deux  e n z y m e s .  

250~ 

10 20 30 40 50 
Iv I t  I'KJ~ e s  

Fig. t. Con.somrnatiort de I t ,  en fonction du temps par un~ SUSl~:ngi<m ct~llulair~. I~aet~Sric.,, r mg 
(t-vi~Is .~ ,~, ,  t~,,,po~,, iCf3aO ~ ou .~a_-3aO ~, zo ttmolos; CdCI, (puit~ central), t..g~O.a-: a, S~()~=-; 

I~enzyl-vi(,og6ne. too t~g; 3. -'S:t)~ a- : 4, S, Os a-; bep.zyl-violog~ne, zo~ Fig. 

L ' a c t i v a t i o n  p r o v o q u d e  pa r  l 'indit~-tteur d ' o x y d o r 6 d u c t i o n  s ' exp l i que  sans  d o u t e  pa r  
le fail que  le t r a n s p o r t e u r  p h y s i o l o g i q u c  cons t i t ue  le f a c t e u r  l im i t an t  de la c h i n e .  
Av(.r  le thiostf lfate,  lea vitesse.s de c o n s o m m a t i o n  de  H~ sont  e x t r 6 m e m e n t  faJbles. 
O,, ~, ~ , , e  -- Q H2 ~ 4 ca  ! ' absence  d'ii~d.icateur et  --  Qlx-_. ---~ 30 en  pr6sence  de benzy l -  
x.iolog~ne. Un  fai t  i m p o r t a n t  quJ res~ort de l ' ex i~ r i ence  d6cri te  est  l ' i nac t iv i t~  des  
bact6r ieg a l ' 6ga rd  du  th iosu l fa te .  On  doi t  p a r  cons/~cluent s ' a t t e n d r e  A c e  que les 
cu l t u r e s  et les suspens ions  cellulaire~ r6du i sen t  q u a n t i t a t i v e m e n t  le t 6 t r a t h i o n a t e  
cn  thio~,lflfate, i . ' 6 t u d e  de la t~.trathianate-r6dueta.-ue et la r~alimation de.q oi lans  ~t~ 
t r o u v e r o n t  ainsi facilit6e~ pa r  l ' abnence  de t h io su l f a t e - r6duc t a se  chez  l ' o rgan i sme  
u.tilis6. 
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M ~ s u r e  dc l'acti~wit~ des cxtrait=, d,. l 'a,'de de la  m~thode m a n o m d r i q n e  

C h a q u e  s v s t ~ m e  c, m t i e n t  o .o5  m l  tie ta p r 6 p a r a t i o n  d 'hydrog~na- , , e ,  i o o u g  de  
ben / .y l  v io log6ne ,  te ta rnr ,  on  phus l~ha tes  ,.'pll 7) et  l ' e x t r a i t  h a c t d r i e n  ( c u l t u r e  
alla~atobie su r  t 6 t r a t h i . , , a t e } +  Line ~ l u t i ,  m c , , n t e n a n t  2 o . u m o l e s  de  KeS,O~ e~t p lac6e  
d a n e  !e d i v e r t i c u l e .  Ia :  v o l u m e  de  la  pha.se l iqu idc  e.~t complkt¢3 iL 3 m i  nw, e de  r e a u .  
A ? r ~ s  n v o i r  ~t6 r e m p l i s  de  H e. le.~ m a n o m 6 t r e s  s o n t  mi~ ft i n c u b e r  d a n s  ul, b a i n  "& 
37 =. Lo r sc lue  le mil:,eu ;i wi-~ I~ c~Oorati,)n vi,*lac(~e c n r a c t 6 r i ~ t i q u e  de  l ' i n d i c a t e u r  
r~,ht i t ,  ia  ~o lu t ion  de  K.~.qI(.) n e s t  renver.,.'.~, d a n e  la c ~ u p e  (tetltt~.~ (~). [.oq' mc-sure,~ [ 

5on t  en.~uite effectudt_~ h i n t e r v a l l e s  de  t e m p ~  r6guliers+ O n  d & ! u i t  le~ ~ Q u . ,  des  
p e n t e s  me.surges St 1 o r i g i ne  des  c o u r l ~  r ep r6 r . en t an t  le~ v o l u m e s  de  H., c o n , : o m m 6 s  
en  f o n c t i o n  d u  t e m p s .  Pr6cistnt.s q u e  r d v c n t u a l i t 6  d ' u n e  o x y d a t i o n  c h i n : i q u e  (lu 
b e n z y l - v i o l o g ~ n e  p a r  |t. t 6 t r a t h i o n a t e  se t r o u v e  (:×clue p a r  le fa i t  q u ' a u c u n e  c o n -  
somrr'a¢-;.o:~ de  FI z ne  .-,'e p r o d u i t  en I 'ab.qenee c l ' ey t r a i t  bac t~ r i en .  Enf in  la r ' ~ : c t i o ,  
fitudi(~e est  b ien  de  n a t u r e  " .nzy 'ma t iq t t e  p u i ~ q u e  le chu~.ff.~ge h z~x) ° fa i l  p e r d r e  
l 'extr~t i t  la if~talit~ de  son  ac t iv i tY.  A v e c  la c o n c e n t r a t i o n  de  t ~ t r a t h i o n a t e  utili.,~6e 
{6.65-  x~ ~ M}, lee courb,:,.., ~ , t  l in~aire~ p e n d a n t  la m a i e u r e  p a r t i e  de  l ' e x p 6 r i e n c e .  
C a l c u l 6 s  su r  u n  g r a n d  nol~tbre  d'e.~,~ai~, )..,s b i l a n s  6tabl i , .~ent  q u e  la r~duct i~m d ' un t ,  
/ , m o l e  de  S,On":- c o n s o m t u e  o . 0 3 5 / j m o l e  de  H ,  et  < |oqne z / , m o l e ~  de  S2Oz ~-. A u x  
e r r eu r~  p r ~ .  il~ corre~txmdent  h la r~actit:tt(z): 

F[ a -- S~()~"- = -" |1 ~ t- z 5~()~" (1) 

L e s  e x t r a i t s  ne  coHsomme~-~t pa s  H e en  p r ~ e : ~ c e  de  Na~.%?O~. Pt t i~que d ' a u t r e  p a r t  la 
t o t a l i t ~  d u  t 6 t r a t h i . n a t e  se r e t r o u v e  en  tin ~Ie. r6ac t i (m s o u s  fob'me de  t h i o s u l f a t e .  
n o u s  a v o n s  t~ u n e  IlUUVe][c pre ' , :vc  q u c  la ~ c-* . . . .  ' ,~a~tt Hc ctUtt lee t~ t  r~e l l emen t  ddpOLlr'¢llC 
de  t h i o s u l f a t e - r & l u c t , - ~ e .  D a n s  lee c o n d i t i o n s  p r ~ c ~ t e m m e n t  d~finics,  la r~dut : ta~e 
l im i t e  r a c t i v i t 6  des" sy~i£.mL, s p u i ~ l u e  l a x ,  it~.~,sc de  c u n ~ 3 m r n a t i o n  tie H~ va r i e  p r . -  
| x ~ r t i , n n e l l e m e n t  at :  v o l u m e  d ' e x t r a i t  (.~r:,g. -"). D ' ap r~ ' s  la r 6 a c t i o n  x, Z2.4 tnn i  ~ de  
H a s o n t  n~cc~-:saires I x m r  a s s u r e r  la r 6 d u c t i o n  d ' u n e  /xtnole de  .q tOeZ.  II est  d r m c  

1 0 0 0  , - 

800 

600 
o e 

v 

X, 

2 0 ( )  

l ...a..- k-.--- 

0 0 1  0 0 2  0 . 0 3  0 0 4  

V o l u m e  d °  e x t r a i t  

Fig. z. V,triation de la x'itesse de con.~t~mmatS.on tI(: H t (mm~fh/sy~'~.~qe} e;.t f,n:t~,cn tie la quantit.~ 
d'ext.rait (roll. 
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facile de  d6du i re  d u  - Q u t  le n o m b r e  d ' u n i t 6 s  d ' e n z y m e .  O n  dci t  t o u t e f o i s  t e n i r  
c o m p t e  de la fa ible  ac t i v i t 6  t 6 t r a th i tma te - r e~duc t a sa  de  la  p r 6 p a r a t i o n  b r u t e  d ' h y -  
d rog6nase  d o n t  la  v a l e u r  est  fourn ie  p a r  l ' o r d o n n ~ e  d u  po in t  d ' i n t e r g c c t i o n  dc la 
c o u r b e  de  la Fig.  z a v e c  l ' a x e  ve r t i ca l .  P o u r  e f f ec tue r  des  m e s u r e s  s ign i f ica t ives ,  
les volulT.e ~ d ' e x t r a i t  d o i v e n t  ~tre  chois is  de  so r t e  q u e  la o m s o m m a t i o n  d-: H~ p. 'ex- 
c~de poi;',t 7 u m m  a e n  5 rain+ Bur le s , : l t6ma s u i v a n t  f igure le t r a j e t  su iv i  p a r  les 
61ecttons da~l~ le sy~t6.me ,Stud~.: 

2 H %  

rd r ¢~1 I;n,=.~,~ k4~ luc tose  

2 s a o ~  = 

I;'tude de l'ox,,4ation du benzyl-z~iglog~ne rgdttit par lc tdtrathionac~ 

Pour  d tudicr  le pa.s.~age de~ k l ec t rons  e n t r e  l ' i ndLca teur  et  le t 6 t r a t h i o n a t e ,  on  
u t i h . ~  une  t e c h n i q u e  trY5 s imple  ba~Ee star l 'err:ploi des  t u b ~  de "I h u n b e r g .  V- ic i  la  
m . m i b r e  c t 'o]~rer .  C h a q u e  t u b e  c o n t i e n t  4.9 f tmoles  de  b e n z y l - - v i o l o g ~ n e ,  le t a m p o n  
pl ... .  phatt:,~ (pH 71. o .°5  ml  d ' h y g r o g ~ n a s e  e.t la t ~ . t r a t h i o n a t . e - - r ~ d u c t a s e  (culture 
a n a & o b i e  sur  t & r a t i f i o n a t e ) .  D a n s  la  p a t t i e  l a t & a l e  est  plac~-e u n e  ~ l u t i o n  c o n t e n a n t  
z¢, p m o l e s  de K:,SIO 6. l .e v o l u m e  de  la p h a . ~  l iquide  es t  cumpl&f i  & 3 m l  a v e c  de  

500[ - t " - -  ~ , , 

, 

: 1 

o i  0.2 0.3 0.~ o 5 

Volu rn~ d'e~x tr~i |  

Fig. 3- Vitessc d 'oxydation du bcnzyl-violog&~c (/#rnol~-s ~()¢t-. rdduites/hlsyst/:me) en fonctioa 
d::  I:~ c.~.-'.cr..:*~ratitm ¢le t6trathionat,;-r~ducta-~v (n t l  d'extrztit). 

l ' eau .  Aprb~ r~mpl i .~age  pa r  H ,  lc~ t u b e s  . ~ n t  mi.~ /~ i n c u b e r  darts  un  b a i n  ~t 37 ° 
p e n d a n t  2 h. I Is  son t  agi t6s  de  t e m p s  ik a u t r e  a l in  de  fac i l i t e r  la  d i f fus ion d u  gaz  
dan~  ie l iquide.  I.orsqur2 l ' i n d i c a t e u r  e~st c o m p l ~ t c m e n t  rddu i t ,  i 'hydrogt~ne  es t  
~vaca6  sous  v ide  et  les t u b e s  son t  de  n o u v e a u  p long6s  dan~ le ba th ,  L a  so lu t i on  d¢ 
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t 6 t r a t h ; o n a t ~  e¢t alorg renvergt% d a n s  h: ttlb( ~ ( t . ,mp~ t~). On d 6 t e r m i n e  visuel le-  
mer i t  A l ' a ide  d ' u n  chronc,m6.tre lc t e m p s  exiE6 pa r  la d 6 c o l . r a t i o n  conzptb.te ~lu 
mi l ieu .  A p a r t i r  de  c e t t e  de rn i e r e  ~ a leut ,  on ca lcule  h: , , . m b r e  de  : ,n tnles  d ' i n d i c a t e u r  
o x y d 6 e s  p a r  un i t e  de  temp~, clans chaqu, .  ~ysibme.  D'apr~=s la rdac t i ,m _,. il c~t 
faci le  a ' e x p H m e r  les rt%ulta~.~ ,~n Fmole: .  de ' . f ' t r a ' ,h iona te  r÷duite~:  

2 benzy l -v i e , l og6ne  ~ - S,()~ ~ _, henzv~ v~,~iog..'.~:~ ,~` + ~ S~(-)~:- ( : !  

P , , r t ons  sur  un  g r a p h i q u e  les va leu t~  t ro~,v@s ca  h, ,~: t , ,m de la concesitrat.i¢~t~ (]e 
t f i t r a t h i o n a t e - - r d d u c t a s e  (Fig.  3)- l.e~ po i n t s  expd'rin~enta~ax ~ottt _~ituds sur  u n e  
c o u r b e  qu i  p a s ~  e x a c t e m e n t  p a r  l 'or i .~ne des  -rdo~;w2es. E n  l 'absencc,  d ' e x t r a i t  ie 
b e n z y l ~ v i o l o g / m e  n 'e~ t  pas  o x y d 6  pa r  Ic t d t r a t h i o n a t , ,  re  qui  dea r t e  une  n~uve l le  
lois l ' 6 v e n t u a l i t 6  d u n e  r6ac t ion  S l×mtande  de a a t , r ,  e h i m i q u e  Nos  ob.~,r-.-2t;.,an.q 
c o n f i r m e n t  d o n e  le~ r ~ s u l t a t s  obtenu- ;  avec  ' a  me th ( )de  manc~m6tt i t lue.  Th6( , r ique-  
mer i t ,  il d e v r a i t  Etre poss ib le  de. m e s u r e r  l'a~:tivitd, de~ ex t r a i t~  a v e c l a  t~chn ique  
c o l o r i m ~ t r i q u e  dd, cr i te .  N 6 a m m o i n ~  Ic fa i l  que  la c ,ur l . ; ,  de la Fig. .3 n ' e s t  pas  r igou-  
r e u s e m e n t  l in~aire  nous  a c o p d u i t  it f ixer n o t r e  ¢:h,,ix ~ur la md tho ,  te m a n . m d t r t q u e  
qu i  ne  p r6 sen t e  pas  de  tels  i ncnnvdn icn t s .  

PropviJh;s 

Leg exp6riel~ces r a p ~ ) r t ~ e ~  d a n s  ~'e par~! . , raphe - n t  ,_'.td rdali.~6-s a v e c  un c x t r a i t  
de  c u l t u r e  anadr~)bie sur  t 6 t r a t h i t m , , t e  ~ '. ' ,id'~ :te [~t I,.~:hni(lue m a n n m 6 t r i q u e  pr&:e.- 
d e m m e n t  d~cri te .  

~OOl ~ ,  , . ] 

8 0 '  

6O 

< 

2O 

I, j, 

10"3 5.10°3 10-,~ 1,;.i0-2 2.10 -2  
C o n c g ,  n t r  o r i o n  

Fig .  4- I n f l u e n c e  de  I~ concc i t t r -d t ion  de  t ( ~ t r a t h i o n a t e  (mole~/I)  s u r  I ' a c t i v i t d  c n z y m a t i q u c  {uni t~s  
a rb i t ra i r t .~ ) .  

A]~;niti de l 'enzyme pete' so~ ss~bstrat: On tz-ilise tan g r a n d  n o m h r e  de sy.~t6mes 
c o n t e n a n t  une  q u a n t i t ~  f ixe d ' e x t r a i t  e t  des  c o n c ~ n t r a t k ) n s  d i f f6 ren tes  de  K~_S=O a. 
L a  Fig,  4 nous  ense igne  q u e  l ' a c t i v i t 6  s ' a cc ro i t  d ' a b o r d  d '-ane faqon con t inue ,  a t t e i n t  
u n  m a x i m u m  t r6s  a c c u ~  p o u r  une  c o n c e n t r a t i o n  ~.6- 1o -~ 3f e t  d~cro i t  r a p i d e m e n t  
ensu_ite. A des  c o n c e n t r a t i o n s  s u f f i s a m m e n t  dlev~es, le s u b s t r a t  exe r ce  d o n e  u n e  

Riochim. Biophys. Ac~,  67 (z9631 3¢¢J-378 
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inhihitiq>n pu i .~an t e  ~t l ' ~ga rd  de l ' e n z y m e .  N o u s  avor ,  s caleuld la  con.~t:mt~: d ' a f f in i t~  
a v e c l a  m~.t,htxte c lass ique  des  inve r ses .  Dar t s  l ' ex l~ f~enee  prEcEdente  u ,  t rm~ve 
Vunax - -  7I  !tmaoles S~O~t - /h / sy s t~me  et K m  = ~ '  xo "-a M. L e  d i t h i o n a t e  n ' e s t  pa~s nn  
s u b s t r a t  de  la  t ~ t r a t h i o n a t e - r ~ d u c t a s e  p u i s q u ' a u c u n e  c o n s o c n m a t i o n  de  H~ ste .¢,e 
m a n i f e s t e  en p r e s e n c e  de Na~q~O~. 

Encrgie d'activation: Des  m c s u r e s  d ' a c t i v i t ~  s~mt effe.ctu~e~ a v e c  d i f f~ren ts  
s y s t 6 m e s  ~x des  i n t e r v a l l e s  de  ~° c o m p r i s  e n t r e  leg t e m p e r a t u r e s  e x t r 6 m e s  32 e t  42°. 
On t r a c e  nut  un g r a p h i q u e  les v a r i a t i o n s  de  log~0V en fonc t ion  de  x lT.  E e.~t calcul~ 

p a r t i r  des p e n t e s  des  clroites qui  son t  ~gales  ~ - - o . z x  9 E .  D a n s  d e u x  exp6r ienec~  
ct ist inctes r6a l i s fes  a v e c  des  c o n c e n t r a t i o n s  d i f f~ren tes  de  t~ t ra th iona tc - r~%luc tase ,  
nous  a v o n s  t r o u v d  les v a l e u r s  3 ° 6oo  e t  z8  600. l . a  v a l e u r  m o y e n n e  des  d e u x  d e t e r -  
m i n a l i o n s  est  z 9 (~o .  

infi~encc du p H  sur l'activitd: On ut i l i se  un  t a m p o n  N a ~ H P O ~ - K H ~ P O  a d a n s  
la zone  des  p H  ac ides  a ins i  q u ' a u  v o i s i n a g e  de la n e u t r a l i t ~  e t  un tamp,~r~ g lyc ine  
- N a O H  d a n s  la zone  des  p H  alcalin.~. Su r  la Fig. 5 s o n t  repr~e.nt~'e.s  les v a r i a t i o n s  en  
fonc t ion  du  p l l  de  l ' a c t i v i t d  d ' u n  c e r t a i n  n o m b r e  cle s y s t ~ m e s  c o n t e n a n t  la  rm~me 
q u a n t i t d  d ' e : ' t r a i t .  L ' enz3~ne  cs t  com p l & t e rnen t  i n a c t i f  en deq~t (ie p l t  5 .z5 e t  at~- 
Oela de  p H  x~.2; son  o p t i m u m  d ' a c t i v i t d  se s i tue  au  vo i s inage  de  p H  7.5. 

t . ~  I ~ . , i n% 

5 6 7 8 g 1 0  11 

pH 

Fig. 5..\ctivit,~ ~'n fonction du pH. 1. t~'ml~on Na~zHI'(),-KHsI-N)4: z, t~ttn|,on giycinc~Na(lH. 

Nature paYticulaire: N o u s  a w m s  ~.tudi~ ]a r ~ p a r t i t i o n  d e  l ' a c t i v i t ~  d a n s  le sur -  
n a g e a n t  et  le s ~ t i m e n t  d ' u n  e x t r a i t  aprEs  ceratr ifugatiora ~ g r a n d e  x ' i tesse (x5o ooo  × g ; 
2 h) dane  une  m a c h i n e  Sp inco .  I.e~ r~.~ultatz son t  donta~s en  u n i t f s  enzymat ique .~  p a r  
m g  c l ' azo te :  e x t r a i t  in i t ia l .  8x5o ;  s~cl iment ,  163tx>; s u r n a g e a n t ,  z6o~.  L ' a c t i v i t 6  
.~p6cifique du  s ~ d i m e n t  es t  ~gale  -~ 6 fois cel le du  su rnageaa l t .  Ces o b s e r v a t i o l l s  ~ tab l i s -  
~ent  la  Stk, .c t~-e  Oar t icu la i re  de  la t ~ t r a t h i o n a t e - r & l u c t a s e .  

Inhibitt,~n par le c~anure ~ l'azothydTat¢: Urae c o n c e n t r a t i o n  xo-*  M d ' a z o t h y -  
d r a t e  de  r~odiu~,, n°cxerce  a u c u n e  ac t ion  inh ib i t r i ce .  Era ee qu i  conc.erne le c y a n u r e  
de  po ta_~ium,  on oi~s~erve d~'~ t a u x  d ' i n h i b i t i o u  d e  4x e t  83°/o p o u r  des  c o n c e n t r a t i o n s  
x o  - z  e t  r o  - 2  M .  

Bi,~ch,m. Bio~hys. A~:ta. 67 (x963) 3(:~--378 
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ICdduction du tdtrathionate in vitro e~, prdsence de trausporte~trs physiologiq~res d'hy- 
drog~ne 

l~yridine-~;u¢ldotides: I . ' a d d i t i o n  tie K?St()~ nc modif ie  pas  ~ens ib lemen t  les 
v i t e s s e s  d ' o x y d a t i o n  e n z y m a t i q u e  du  D I ' N I I  ,,t *l,t T P N H  p a r  I 'oxygf ine  a t m o s p h 6 -  
r ique .  D a n s  la discussiot~, nous  rcvi.en, i r . n s  stir la ~i.~ndication q), ' i l  c o n v i e n t  d ' a t t r i -  
b u e r  ~ c e s  - h s e r v a t i o n s  n6gatiw;~,  

Flavine-oto~tonz~c&:olide: I~es cxp~r ie : . :e~ d e v a n t  ,3tre o b l i g a t . i r e m e n t  r6aIiq6e5 
en  ana~rob iose ,  on o l ~ r e  en pr6~ence d ' u n e  f:xibk, , lUant i t6  d ' h , / d rosu l t i t o  qu. ~ ri3duit 
le F b l N  e t  eml>eche llt d i f fus ion de  ' . 'oxyg+nt" dons  l;t >cqut l .n .  Db.s I 'adct i t ion du  ~ub.~. 
t ro t ,  l '~)xyclation d u  F M N H e  c o m n . ' n ¢ ' e  h qc rnanifc.~t,:r ( courbe  I, I"]~. 6}. A.t ddbu t  

. . . .  ' "1 

4 

2" / . ~  t ~  

0 o  
" O  

0 6  i 

0 

. n 

" ~  t ? 

5 1C 15 2 0  
Mir~ules 

F ig .  6. O x y d a t i o n  p a r  h~ t , i t r . t t h i . , a t e  d u  r l a v t n e - m o n , m , t n ~ : . t i d t ;  ~ : d u i t .  C h a q u e  s y s t b m e  c ~ n -  
t i e n t :  t a m p o n ;  F M N ,  - .  -'.;5 / , m o l e  ; h v d r o s u l l i ~ e  d~. ~ t t i t ~ r n .  4 t ~ m o i ~ ;  Kz~; ( )0 .  [ o o . , m o l ~ . ~ ;  
volume total. 3 ml. 1, extra-it o.] mF; -~. tt:moi, san~ extrait, l.e.~ fl,Sch~.~ marq~.ent Iqw~tant o~a 

l'on a jout .  K~S~O~ 

la v i t e s se  e.~t trt~'s ~Ievde m a i s  elle d6cro~t r a p i d c m e n t  t-n.-,uite. La  n a t u r e  c n z y m a t i q u c  
de la r e a c t i o n  d tud ide  est  6.tablie p a r  le fa i t  qu ' e l l e  ne se p r o d u i t  p a s e n  l ' a b s e n c e  
d ' e x t r a i t  ( cou rbe  ~., Fig.  6). I ra  r6ac t ion  qui  sa. ~ p r o d u i t  e n t r e  ie t ~ t r a t h i o n a t e  e t  le 
F M N H ~  do l t  Otre c o n f o r m e  .~ L't~Cluation 3: 

F M N H ~  + $ 4 0 ~ " -  . -  F M N  t 2 %~t~ ~ -;- 2 H "  (31 

Effet de l'a~ration sttv la rdduction du t,¢tvathio~tate par les cultt~res 

On c o m p a ] e  "In fi>rmatior,  de  t h i o s u l f a t e  i p a r t i r  clu t~.trathionato- clans cleux 
cu l tu r e s ,  l ' u n e  adrob ie  e t  t ' a u t r e  ana6rob ie .  En  ana~rob iose ,  l ' a c c u m u l a t i o n  de  thio-  
s u l f a t e  s u b k  une  p rog re s s ion  e x p o n e n t i e l l e  p e n d a n t  t , )ute Ia d u r f e  de  la  c ro i s sance  
de  la c u l t u r e  {courbes  x et  ~, Fig.  7). P a r  con t re ,  Ia c , l t u r e  a~rob ie  rte f o r m e  jamai . ;  tie 
t h i o s u l f a t e  en  q u a n t i t 6  a p p r 6 c i a b l e  ( courbe  4, Fig. 7)- L ' o r ig ine  de  cctt,-, d i f fe rence  
de  c o m p o r t e m e n | t  nero pr6cisde p a r  ta  sui te .  N 6 a m m o i n s  nous  allo~l~ voi r  q u ' u n e  ex-  
pe r i ence  t r~ ;  s i m p l e  a p p o r t e  s u r  ce po in t  quehlue~ 6 c l a i r c e i ~ e m e n t s .  Une  f r ac t i on  de  
c u l t u r e  a n a 6 r o b i e  c a  p h a s e  e x p o n e n t i e l l e  de  c ro i s sance  ~ t  a d d i t i o n n 6 e  de  c h l o r a m -  

HzochaJ+~. Bi,~pltys. ,.loin, 67 ( t 9 6 j }  3(g;'--378 
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I-'i~. 7. l n f l u c t x ( t :  ~l~: I ' aE ra t i u ,~  s l l r  l a  r t ~ d u c t i o n  d u  t ~ t r c ~ t h i o n a t c  p a r  lea c u l t u r ~ ,  l . a  d e n u i t d  
L~ t ' t~ l i u~ tn t :  c~t  c x i ) r i m ~ ,  ~.tt ~ ln i t~s  a r b i t r a i r e s  ( s p e c t r o p h o t o m ~ t r e  J e a t t  e t  C o n s b ~ n t ,  c u r e  d e  
= era.  ,;. • .15o m / 0 .  ~. c r o i s s a n c e  d e  la  c u t t u r e  a n a d r o b i e :  : .  p r o d u c t i o n  d e  t h i o s u t f ~ t o  p a r  la  
cu l ture ,  ;m;~*~rol)i~.: 3. c r o i ~ a n c e  de  la c u l t u r e  ~ r o b i c ;  4. p r o d u c t i o n  de  t h i o s n l f a t e  p a r  :a c u l t u r e  

a~robie. 

phdnico l  (z5/~g/lnl)  pu i s  raise A a ~ r e r  Cet  a n t i b i o t i q u e  ne provo~lue  a u c u n e  inac t i -  
v a t i o n  <h-. l ' e n z y m e  mai~  hlo:lUe i m m d d i a t c m e n t  sa f o r m a t h m .  I ) ~  le d d b u t  de  
l ' ad l a t i on ,  la v i t e s se  d ' a c c u m u l a t i o n  du  t h i o s u l f a t e  es t  r~du i te  ~ la  mul t i6  d e  sa  
v a l e u r  mi t i a l e  ( courbes  z et  2, l;i~;. 8). AI)r/~s 2 h d ' i n c u b a t i n n  adr;)l}ie, ie t ~ t r a t h i o n a t e  
cesse d ' d t r e  r~dui t  et une  fract iol]  du  t h i o s u l f a t e  formfi d i~para i t .  L a  c o n c e n t r a t i o n  
de S~Oa ?- d e m e u r e  en~ui te  r i g ,~u reusemen t  con~ tan te .  [i s e r a i t  va in  de  w~uloir  e x -  

q , ,  
. ,,~ ! / / /  ; 

'I 

L [ i I | I I t ~ i 
2 4 6 8 10  

H e u P e 8  

Fig .  8. E f f c t  do  t 'a~4zation s u r  la zddu~.t ion d u  t O t r ~ t ] t i o n ~ :  p a r  u n e  c u l t u r e  ~ n a d r o b i u .  a, c u t t u r ~  
a n a e r o b i c ;  "z, f n u : t i o n  de  c u l t u r e  a n a ~ r o b i e  ~ m m i s e  ~ I '~ :~rat iun c t  a t | d i t ionn~[c  dc  c h l o r a m p h d n i c o l  

~u  m o m e n t  i n d i q u ~  p a r  la  f l~che.  

Biochim. Bioph~,s..4eta, 67 (,.¢~,~} 3(~,--378 
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pl iquer  1;~ fo rme  cur ieuse  de la co|arhe 2. Bur~xon.~ raou~; h t i rer  ut]e concht.~ion 
q u a l i t a t i v o :  l ' oxyg6ne  inhibe le tbn~:ti,m|ac|ncttt de  la td t ra tb . iona te - r6duc tase  dans  
les cu l tures .  

lgdduclio;~ du l~trathio;zate el dtt thiosuth~te par :¢~tt' stt.~pensio;t cdlutairc  en pr¢'xcnce 
de gll~COSe el en anadrobios~: 

On uti l ise des  bac t6r ios  pn~venan t  d ' -me  ::ulturo ana6robic  sur  t d t r a th i~n a t e .  
P o u r  ~vi tcr  qu 'e l les  puis.~ent .~vnth6tiscr l 'e::::ym~ ,.r, ,',,,'~rs d 'exp6rienct , ,  - n  ~pbre eu 
prdsence  d ' u n  i n h i b i t e u r  sp6cifique de~ bit~.~\,nth6~¢~ p: , , t6iques,  lu chloramI ,h6nicoI .  
D e u x  e x p e r i e n c e s  zlistinctes sont  r~alist;t., i 'unc  avcc  le tdtrathi<m~at~ et  l ' au t r e  a v e c  
le th iosu l fa te .  C h a q u e  sy.~t+me c o m p r e n d  par  rn|:  ~luc~se. 5oumul~,s ;  chlor;~nl- 
ph6ni¢~,,, 5oMg;  ta rn lxm p h o s p h a t e s  (pl-I 7), 4t~t*m~'les; KeS~Oa, 5<~btmeles oat 
NalSmO ,, Io /~mules ;  t~art6rirs,  2 nag (p,>id, .~:) .  Le~ t 'xp6rience.~ son)  et'ft-ctudes c.n 
anadrobin.se ~'an~ de~ tubes  h essai.~ l)rofond.~. I .r  t a m p o n ,  le glucose et  le ch loram-  
ph~.nicol ..¢ont a jou t6s  & la -c,U.';l'~,~.siotl bac t6 r i enne  It> rain a v a n t  le t em p s  <>. ()n a j o u t e  
Ic"~ solut ion~ de  KIS ,  O n e t  de Na=S~O~ ,.-ui.~ tm prl~lbve fi in te~val le ,  de temp.~ rt~guliers 
des  dchan t i l lons  de  r ml qu i  s e rven t  au  dosage  clu th iosu l fa te .  L'activit~. t ~ t r a t h i o n a t e -  
r~duc t a .~  c o n s t a n t e  au  d~3but, d~croi t  p rog re s s )yemen)  en lit1 d'rxpt'..rienr~'. De 
phdnc, nl~ne est  vrai.~x~.mblab|enlt'ttt i*rovo:lm" • p a r  t 'acid~licatiu| l  du  tniliet~ don t  le 
p o u v o i r  t a m p o n  est t r ~  faible. Nous  v e r r o n s  dan~ lr p r , ~ h z i n  l~:~r:~gr:*!~ho q~.'il ne ~ 
m a n i f e s t e  p,a~ tor.,~que ia c o n c e n t r a t i o n  ~'n pho~phate~  est accrue, tie 5 Ibis. ~..a d imi-  
nu t i o n  du  p t l  s ' e x p l i q u e  pa r  le fai l  que  2 pro ton~ .~ont lib~rC-s p a r  m0le  de td t r a -  
t h i o n a t e  r&tui te  ( rdac t ion  3)- I_e thi,~sulfate ne  subi t  a u c u n e  tr,insformat:.~m chi- 
mique ,  ce qui  conf i rme  I ' absence  de  thiosulfate-r~.dut:ta,t~ cht 'z n o t r e  organ)sine.  

Inh ib i t i on  par  l'ox),g~ne dt~ foncl,.'olzne~ze~zt ,ie la tdtrathiouate-¢~:d~tc&zse darts les st)s- 
pensions  cellulaims non prolifdTantes 

L o r s q u ' o n  c mp lo i e  un  mil ieu f o r t e m e n t  t a m l x m n 6  c o n t e n a n t  pa r  n,l 2o~J/atn.lrs 
de  p h o s p h a t e s ,  les bac tdr ies  i ndu i t e s  {cul ture  ana~rob ie  sur  I{a.%'4Oe) r6dui.scnt on 
ana6 rob io se  le t t~ t ra th iona te  en  th iosu l fa t e  a un t a u x  c o n s t a n t  p e n d a n t  tou*.e ]a 
dur~e  de  l ' exp6r i ence  (courbe  z, Fig. 0.1. Si I ' , n  a~re v i g n u r e u s e m e n t  la ~u~peJlsion, la 
v i tesse  de  f o r m a t i o n  du  thi<:.~ulfate t.~t r6du i te  de q3"~ (courbe  z, Fig. q}..Mai.~ db.s 
q u e  cesse le b a r b o t a g e  d m , ,  elle r e p r e n d  tr~s v i t t  me  va l eu r  i d c n t i q u e  ~t cello ob- 
serv~e a v e c l a  suspens ion  anadrob ie .  Ce t t e  exp~.rience a t~td r~ali.~M, en p r ~ r n c e  d r  
c h l o r a m p h ~ n i c o l ,  c 'es t -A-dire  dan.~ des  c~mttiti,ms off rou te  b iosyn th~se  p ro t6 ique  est 
impossible .  E l le  ~ tab l i t  pa r  c o n s d q u e n t  d ' u n c  mani6re  i r rd fu tab le  que  l 'oxygPnt:  
inh ibe  r ~ v e r s i b l e m e n t  le f o n c t i o n n e m e n t  de la rt:wluctase in t r ac r l lu l a i r r .  

Effe.t du  t~trathionate sur la ~espiration de,~ cedl,le.~ 

I1 v i en t  d'~-tre ¢ttabli que  i ' oxyg~ne  inh ihe  la r(-duction d u  t 6 t r a t h i o n a t c .  Or, 
* taJ t  en d ro l l  de  ~ d e m a n d e r  si le t ~ t r a t h i o n a t e  exe rce  u n  effet  s imila i re  su r  la r6- 
d u c t ) o n  de  l ' oxyg~ne .  Nous  a v o n s  mesur6  i 'acti~ht~ resp i ra to i re  d ' u n e  su~tYen~ion 
{cul ture  ana~rob ie  sur  t~ t r a th iona t e )  en pr&,~ence de glucose,  dan.~ des  syst6me,z 
a v e c  et  sans  K,~S406. Le  CO,  d6gag~ ¢ est absorb~  p a r  K O H  h t o %  (pui ts  cen t ra l ) .  

Bi¢~ch:m. Biophys. Acta, 67 (I963} 366-378 
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Fig. q. Effet  <It. ] 'at/rati(m sur  l a c t i v i t ~  de  la  t ~ t r a t h i o n a t ¢ - r ~ d u c t a s ¢  d ' u n e  suspens ion  cel lu la i re .  
].e~ ti/.V}le~ a ot 1) m a r q u c n t  rL~. l>0eLix'~mcnt Ic ¢ldbut c t  la tin de  ] 'aErat ion.  C h a q u c  s y s t ~ m e  con-  
t ient  pa r  rnl : b;xct~;rle.~, z~ t rag; gluco.~e, 3~ i*ntoles;  KaG,O *. 50 l ,  ttto]~. ; ch loramphdnicol0  .50 p,g; 
t .xmpnn t)hn.~phat~.'~ (pl'/ 7). z~o/*m*)h~.~, t. systt~-me co~t~tamment  ma~nt,:nu t:n an t tdro l ) i t~ : ;  

2. ~y~l$'Illl* nt;t lntetlu (:it at:tobio.,.e p e n d a n t  5o rain l>uis en anadroDioge. 

L e  g l u c o s e  e t  l c  t 6 t r a t h i o n a t e  s o n t  e m p l o y d s  A l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  2 o / ~ m o k - ' ~  p a r  

3 m l .  ] . e ,  c o u r b e . ~  q u i  reprt:sentent les can .~mmat ions  tie. O e e.n f t m c t i ,  m d u  t emps  
~ o n t  p a r a l l ( , l e s .  I i e n  r6.~ul te  d o n e  q u e  d e s  b a c t 6 r i e s  p o s s ~ d a n t  l e u r  s y s t e m e  r e s p i r a -  

t~Jire e t  l a  t ( . ' t r a t h i ~ m a t e - r 6 d u c t a . ~ e ,  u t i l i . g e n t  p r 6 f 6 r e n t i e l l e m e n t  l ' o x y g 6 n e  c o m m e  

a c t : t ' | ) t e u r  ( i ' h y d r o g 6 n ~ , .  

In/ l t iet;ce de s coud i t io~s  de croi.~.~ance s u r  la bzosvtdhbse de l ' o z z y m e  

E x a n f i n u n s  l e ,  ] d s u l t a t s  g v o u p d s  s u r  le  T a b l e a u  I .  O n  voJ* , t e e  le~ c , , l t u r ~  

a n a 6 r o b i e s  < ' o n t e n a n t .  ~tu t 6 t r a t h i o n a t c  l>os . ' ~den t  u n e  ; t c t i v i t ~  s p d c i f i ( l u e  20  fois 

"I'A IH.I-':X t" I 

I N r L U E N C I "  1)I:..% C t ~ N D I T I O N . %  DE C U L T U R E  S L ' R  L ' A C T I V I T ~  D I ' R  F . X T R A I T . %  

()n dc.,nn¢- dr.ns c h a q u e  cas les r6su l t a t s  de d c a x  exp6r iences .  U r ep r~sen te  ]e n o m b r e  (L'unitds 
c n z y m a t i q t l e s  pa r  nag d'aztttt-. : .cs act ivi tC~ s o n t  rnesurdcs par  la m6thr~lc  m a n o m 6 t r i q u e .  
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supdr i eu re  ~t eelle ties cultm.t.~, anad rub i c s  qui  en , o n t  ddpourvues .  Nos expdriencc.~ 
6tablis.~,ent ainsi  le c a r a c t 6 r e  i nduc t ib l e  de  la rdd~lctase. Elie.~ re<torrent  d ' a u t r e  p a r t  
que  le p r o d u i t  d r  la  r6ac t inn ,  l ' ion Sz()z'-" n ' e x e r c e  a u c u n  effet  i n d u c t e u r  ou  :;'.'[,vt.'s- 
geur:  l ' a d d i t i o n  de  th iosu l f a t e  a u x  culture-;  s a n s  t d t r : , t h k m a t e  n ' e n t r a i n e  ; m c u n e  
m o d i f i c a t i o n  sen.~ible de  l ' ac t iv i t6 ,  t'r6¢:is~,ns 6 g a l e m e m  que  l ' ion d i t h i o n a t e  SzO~-*- 
ne pruw~que  pus  d ' i n d u c t i o n  duns  le.a cu l tnr , . -  ; ,nadrobies .  L a  .~mchv u t i l i z e  rdalise 
u n e  s y n t h 6 s e  de  base  p u i s q u ' u n e  faiblt., q u a n t i t 6  d ' e n z y m c  est  fnrm6e en  anad r~b iose  
e t  en  l ' a b s e n c e  d ' i n d u c t e u r .  Quel le  que  q)it  la o m a p o : i t i t m  du  mil ieu,  le~ cu l tu r e s  
a6robio.~ son t  t o t a l e m e n t  d d p o u r w v ,  s d ' a c t i v i t 6 .  Expil , lU*ms m a i n t e n a n t  l'ori~,dne d r  
ce p h d n o m 6 n e ,  t . ' a d d i t i o n  d ' u n  e x t r a i t  i nac t i f  dc , : , , I tnre a 6 m b i e  ne im~lit ie po in t  
I ' a c t i v i t 6  d ' u n  e x t r a i t  de  t :ul ture  ana4rob ie .  I1 fau t  d ,mc  d ' e m b l 6 e  exc lu r e  l ' h y l m  
thhsc  s u i v a n t  laquel le  les bactt~rie,, s v n t L d t i s e r a i e n t  ,.n a(:robio_m un  inh ib i t e t , r  de 
l ' e n z y m e .  D ' a u t r e  p a r t .  l '6vrn tua l i t t5  d ' u n e  inact iv; t t i~m i r rdvers ib ie  de la r (Mnctase  
a u  c o n t a c t  tie l%xyg~ ne  e.-,t ~;cartde p a r  le fai t  q u ' u n  e x t r a i t  de cu l tuxe  anat%obie 
c o n s e r v e  t : m t e  son activitt~ a p r ~  .5 h d ' ad ra t i un .  En  d~;finitive, une  ~.ulv p,~. 'dbilitd 
s e m b l e  d e v o i r  ~tre  ret tznue:  I',,×,<@,~t- aC,ttu_-plt~.ri, lu-' r dp r ime  la t '~,rmatit,n ti~' la 
t6t  r a t  h i t m a t e - r d d u c t a s e .  

DI.%C l'.~.~ It ,N 

Nnu.~ a e o n s  m o n t r 6  qu ' i l  est  pc, s.qble r:er mt->ur~ r l ' a e t i v i t 6  t ~ t r a t h i o n a t e - r d d n c t a s e  
des  e x t r a i t s  b a c t 6 r i e n s  en  pr6.~ence d ' h .w l rogbne  h l ' a ide  de  la i n~ thode  m a n o m d -  
t r i q u e  de  W a r l m r g .  P a r  son p r inc ipc ,  n o t r e  t e c h m q u e  est  en  t,,tt..., t~ , ints  .~emblable 
A celle q u e  n o u s  a e o n s  ,jtili.sdv dan.~ le cas  des  n i t r a t e  4-, t h i o s u l f a t e  7- e t  funtari~luV.- 
r 6 d u c t a s e s  ~. El le  repo.~e su r  un  c~mph,ge r6atisd pa r  lc benzy l -v io log~ne  e n t r e  l ' hv -  
d r o g 6 n a s e  e.t I ' enz~,me:  

I-I z .> h y d r o g ~ n a s e  -> benzy l -v i o l og6ne  -,- t t ~ t r a t h i o n a t e - r 6 d u c t a s e  -:- ~106 z 
I1 a t}t6 x,6rifl6 q u e :  (a) le t r a n s f e r t  de s  61ectron.~ e n t r e  l ' i n d i c a t e u r  et  Iv t~ t r a th i~mate  
ne  p e u t  s ' e f f e c t u e r  q u ' e n  pr6s..ence de  l ' e n z y m e ;  (b) dana  les cond i t i ons  de  non ex-  
p4r iences ,  a u c u n e  r&luc t ion  c h i m i q u e  0u e n z y m a t i q u e  du  thio.~ulfate ne se p rodu i t .  
II  es t  h a u t e m e n t  p r o b a b l e  q u e  le pas.~vge des  61ectrons en t r e  le benzyt-vi~log/ '~ .e  t't 
l a  r & ! u c t a s e  es t  d i rec t ,  c ' e s t -~ -d i r e  qu ' i l  ne se p r o d u i t  po in t  p a r  l ' i n t e r m 6 d i a i r e  d ' u n  
t r a n s p o r t e u r  physiolog- ique d ' h y d r o g 6 n e .  C e p e n d a n t ,  llt v6r i f icat i rm e x p 6 r i m e n t a l e  de  
1 h y p o t h 6 s e  p r 6 c 6 d e n t e  qu i  n 6 c e ~ i t e t a i t  l ' rml~h,i  d ' m i  t -nzyme  purifi6 n ' a  pa_~ 6tP. 
rda l i~% a u  e o u r s  d u  p rdsen t  t r ava i l .  D e u x  propri6tC~ i m p o r t a n t e . s  de la t6. trathifmat~'-  
r4dact~t~t: mt:-ritent d ' ~ t r e  soul ign~es:  (a) s .m 6nerg ie  d ' a c t i v a t i o n  r e m a r q u a b l e m e n t  
~lev6e;  { b ) . ~ n  i n h i b i t i o n  p a r  des  c o n c e n t r a t i o n s  ;:lev6es de  t 6 t r a t h i o n a t e .  Cet  en-  
z y m e  c o n s t i t u e  v r a i s c m b l a b l e m e n t  I'oxyda.,~e. t e r m i n a l e  d ' u n e  v ~ r i t a b l e  c h a i n e  res- 
p i r a to i r e .  T o u t e f o i s  la p l ace  qu ' i l  o c c u p e  r~el lentent  d u n s  l ' 6con~mie  de la cetlule 
bact~.r ienne d e m e u r e  enco re  a ;sez m a l  d~finie. 

Les  o b s e r v a t i o n s  l:es p lus  i m p o r t a n t e s  ;le nc~tre t r a v m l  c o n c e r n e n t  la r~.g-ulatitm 
de  ta b i o s y n t h ~ s e  e t  de  l ' a c t i v i t d  de  la t~ t r a th iona te - r~duc ta .~ - ,  tr-n c o m p a r a n t  les 
a c t i v i t 6 s  des  c u l t u r e s  anat~robies a v e c  et .~m.~ t 6 t r a t h i n n a t e ,  nous  a e o n s  pu  con-  
f i rmer  le e a r a c t 6 r e  i n d u c t i b l e  de  I ' e n z y m e  i n i t i a l e m e n t  6 tab l i  p a r  K N o x  ET P O L L O C K  z 

a v e e  des ~uspens ions  ee l lu la i res  l ion pru l i f~ran tes .  Nous  .~,mnae2; l o g i q u e m e n t  anxen~s 
c tms iddre r  q u e  l ' i n d u c t i v i t ~  et la func t ion  de  .~ubstrat  soit t  6 t r o i t e n t e n t  li6es au  

p o n t  d i su l fu re  de  l ' i0n  t t~. t rathionate p u i s q u e  |e t h i ~ u l f a t e  et  le d i t h i o n a t e  ne son t  
ni des  s u b s t r a t s  ni O_ .-~: ind t tc teurs .  N ~  r eche rches  n ' o n t  pus  6t6 ~tendue2~ a u x  t r i - ,  

Biochim.  B i o p h y s . . 4 ~ a .  67 {r963) 36~-378 



378 r. PICHINOTY, J. BIGLIARDI-ROUVIER 

pen ta -  t:t h e x a - t h i o n a t e s  d o n t  la pur i f ica t ion  pr~.~ente de s6rieuses difficultt~s. C o m m e  
on p o u v a i t  s ' y  a t t e n d r e ,  Ia f o r m a t i o n  de. la t d t r a t h i o n a t e - r ~ d u c t a s e  est , : ompl~ temen t  
r~pritn~e pa r  l ' oxyg~ne .  ()n n e m  tr<mve po in t  la en face d ' u n  cas  isl)l~, pu i sque  t ou t e s  
le.~ r ~ t t u c t a ~ s  bac t6 r iennes  ~tudi~cs jusqu ' i c i  et i n t e r v e n a n t  dans  les m~tatxf l ismes 
snuff6 ~, car l~m6 ~ e t  azot6  ~-t* ne s o n t  pas syn th6t i s~es  en q u a n t i t 6  app rec i ab l e  p a r  
le~ c u l t u r ~  a~robi,~, i ) ' u n e  f a fon  gdn6rale,  c e t t e  r~guhd ion  rfipressive p e r m e t  a u x  
bac t6 r i c ,  ana6robJes  facultativt.-s, de modif ie r  leur ~ q u i p e m e n t  enzymzt t i que  en fonc-  
t ion de~ cond i t ions  de vie. EIie leur confu te  essent ie l lement  la facul t~ de s ' a b s t e n i r  de  
.~3~nth6ti.~t:r en a6robiose des r6duc ta ses  n6cessaires  au .~nl m d t a h o l i s m e  o x y d a t i f  
ana6robie .  

L ' o x y g 6 n e  inhibe  d ' u n e  man i6 re  r6vers ible  le fonc t i~mnement  de la t ~ t r a t h i o n a t e -  
r~duct:t~e dan~ le.  su_~p~nsions e t  les cu l tu re s  bae tdr iennes .  T o u t  r~.cemment,  n o u s  
avon~ pu pr6ci~er l 'ur igine d ' u n  p h 6 n o m ~ n e  semblab le  qui se manife.ste darts le ca.~ 
tie la n i t r a t e - r~duc t a se  d 'Aer0bacter  aerogenes n. Des  f lavines  l ibres ou  des  f l avopro t~ ines  
c o n s t i t u a n t  la ~ourc,.. u l t ime d '~ lee t rons  p o u r  l ' e n z y m e  son t  oxyd~e~ t r ~  rapid, . ,ment  
par  I ' .xyg~.ne,  ct- qui  entr-aine une inh ib i t ion  ind i rec te  d u  f o n c t i o n n e m e n t  de la 
rfiducta~e, l ) :ms It. ,:as pr~.sent, l 'exi~tence t l 'un m ~ c a n i s m e  du  m~me t y p e  doi t  6 t re  
pri--~o en con~id6r:t t ion.  I:-n favexxr de n o t r e  man i~re  de  x'oir, r e t e n o n s  le faJt q u e  ]e 
FMNt I~  -;eft tie don~ttl~ur t l 'hydrog~.ne dall~ la r ~ t u c t i o n  d u  t t~ t ra th ionate  itt  v i tro.  
Noll.~ avons  w~ que  |es p y f i d i n e - n u c l ~ t i d e s  r6dui t s  lie .~ont pa~ o x y d 6 s  pat" le t6 t ra -  
thimnato on pr6sence  de I 'enzyrne .  Ce t te  artotnalie t r o u v e  sans  a u c u n  d o u t e  son 
origine d a n s  Fac t ion  inh tb i t r i ce  de l ' oxyg6ne .  

l ' on r  c<mclure, il n ' es i  pas  inut i le  de r a p p r ,  cher  nos  r6su l t a t s  de ceux  o b t e n u s  
ax'ec la n i t r a t e - r 6 d u c t a s e  d 'Aerobac te r  aerogenes ~.~. Une  m~me t e c h n i q u e  p e r m e t  de  
nwsurc r  l ' ac t iv i t6  des d e u x  enzymes .  L ' o x y g 6 n e  rdpr ime  leur syn th6se  et  inh ibe  leur  
f o t l c t i o t l n e t l l e n t .  Et l f i l l  ]es (letax r~ducta.~es sont  associ6es au mat6r ie l  pa r t i eu la i r e  
t~xtr;lit tlt.~ Imt:tt~ries pa r  t r a i t e m e n t  s<mique. 
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