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SUMMARY
Study on the tetrathionate-reductase of a facultative anaerobic bacteriiem

In this article a method is described by which the tetrathionate reductase activity
of bacterial enzymic extracts may be measured. It depends on the fact that benzyl
vivlogen estabnshes a chumical coupling between hydrogenase and reductase. The
activity is calculated from the rate of consumption of hydrogen determninced by the
manometric technique of Warburg, By means of our method, the athnity constant
and activation energy of the enzyme were measured. The pH optimum has been
determined and the inhibitions by ¢yvanide and azide have been studied. The acrobic
culturcs do not reduce tetrathionate. Atmospheric oxygen inhibits reversibly the
a~tivily of the reductase. In anaerobic cultures the biosynthesis of the enzyme is

induced by tetrathionate. In aerobic cultures its formation is completely repressed
by oxvegen.

RESUME

Nous décrivons dans le présent mémaoire une méthode qui permet de mesurer l'ac-
tivite tétrathionate-réductase des extraits enzymatiques bactériens. Son principe
~st bas¢ sur le fait que le henzyl-viologéne établit un couplage chimique entre
I'hvdrogénase et la réductase. L'activité est calculée 4 partir de la vitesse de consom-
mation de I'bydrogéne déterminée par la méthode manométrique de Warburg. A
l'aide de notre méthode, la constante d'affinité et l'énergie d’activation de l'enzyme
ont été mesurées. Nous avons également déterminé le pH d'activité optimum et
étudi¢ V'inhibition par le cyanure et 'azothydrate. Les cultures aérobics ne réduisent
pas le tétrathionate. L'oxygéne atmosphérique inhibe réversibiement le fonctionne-
micnt de la réductase. Dans les cultures anaérobies la biosynthése de 'enzyme est
fnduite par le tétrathionate. Dans les cultures aérobies sa formation est complétement
réprimde par l'oxygéne.

INTRODUCTION

En 1933, Poriocx E7 KNox! découvrirent chez une bac.éric anadrobie facultative
un enzynie indurtible? qui catalyse la réduction du tétrathionate en thiosulfate. Par
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la suite, la tétrathionate-réductase ne retint point Pattention des biochinustes et
ne fit 'objet d'aucune étude importante. Nous décrvons ici une méthode précise
qui permet de mesurer son activité dans les extraits. [1 a été possible 4 l'aide de
notre techrique d'étudier ses propri¢tés les plus importantes. Mais le probléme qui a
tout particuliérement retenu notre attention est celui de la régulation in vive de la
biosynthése et de l'activité de cet enzvme. Les principaux résultats rapportés dans
le présent mémoire ont ddjd été publiés dans une note préliminaired.

MATERIEL ET METHODES

On prépare le tétrathionate en oxvdant e thiosulfate de potassium par un large exces
de chlorure ferrique. Le sel de potassium ayant pour fmmule ®€,5,04 est séparé du
mélange et purifié par une séric de précipitations alcooliques cn milieu acide. La
structure et tes prepriétés du benzyvl—- viologdne ont été décrites dans une publication
antérieured. )

Nous avons utilisé une bactérie aaaérobic tacaltative dont ies principaux
caractéres ont ¢té étudiés par Porrock® Cet nrganisme {ermente le lactese, 'e glucose
et le mannitol avee production dacides. 11 est citrate positif et Voges-Proskauer
négatif et donne une réaction positive avec le rouge de méthyle. Il produit de 'hy-
drogéne sulfuré mais pas d'indole. La sourche 1333 est conservée sur gélose nutritive
dépourvue de tétrathionate. Pour jes cultures, on emploie un milieu de vase tamnonn¢
a pH 7 dont la composition a déja été déerite!. On v ajoute de la bacto-peptone
(0.25 g{1coo ml} et de 'extrait de levure Difco (0.25 g/itooo ml). Le glucose stérif s
A part est ajouté avant l'ensemencement. Les solutvns de K, 5,0, Nap8,0, ot
Nay5,0, (I g/1ovo ml; sont stérlisées par filtration. Les cultores aérobies sont
réalisées dans des foles a toxine agitées. Les cultures anaérobies sont placées dans
des ballons scus vide. On récolte les bactéries aprés 16 h d'incubation 4 32°. Avant
do centrifuger les cultures aérobies, on leur ajoute du chloramphénicol (25 pg/mi)
pour empécher les processus d'adaptation de nature protéigue. Cet antibiotique
n'exerce pas d’inhibition & I'égard de I'enzyme’

Les extraits sont préparés par traitement sonique (1o min) des suspensions
cellulzires dans un appareil Ravtheon. Ils sont séparés des débrs bactériens par
centrifugation (15 000 tovrs/min; 20 min). Leur teneur en azote est estimée par
micro-Kjeldahl. La préparation d’hydrogénase est obtenue par traitement sonique
d’une suspension de Dosulfovibrio desulfuricans. La densité des suspensions bacté-
ricnnes est déterminée par mesure de l'absorbance aprés dilution.

La creoissance des cuitures est estimée en mesurant 'absorbance 4 430 mu dans
une cuve de T cin avec un spectrophotométre Jean et Constant. Dans les expériences
de croissance, on emploie le milicu habituel avee 2 g/1000 ml de K 3,04 ¢t 4 g/1000 ml
de glucose.

Pour doser le thiusulfate ou place les prélévements dans 3 a 5ml dlalcool
éhylique. Ce traitement inactive immédiatement l'enzyme. On dilne ensuitc avec
plusieurs volumes d’eau ct on titre par i'iede N/10 ou N/z00 en nrésence d’cmpois

d’amidon. La précision des dosages n'est pas altérée par la présence de bactéries au
de protéines.

Toutes les expériences sont réalisées a 37° en tampon phosphates pH 7. Los
—Qun, représentent les vitesses de consommation de H, et sout exprimés er mm?
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368 F. PICHINOTY, ]. BIGLIARDI-ROUVIER

de gaz (conditions normales) par heure et par mg de bactéries (poids sec) ou par mg
d’azote pour les extraits. Ils sont mesurés par la technique manométrique de War-
burg avee des coupes ayant un volume de 10 ml et contenant 3 ml de liquide. L'unité
de tétrathionate-réductase est la quantité d'enzyme qui catalyse la réduction
d’'une gmole de 5,04~ en une heure.

L'oxyvdation des pyridine-nucléotides réduits (DPNH et TPNH) et du FMNH,
est étudiée A 'aide d'un spectrophotomeétre Beckman suivant des techniques anté.
rieurement décrites®,

RESULTATS EXPERIMENTAUX

Cousommation de 11, par des celliles intactes en prisence de tétrathionate ef de (%o swifate

On utilise une culture anaérobie sur milien contenant K 5,0, Ces bactéries con-
somment H, en présence de tétrathionate (—Qug == 275; cource 1, Fig. 7). leur
activité cst notablement accrue par 'addition d'une faible quantit¢ de benzyl-violo-
géne (—Quy - 448, courbe 2). Nos observations suggérent que ia souclie utiliséc
synthétise en anaérobiose 'hydrogénase, la tétrathionate-réductase et un transpor-
teur d'électrons capable de réaliser un couplage efficace entre les deux enzymes.
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Fig. 1. Consommation de H,; en fonction du temps par une suspension cellulaire. Hactéries, 1 mg
pids S0y, bampoun, 15,0, ou Na.3,30,, 20 pumoles; CdACl, {puits central). 1, §,0,%-; 2, §,(3,3-;
benzyl-vioiogene, 100 pug: 3. $a0,%7: 4. 5,0, ; benzyl-viologéne, 1ou ug.

I’activation provoquée par l'indicateur d’oxydoréduction s’explique sans doute par
le fait que le transporteur physiologique constitue le facteur limitant de la chaine.
Avec le thiosulfate, les vitesses de consommation de H, sont extrémement faibles.
Qu vonve - @y — 4 en Vabsence d'indicatevr et — Q. = 30 en présence de benzyl-
vivlogéne. Un fait important qui ressort de l'expérience décrite est P'inactivité des
bactérics a 1'égard du thiosulfate. On doit par conséquent s’attendre A ce que les
cultures et les suspensions cellulaires réduisent quantitativement le tétrathionate
¢n thinsulfate. I.'étude de la tétrathionate-réductase et la réalisation des piluns se

trouveront ainsi facilitées par l'absence de thivsulfate-réductase chez l'organisme
utilisé.
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TETRATHIONATE-REDUCTASE 369

Mesure de Uactivité des extrails & Uaide de la wmdthode smanomélrigue

Chaque svstéme contient 0.05 ml de la préparation d’hyvdrogénase, 100 ug de
benzyvl-viologéne, le tampon phusphates (pll 7) et l'extrait bactérien (culture
anagiobie sur tétrathionate}, Une solution cantenant 20 umoles de K,5,00, est placte
dans te diverticule. Le volume de la phase liquide est complété it 3 ml avee de l'ean.
Anrds avoir &té remplis de H,, les manométres sont mis i incuber dans ui bain a
37°. Lorsque le milieu a nrix la eslaration vielacdée caractéristique de Uindicateur
réduit, ia solution de K,5,0, est renversée dans la coupe (temps o). I.N‘-: mesures
sont ensuite effectndées A intervalles de temps réguliers. On déduit les —Qy, des
peiites mesurées & 1 origine des courbes représentant les volumes de H, conzommeés
en fonction du temps, Précisous que Véventualité d’une oxydation chimique du
benzyl-viologéne par le tétrathionate se trouve exclue par le fait gu'aucune con-
sommation de H, ne se produit en l'absence d'extrait bactérien. Enfin la rlaction
étudiée est bien de nature cinzvrnatique puisque le chauflfege 4 100° fait poardre &
Vextrait la i{ntalitd de son activité. Avec la concentration de tétrathionate utilisée
{6.65 - 1072 M), les courbes sont linéaires pendant la majeure partie de Vexpérience.
Calculés sur un grand nombre d’essais, fos bilans établissent que la réduction d’une

pmole de 5,04°~ consomme .35 gmole de H. et donne z gmoles de 5,0, Aux
erreurs prés, ils correspondent a la réacticn(1):

H, - 5,0, = 2 H* |- 25,0,3" (0

Les extraits ne consomment pas H, en présence de Nay5,0,. Puisque d'autre part la
totalité du tétrathionate se retrouve en fin de réaction sous forme de thtosulfate,
nous avons [A une nouvelle prevve que lo bactérie Siudice est réellement dépourvue
de thiosulfate-réductase. Dans les conditions précédemment définies, la réductase
limite Pactivité des sysicmes puisque la vitesse de consommation de H, varie pro-
portionnellement av volume d'extrait {Fig. 2). D'apids la reaction 1, 22.4 mm?® de
H, sont nécessaires pour assurer la réduction d'une ganole de 5,04, [l est donc
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Fig. z. Vanation de l1a vitesse de consommation de Hy (mm3jhfsystéine) en fonction de 1a quantité
d’extrait (ml).
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370 F. PICHINOTY, J. BIGLIARDI-ROUVIER

facile de déduire du -y, le nombre d’unités d'enzyme. On dcit toutefois tenir
compte de la faible activité tétrathionate-réductase de la préparation brute d'hy-
drogénase dont la valeur est fournie par l'ordonnée du point d’interScction de la
courbe de la Fig. z avec 'axe vertical. Pour effectuer des mesures significatives,
les volumes d’extrait doivent étre choisis de sorte que la consommation d» H, n'ex-

céde powat 70 Imm® en § min. Sur le schéma svivant figure le trajet suivi par les
¢lections dans le systéme étuché:

H- B'V.z\
| Hydroginose J

/ .

2H%2c =" -> B-v*

——2 53 03-

Héductase

\

N 5,08

Etude de Uoxvdation diu benzyl-viologéne véduit par le tétrathionace

Pour étudier ie passage des dlectrons entre lindicateur et le tétrathionate, on
utilise une technique trés simple basée sur Femploi des tubes de Thunberg. Voici la
maniére d’opérer. Chaque tube contient 4.9 gmoles de benzyi--viologéne, le tampon
phosphates (pH 7)., v.os ml d’'hygrogénase et la tétrathionate-—réductase (culture
anaérobie sur tétratiiionate}. Dans la partie latérale est placée une solution contenant
20 gmoles de K,9,0, Le volumie de la phase liguide est complété 4 3 ml avec de
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Fig. 3. Vitesse d'oxydation due benzyl-viologéne (umoles 5,0, réduites/h/systéme) en fonction
di 1a conecttration de tétrathionate-réductase (ml d'extrait).

I'eau. Aprés remplissage par H; les tubes sont mis & incuber dans un bain & 37°
pendant 2 h. Ils sont agités de temps A autre afin de faciliter la diffusion du gaz
dans le liguide. torsque lindicatear est compléternent réduit, i'hydrogéne est
évacu¢ sous vide et les tubes sont de nouvean plongés dans le bain. La solution de¢
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TETRATHIONATE-REDUCTASE 371
tétrathionate est alors renversée dans le tube (trmps o). On détermine visuelle-
ment A l'aide d'un chronameétre le temps exigé par la décoloration compléte <dn
milieu. A partir de cette dernierc valeur, on caleule le nranbre de zeminles d'indicateur
oxvdées par unité de temps dans chague sysieme. D'apres la réaction 2, il est
facile a'exprimer les résultats «n gmole: de SStrathionate réduites:

2 benzyl-viologéner - 5,02 2 henzvl vinlogine?t - 2 5,0 {21
Purtons sur un graphique les valeurs trouvées en function de la concentration de
tétrathionate -—réductase (Tig. 3). Les points expiérmnentanx sont situés suT une
courbe (ui passe exartement par l'origine des ordenndes, En Iabsence d’extrait le
benzyl—viologénc n'est pas oxydé par le tétrathionate, ve qui écarte une nouvelle
fois I'éventualité d une réaction spontanée de nature chimique. Nos obzervatinons
confirment donc les résultats obtenns avec .a meéthode manométrique. Theéanque-
ment, il devrait étre possible de mesurer 'activité des extraits avec la technique
colorimétrique décrite. Néammoins le fait que la courl: de la Fig. 3 n'est pas ngou-
reusement licéaire nous a corduit 4 Axer notre choix sur la méthode manomeétnique
(ui ne présente pas de tels inconvénicents.

Propriétés

Les expériences rapportées dans ce parazraphe ont £té réaliséos avee un extrait

de culture anaérobie sur tétrathionate & Vuide de L technique manométrique prece-
demment décrite.

Aclivité

J

1 1 -
1073 5403 1074 151072 210 2
Concentrotion

Fig. 4. influence de la concentration de tétrathionate (moles/l) sur l'activité enzymatique {unités
arhitraires).

Afinité de U'enzyme pour son substrat: On utilise un grand nombre de systémes
contenant une quantité fixe d’extrait et des concontrations différentes de K.5,0,.
La Fig. 4 nous enseigne que l'activité s’accroit d'abord d’une fagon continue, atteint
un maximum trés accusé pour une concentration 1.6-10-* M et décroit rapidement
enswite. A des concentrations suffisamment élevées, le substrat exerce denc une
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372 F. PICHINOTY. J. BIGLIARDI-ROUVIER

inhibition puissante a I'égard de 'enzyme. Nous avorns calculé la constante d’affinité
avee la méthode classique des inverses. Dans l'expérience précédente vu ironve
Vinax — 71 pmoles S,0.2-[h/systéme et K, = 2102 M. Le dithionate n'est pas un
substrat de la tétrathionate-réductase puisqu’'aucune consommation de H,; ne se
manifeste en présence de Na,5,0,.

Energic d'activation: Des mesures d'activité sont effectuées avec différents
systémes 4 des intervalles de 2° compris entre les températurcs extrémes 32 et 42°,
On trace sur un graphique les variations de logy,,V en fonction de 1/7T. E est calculé
4 partir des pentes des droites qui sont égales a —o.219 E. Dans deux expériences
distinctes réalisées avec des concentrations différentes de tétrathionate-réductase,
nous avens trouvé les valeurs 30 6oo et 28 6oo. La valeur moyenne des deux déter-
minations est 29 6oo.

Inpinence du pH sur activied: On utilise un tampon Na ,HPO,-KH,PO, dans
la zone des pH acides ainsi qu'au voisinage de la neutralité et un tampon glycine
-NaOH dans la zone des pH alcalins. Sur la Fig. 5 sont représentées les variations en
fonction du pH de Y'activité d’un certain nombre de systémes contenant la méme
quantit¢ d'extrait. L'enzyme cst complétement inactif en dega de pH 5.25 et an-
dela de pH 11.2; son optimum d'activité se situe au voisinage de pll 7.5.
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Fig. 5. Activitd ¢n fonction Jdu pH. 1, tempon Na,HPO-KH PO, 2, tampon giycine-NaOH,

Nalure particulaire: Nous avons étudié la répartition de Pactivité dans le sur-
nageant et le sédiment d'un extrait aprés centrifugation & grande vitesse (150 ooo x g;
2 h) dans unc machine Spinco. Les résultats sont donnés en unités enzymatiques par
mg d'azote: extrait initial, 8150; sédiment, 16 300; surnageant, 2600. L’activité
spécifique du sédiment est égale 4 6 fois celle du surnageant. Ces observations €tablis-
sent la structure particulaire de la tétrathionate-réductase.

Inkilitvon par le cyanure et 'azothydrate: Une concentration 10-* M d’azothy-
drate dc sodium n'exerce aucunc action inhibitrice. En ce qui concerne le cyanure
de potassium, on observe des taux d'inhibition de 41 et 83%, pour des concentrations
1072 et 1072 M.
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Réduction du tétrathionate in vitro en prisence de trausporteurs phvsiologigues d hy-
drogéne

Pyridine-nucléotides: 1.'addition de K,3,00, nc modifie pas sensiblement les
vitesses d’oxydation enzymatique du DPNH ot dn TPNH par l'oxygene atmosphd.
riquc. Dans la discussion, nous reviendrons sur la signification qu’il convient d'attri-
buer & ces ohservations négatives,

Flavine-mononucléotide: los expérienves devant ftre obligatoirement réalisées
¢n anaérobiose, vn opére en présence 'une faibic quantité d'hydrosulfite qui réduit
Je FMN et empiche ta diffusion de Uoxygéne dans la solution. Dés Paddition du subs.
trat, l'oxvdation du FMNH, commence A s¢ manitester {courbe 1, IFig. 6}, An début

-

o
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Fig. 6. Oxydation par 'e tétrathionate du favine-mononucidotide réduit. Chaque systéme con-

tient: tampon; FMN, o.ri5 amole; hvdrosulite de sodiam. 4 gmeles; K50, 100 amoles;

volume total, 3 ml 1, extrait o.1 mi; 2, témoin sans extrait. Les fléches marquenc Pinstant ou
l'on ajoute K,5,0,.

la vitesse ost trés élevée mais elle décroit rapidement ensuite. Ea nature enzymatique
de la reaction ¢tudiée est établic par le fait qu'elle ne se produit pas en 'absence
d’extrait {courbe 2, Fig. 6). La réaction qui se¢ produit entre le tétrathionate et le
FMNH, deit étre conforme A Vequation 3:

FMNH, 4+ S,0,°- - FMN } 28,03, -~ 2H" (3

Effet de I'aération sur la yéduction du tétrathiionate par les cultures

-

On compare la formatinn de thiosulfate 4 parir du tétrathionate dans deux
cultures, l'une adrobie et 'autre anaérobie. En anaérobiose, Paccumulition de thiu-
sulfate subit une progression exponentielle pendant toute la durée de ia croissance
de la culture {courbes 1 ¢t 2, Fig. 7). Par contre, Ia culture aérobie ne forme jamais de
thiosulfate en quantité appréciable (courbe 4, Fig. 7). L'origine dec cette différence
de comportement sera précisée par la suite. Nédammoins nous allons veir nu'une ex-
périence tras simple apporte sur ce point quelques éclairceissements. Une fraction de
culture anaérobie cn phase exponentielle de croissance est additionnée de chloram-

Biochis. Riophys. Acla, 67 (1063) 366-378



374 F. PICHINCTY, J. BIGLIARDI-ROUVIER

250 : T T T T T 5
200 4_F
Toe
[#]
© o™
3 1590 3 ¥
-(-.L L)
o +
- E
= 100 2 3
=
@
(@]
50 1

Heures

Fig. 7. Influcnce e adration sar la réduction du tétrathionate par les cultures. La densité
bactéricnne est exprimde en unités arbitraires (spectrophotométre Jeau et Constant, cuve de

Lem, A 430 mg). 1, croissance de la culture anadérobie; z, production e thiosuliate par la
culture anadrabie; 3, croissance de la culture aérobic; 4. production de thiosulfate par ia culture
aérobie.

phénicol (23 ggiml) puis mise a aérer. Cet antibiotique ne provoque aucune inacti-
vation de l'enzyme mais blogue immédiatement sa formation. Deés le début de
I'adrvation, la vitesse d'accumulation du thiosulfate est réduite 3 la moitié de sa
valeur mitiale (courbes I et 2, Fig. 8). Aprés 2 h d'incubation aérobie, le tétrathionate
cesse d'étre réduit et une fraction du thiosulfate formé disparait. La concentration
de $,0,2" demeure ensuite rigourcusement constante. Il serait vain de vouloir ex-

Spe-ie—1 T LU M e B2 e
‘—
~ |
n o H
o 3t
o
['2)
]
il
3,
11
1 J i 1 1 t I 1

2 £ 3 a 10
Heures

Fig. 8. Effct de Faération sur la réduction du tétrathionate par une culture anadrobie. 1, culture
anadrobic; 2, fraction de culture anadrabic soumisce & 'acration et additionnée de chluramphénicot
au moment indiqué par la fidche.
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TETRATHIONATE REDUC TANLE 375

pliquer 1s forme curicuse de la courbr 2. Bornons nous A tirer une conclusion

qualitative: Ioxvgéne inhibe le fonctionnement de ia tétrathionate-réducrase dans
les cultures,

Réduclion du tétrathionate et du thiosulfate par nie suspension cellidaire en présence
de glucose el en anadrobiose

Om uatilise des bactéries provenant d'une culture anaérobie sur tétrathionate.
Pour éviter qu'elles puissent synthdtiser Uenzyme w»n conres d'expérience, on opére cn
présence d'un inhibiteur spécifique des biosvarhéses protéiques, le chloramphénicol.
Deux expériences distinctes sont realisée . i'unc avece le tétrathionate et Vantre avec
le thiosulfate. Chaque systéme comprend par mi: glucose, 50 umoles: chloram-
phénice.., 50 ug: tampon phosphates [pH 7). 40 pmoles; K 3,0, 50 gmoles on
Na;5,0;. 1o gmoles; bactéries, 2 my (poids sec). Les expériences sont effectudes en
anaérobiose Jans des tubes A essais profonds. Le tampon, le glucose et le chloram-
phéniccl sont ajoutés i la suspeasion bactérienne 1o min avant le temps o, On ajonte
les solutions de K540, ¢t de Na,5,0; rruis on préléve 4 intervalles de temps réguliers
des échantitlons de 1 ml (qui servent au dosage du thiosulfate. L'activité tétrathionate-
réductase constante au début, décroit progressivement ep in d'expérience. De
phéncméne est vraisemblableruent provoiué par Pactdification du milies dont le
pouvoir tampon est trés faible. Nous verrons dans le prochain paragraphe qi'il ne se
manifeste pas lorsque la concentration ¢n phosphates est accrue de § fois, ~.a dimi-
nution du pH s’explique par le fait que 2 protons sont libérés par mole de tétra-
thionate réduite (réaction 3). Le thiosuifate nc subit aucune transformation chi-
mique, cc qui confirme ['absence de thiosulfate-réductase chez notre organistne.

Inhibition par Uoxveéne du fonclionncment de la tétrathionate-réductase dans les sies-
peresions cellulaires non proliférantes

Lorsqu'on emploie un milieu fortement tamponné contenant par mi 200 ginoles
de phosphates, les bactéries induites (culture anadrobie sur K,5,04) réduisent eon
anadrobiose le tétrathionate en thiosulfate &4 un taux constant pendant toute la
durée de I'expérience (courbe I, Fig. g). Si 'on aére vignureusement la suspension, la
vitesse de formation du thicsulfate est réduite de 237, {courbe 2, Fig. g). Mais dés
gue cesse le barbotage d’air, elle reprend trés vite ine valeur identique a celle ob-
servée avec la suspension anaérobic. Cette expérience a été réalisée en présence de
chloramphénicol, c’est-a-dire dans des conditinns ol toute biosynthése proiéique est
impossible. Elle établit par conséquent d'unc maniére irréfutable que Noxygenc
inhibe réversiblement le fonctionnement de la réductase intracellulaire.

L ffet du tétrathionate swr la respiration des cellules

Il vient d'étre établi que I'oxvgéne inhibe la réduction du tétrathionate. On
était en droit de se demander si le tétrathionate exerce un effet similaire sar la ré-
duction de l'oxygéne. Nous avons mesuréd i'activité respiratoire d’une suspension
(culture anaérobie sur tétrathionate) en présence de ghicose, dans des systémes
avec et sans K,5,0, Le C0), dégagé est absorbé par KOH A 0% {puits central).

Biochin. Biophys. Acla, 67 (1963} 366-378
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Minutes

Fig. a. Effet de Nadration sur lactivité de la tétrathionate-réductase d’une suspension cellulaire.

Lus fléches a ot b marquent respectivement le début et la tin de 'aération. Chaque systéme con-

tient par ml: bactéres, 2.1 mg: glucuse, o pmoles; K, 85,0, 50 gmwoles; chloramphénicol, 50 ug;

tampon phosphates (pH 7). 200 gmoles. 1, systéme constamment maintenu en anadrobiose;
2, systeme maintenin en acrobiose penddant 50 min puis en anadrobiose.

Le glucose et le tétrathionate sont emplioyés 4 la concentration de 20 ymoles par
3 ml. Les courbes qui représentent les consommations de O, en fonction du temps
ront paralléles. Tl en résulte donc que des bactéries possédant leur systeme respira-

tuire ot la tétrathionate-réductase, utilisent préférentiellement l'oxygéne comme
accepteur d'hydrogene.

Tuplrierce des conditions de crotssance sir la brosvnthése de Uenzyme

Examinuns les résultats groupes sur le Tableau I. On voit que les enltures
anaérobies contenunt du tétrathionate possédent une activité spécitique 2o fois

TABLEALU L
INTLUENCE DES COKDITIONS DE CULTURE SUR L'ACTIVITE DES EXTRAITS

On danne dans chaque cas les résultats de deux expériences. U représente le nombre d'unitds
enzymatiques par mg 'asote. 1.es activités sont mesurées par la méthmle manométrique.

Cnlinrers anacrobnes

Cultnres adrobies

P K50, -+ Nag3so, — - .k.":-'.(). + -Nc.s.u. —
15 200 1350 oz3 o o o
R 2 TP
11 550 035 Gos o o Q
Nn8o 0o 28 o o «
i - e
513 28 27 ] o o
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supéricure 4 celle des cultures anadérubies qui en <ont dépourvues, Nos expériences
établissent ainsi le curactére inductible de la réductase. Elles montrent d'autre part
que le produit de la réaction, I'ion Sx03.2 n'exerce aucun effet inducteur ou épies-
scur: l'addition de thiosulfate aux cultures sans tétrathionate n'entraine aucune
modification sensible de l'activité. Précisons également que Uion dithionate $,0,2-
ne provoque pas d'induction dans les cultnres anadérobies. La souche utilisée réalise
une synthése de base puisquune faible quantité d’enzyme est formiée en anaérobiose
et en l'absence d'inductenr. Quelle que <oit la compusition du milieu, les cultures
adrobirs sont totalement dépourvuss dractivité, Expliquons maintenant lorigine de
ce phénomeéne. L’addition d'un extrait inactif de culture aérobie ne modific point
Factivité d'un extrait de culture anaérobie. Tl faut donc d'emblée exclure I'hvpo-
thése suivant laquelle les bactéries synthétiseraient en aérobiose un inhibiteur de
Fenzvme. 1)autre part. I'éventualité d'une inactivation jrréversibie de la rédnctase
au contact de 'oxvgéne est écartée par le fait qu’un extrait de culture anaérobic
conserve toute son activité aprés § h d’aération. En définitive, une <eule possibilité
semble devoir étre retenue: 'oxvedue wimosphérique réprime la formation de la
tétrathionate-réductase.

DISCUSSION

Nous avons montré qu'il est possible fo mesurct Pactivité tétrathionate-réductasc
des extraits bactériens en présence d'hyvdrogéne a Paide de la méthode manomeé-
trique de Warburg. Par son principe, notre technique est en tuus points semblable
A celle que nous avons utilisée dans le cas des nitrated-, thiosulfate?- ot fumarigue-
réductases?. Elle repose sur un couplage réalisé par le benzyl-viologéne entre 1'hv-
drogénase et 'enzyme:

H, > hvdrogénase —» henzyl-viologéne — tétrathionate-réductase —- 5,0,

Il a été vérifié que: (a) Ie transfert des électrons entre Vindicateur et le tétrathionate
nc peut s'effectuer u'en présence de 'enzyme; (b) dans les conditions de nos ex-
périences, aucune réduction chimique ou enzymatique du thiosulfate ne se produit.
Il et hauternent probable que le passage des électrons entre le benzyi-viclogéne ot
la réductase est direct, ¢’est-d-clire qu'il ne se produit pomt par l'intermédiaire d’un
transporteur physiologique d hydrogéne. Cependant, la vérification expérimentale de
I'hypothese précédente qui nécessiterait Femplol d'un enzyme purifié n'a pas été
réalisée au cours du présent travail. Deux propriétés importantes de la tétrathionate-
réductuse méritent d’étre soulignées: (a) son énergie d’activation remarquablement
élevée; (b) son inhibition par des concentrations dlevées de tétrathionate. Cet ¢n-
zymc constitue vraiscmblablement V'oxydase terminale d'une véritable chaine res-
piratoire. Toutefois la place qu’'il occupe réellement dans 'économie de la cellule
bactérienne demeure encore assez mal déhnie.

Les observations les plus importantes e notre travail concernent la régulation
de la biosynthése et de I'activité¢ de la tétrathionate-réducta.«e. n comparant les
activités des cultures anaérobies avec et sans tétrathionate, nous avons pu con-
firmer le caractére inductible de ’'enzvime initialement établi par KxoxX ET PoLLock?
avec des suspensions cellulaires non proliférantes. Nous sommes logiquement amenés
& considérer que i'inductivité et la fonction de substrat sont étroitement lides au
pont disulfure de I'ion tétrathionate psque Te thiosulfate et le dithionate ne sont
ni des substrats ni des inducteurs. Nos recherches n'ont pas été étendues aux to-,

Biochim. Biophys. Adta, 67 {1963) 366-378



378 F. PICHINOTY, J. BIGLIARDI-ROUVIER

penta- ¢t hexa-thionates dont la purification présente de sérieuses difficultés. Comme
on pouvait s’y attendre, la formation de la tétrathionate-réductase est romplétement
réprimée par l'oxvgéne. On ne se trouve point la en face d’un cas isolé puisque toutes
les réductases bactériennes étudides jusqu’ici ct intervenant dans les métabaolismes
soufré?, carboné® et azoté®-12 ne sont pas synthétisées en quantité appréciable par
les cultures aérobiers. 12'une fagcon générale, cette régulation répressive permet aux
bactéries anadrobies facuitatives de madifier leur équipement enzymatique en fonc-
tion des conditions de vie. Elie leur confére essenticllement la faculté de s’abstenir de
synthétiser en aérobiose des réductascs nécessaires au seul métaholisme oxydatif
anadérobie,

L'oxygéne inhibe d'une manidre réversible le fonctionnement de la tétrathionate-
réductase dans les suspensions ¢t les cultures bactériennes. Tout récemment, nous
avons pu précser origine d'un phénomeéne semblable qui se manifeste dans le cas
de la nitrate-réductase d’ Aerobacter aerogenes®. Des flavines libres ou des flavoprotéines
constitnant la source ultime d’électrons pour l'enzyme sont oxydées trés rapidement
par l'oxyvgéne, ce ui entraine une inhibition indirecte du fonctionnement de la
réductase. 1ans le cas présent, Uexistence d’un mécanisme du méme type doit étre
prive en considération. In faveur de notre maniére de voir, retenons le fait que le
FMXNH, sert de donateur d’hydrogéne dans la réduction du tétrathionate in vitro.
Nous avons vu qae les pyviidine-nucléotides réduits ne sont pas oxydés par le tétra-
thinnate on présence de 'enzyme. Cette anomalie trouve sans aucun doute son
origine dans 'action inhibitrice de 'oxygéne.

Pour conclure, il n'est pas inutile de rapprocher nos résultats de ceux obtenus
avec la nitrate-réductase d'Aerobacter aerogenes®®. Une méme technique permet de
mesurer 'activité des deux enzymes. L'oxygéne réprime leur synthése et inhibe leur
fonctionnement. Enfin les deux réductases sont assocides au matériel particulaire
extrait des bactéries par traitement sonigue.
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