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SUMMARY 

Study on chlorate-resistants mutants of Escherichia coli Kz2.  IV .  Isolation, purification 
and study of nitrate-reductase restored in vitro by complementation 

By mixing the cell-free extracts of the two mutants  chl A- and chl B-  of Esche- 
richia coli KI2, previously freed from particle membranes, we achieved restoration 
of nitrate reductase activity. The activity is restored first in a soluble form, then in 
a particulate form. This mechanism is called "complementation".  In the soluble state, 
the purified enzyme reduces NO 3- and CIO.~-, using reduced benzyl viologen or 
FMNH 2 as electron donors. I t  is sensitive to KCN, NAN3, p-hydroxymercuribenzoate 
(I raM) and N-ethylmaleimide (o.I raM) 

The soluble form is sensitive neither to phospholipase C, nor to 2-n-heptyl- 4- 
hydroxyquinoline-N-oxide; it associates with phospholipids and cytochrome b 1 to 
form particles in which nitrate reductase activity is no longer sensitive to ethyl N- 
maleimide and p-hydroxymercuribenzoate, but, conversely, becomes sensitive to 
2-n-hept yl-4-hydroxyquinoline-N-oxide. 

These results clearly demonstrate that  it is possible to study the mechanism 
of integration of the enzyme leading to active membranes particles without any 
previous solubilisation of the original material. 

INTRODUCTION 

L'utilisation du chlorate permet de s61ectionner dans les populations d'Esche- 
richia coli KI2 (chl-s) des mutants  d6fectifs pour plusieurs activit6s enzymatiques 
sp6cifiques de la respiration ana6robie I-3. Ces mutants  ehl-r ont 6t6 6tudi6s, ce qui a 
permis de les diff6rencier en cinq groupes correspondant ~ autant de g~nes4-7: chl A- ,  
chl B , chl D , chl E -  et chl C-; les quatre premiers sont pl6iotropes et donnent le 
ph6notype ni t -  gas- alors que le cinqui~me pr6sente le ph6notype ni t -  gas +. AZOULAY 
et al. s, SCHNAITMAN 9 et ONODERA et al. 1° ont montr6 que le caract~re de cette mutation 
est li6 X la nature membranaire des activit6s enzymatiques affect6es. 

Chez E. coli KI2  la nitrate-r6ductase A (FMNH2:nitrate (chlorate) oxydo- 
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RI~CONSTITUTION in vitro DE LA NITRATE-RI~DUCTASE 671 

r6ductase A selon FORGET 11) catalyse la r6duction du N Q -  en NO 2- et du C1Q- en 
C10~-. Cette enzyme, induite en pr6sence de KNO3 est r6prim6e par l'oxyg~ne. De 
nature particulaire, la nitrate r6ductase a 6t6 localis6e dans les membranes cyto- 
plasmique d'E. coli, de Proteus vulgaris 12 et de divers micro-organismesa3-1L L'isole- 
ment en vue de la purification et de l'6tude de eette enzyme membranaire a 6t6 r6alis6 
en solubilisant au pr6alable par divers proc6d6s la membrane cytoplasmique des 
bact6ries la contenant. LAM ET NICHOLAS 16 ont ainsi montr6 que la nitrate-r6ductase 
purifi6e de Micrococcus denilrificans contient du molybd+ne mais pas de flavines ni de 
cytochromes. TANIGUCHI ET [TAGAK117 isolent chez E. coli une nitrate-r6ductase de 
couleur brune contenant 4 ° atomes de fer par mol6cule et dont le poids mol6culaire 
est voisin de I million. 

VAN 'T RIET ET PLANTA 18 trouvent que l'enzyme d'Aerobacter aerogenes existe 
sous deux formes polym6ris6es avec un monom&e de poids mol&ulaire 6gal ~t 2. lO 5. 
Enfin FORGET 11 travaillant sur l'enzyme purifi6e de M. denitrificans met en 6vidence 
la pr6senee de flavines, de 4 ~ 8 atomes de fer par mol6cule (Mr = I6OOOO), suivant 
les pr6parations, et de sulfure labile correspondant ~ une quantit6 d'hydrog~ne sulfur~ 
lib6r6 ~ partir de ces m6tallo-prot6ines lorsqu'elles sont soumises ~ l'action d'acide 
dilu6 ou apr~s d6naturation par d'autres m&hodes. 

Pour notre part nous avons montr6 que la compl6mentation, dans des conditions 
parfaitement d6finies, des extraits pr6alablement d6barrass6s de tout mat6riel s6di- 
mentable et pr6par6s ~t partir de cellules des deux mutants chl A- et chl B-  d'E. coli 
KI2 conduit ~t la restauration de l'activit6 nitrate-r6ductase perdue par chacun de 
ces organismes 8. Le fait earact6ristique de cette compl6mentation est qu'elle conduit 
l'apparition d'activit6s nitrate-r6ductase successivement soluble et particulaire. Nous 
avons par ailleurs observ6 qu'apr~s un traitement des extraits des deux mutants 
chl A- et chl B par la phospholipase C, la compl6mentation est inhib6e ~t 80% qu'il n 'y  
a plus formation de particules et que la seule activit6 nitrate-r6ductase synth6tis6e 
dans ces conditions est de nature soluble 19. Enfin MARCOT ET AZOULAY 2° ont signal6 
que la synth6se par eompl6mentation des nitrate-r6ductases soluble et particulaire 

partir des extraits des doubles mutants chl A-  chl B-, chl A-, chl C- et chl B-  chl C- 
impliquait la pr6sence des produits des trois g~nes chl A, chl Bet  chl C. 

Nous nous proposons dans ce m6moire d'isoler, de purifier et d'6tudier les pro- 
pri6t6s de la nitrate-r6ductase de nature soluble synth&is6e au cours de la premiere 
phase de la compl6mentation afin de la eomparer ~ l'enzyme partieulaire pr6par6e 
par traitement des cellules de la souche sauvage d'E. coli KI2 ou bien obtenue au 
cours de la deuxi+me phase de la compl6mentation. 

MAT]~RIEL ET MI~THODES 

Organismes 
Souche d'Escherichia coli KI2 PA 6Ol No. 356 de notre collection, sensible au 

KC103 pr6sentant le ph6notype nit + gas+ et dont les caract~res ont d6j~ 6t6 d&rits 21. 
Les mutants chl A- (35615) et chl B-  (35624) sont r6sistants au C10-3 et ont le ph6no- 
type nit-  gas-. 

Cultures 
Les cellules de ces organismes sont obtenues h partir de milieux de cultures 

classiques s incubant dans des conditions d6j~ d&rites 8. 
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672 E. AZOULAV et al. 

M~thodes 
Preparation des extraits 
Les cellules recueillies apr~s culture sont lav6es, remises en suspension homog6ne 

dans un tampon Tris 0.05 M (pH 7-5) et trait6es dans une cellule de pression (French- 
Press). Les extraits bruts, obtenus apr~s 61imination des d6bris cellulaires par centri- 
fugation ~t IOOOO tours/min pendant 15 rain, sont soumis ~t une ultracentrifugation 
49000 tours/min pendant 9 ° rain dans une Spinco Mod+le L 4 (Rotor Ti 50). Les 
op6rations sont ensuite menses de mani+re diff6rente suivant l'origine de la pr6paration : 

(I) Dans le cas des extraits pr~par6s ~ partir  de cellules de la souche sauvage 
(No. 356) le culot, repris avec un tampon phosphate 0.05 M (pH 7.3), soigneusement 
homog~n6is6 dans un Poter, donne l 'extrait  particulaire (3 ~ 5 mg de prot6ines par ml). 

(2) Dans le cas des deux mutants  (chl A- et chl B-) les culots de centrifugation 
sont 6cart6s et les surnageants sont soumis ~t une nouvelle centrifugation ~ 220000 × g 
pendant 9 ° min. Les extraits surnageants ainsi obtenus, totalement d6pourvus 
d'616ments s6dimentables, sont mis ~ "compl6menter" dans les conditions exp6rimen- 
tales d~j~t d~crites 8, c'est-~-dire en laissant incuber ~ 32 ° et en ana~robiose le m~lange 
en proportions 6quivalentes des extraits des deux mutants. La compl~mentation 
est stopp6e par refroidissement brutal ~ o °. 

A ctivit~s enzymatiques 
L'activit~ nitrate-r£ductase, mesur6e suivant une technique d6jh publi6e 2~, est 

d~termin~e, & partir des vitesses de consommation de l'hydrog+ne dans des syst~mes 
manom6triques contenant H2, de l'hydrog6nase, du benzyl-violog+ne 9 mM (ou du 
FMN 9 raM), tampon phosphates 0.33 mM (pH 7), du K N Q  0.25 M et l 'extrait  
enzymatique. En pr6sence de flavines, cette activit6 a 6t6 6tudi6e avec les syst+mes 
r~actionnels comprenant: tampon phosphates 0.33 M CpH 7) : 0.5 ml; FMN, FAD ou 
riboflavine suivant les cas: 0.2 /,mole; dithionite de sodium: 0. 4 mmole; KNO3: 
0.75 mmole, extrait enzymatique et eau pour compl6ter & 3 ml. On laisse incuber 
sous N 2 et on dose le nitrite form6 suivant la technique de RIDER ET MELLON 23. 

L'activit~ chlorate-r~ductase est mesur6e dans les m6mes conditions que l'activit6 
nitrate-r6ductase. Le KC10 3 0.25 M rempla~ant le KNO 3. 

Ces activit6s enzymatiques sont exprim6es en unit6s: #moles de NO3- ou de 
C103- r6duit par heure et par mg de prot6ines dos6es suivant la m6thode de LowRy 
et al. 24. 

Le traitement des extraits enzymatiques par la phospholipase C 
Le traitement a 6t6 r6alis6 dans les conditions suivantes: i ml d 'extrait  surna- 

geant (IO ~ 15 mg prot6ines) incube ~ 37 ° pendant 30 min avec I ml de solution de 
phospholipase C (6 mg/ml) (Worthington Biochem. Corp.) dans un tampon Trizma 
(pH 7.3) contenant du CaC12 (0.05 M). Apr~s incubation le m61ange est centrifug6 

o ° et 49000 tours/rain pendant 15 min pour 61iminer les traces de phospholipase C 
insoluble. 

RESULTATS 

Nitrate-r~ductase d'E. coli Kz2 souche sauvage 
La nitrate-r6ductase est localis6e dans la membrane d'E. coli KI2 et les extraits 

particulaires pr6par6s ~ partir de cellules de la souche sauvage 356 cultiv6e en an- 
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a6robiose en pr6sence de nitrate contiennent la totalit6 de l'activit6 enzymatique des 
extraits bruts. 

i ml d'un extrait particulaire obtenu par centrifugation ~ 49000 tours/min 
pendant 9 ° rain et pr6alablement dilu6 2 fois avec un tampon phosphate 0.05 M 
(pH 7-3) est d6pos6 sur 4 ml d'un gradient de concentration lin6aire en saccharose de 
20 ~ 60% (p/v) et centrifug~ pendant 12 h ~ 39000 tours/nfin dans un rotor SW 39- 
Nous constatons ainsi que l'activit6 nitrate-r6ductase se retrouve int6gralement 
]ocalis6e dans les fractions 16g~res de densit6 comprise entre I.IO et 1.18 mesur6e ~ 5 ° 
(rig. 1). 

-~300 150 "i 

I 
I 

200 100 

I I _ _ 1 _ _ _ ]  0 
O, t 10 20 30 40 
60% 20% 

Fractions n =- 

F i g .  I. Profil de s~d imen ta t ion  sur  g rad ien t  de saccharose  de concen t ra t ion  lin~aire (p/v) de 20 
6O0/o d ' u n e  p r6para t ion  par t icula i re  d 'E .  coli KI2  cult iv6 en ana6robiose avec  K N O  3. Sur  les 
f rac t ions  recueillies apr6s 12 h de cen t r i fuga t ion  k 39 ooo tours] ra in  on t  6t6 d6termin6es  les prot6ines  
(Courbe i) l ' ac t iv i t6  n i t r a t e - r6duc tase  (Courbe 2). 

Ces particules porteuses de l'activit6 nitrate-r6ductase nous ont servi de mat6- 
riel d'6tude pour d6terminer les propri6t6s de l 'enzyme particulaire natif. Dans le 
Tableau I nous avons rassembl6 les valeurs de l'activit6 nitrate-r6ductase mesur6e 
avec diffdrents accepteurs d'61ectrons. Ces particules qui poss~dent une activit6 
nitrate-r6ductase (18o ~ 360 unit6s) ont aussi une activit6 chlorate-r6ductase (19o k 
250 unit6s) et formiate-d6shydrog6nase (15 ~ 20 unit6s). 

Cette nitrate-r6ductase de nature particulaire est thermo-r6sistante. La cin6- 
tique d' inactivation thermique mesur6e ~t 63 ° nous a permis de calculer le temps de 
demi-vie qui est 6gal ~t 30 min. 

Le Km ~ l '6gard du nitrate mesur6 en pr6sence de benzyl-violog~ne r6duit 
comme donateur d'61ectrons est 6gal ~ 7.8. lO -4 M; la constante d'affinit6 ~ l'6gard 
du chlorate est 6gale ~t 2.5 mM lorsqu'elle est d6termin6e dans les mSmes conditions. 
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T A B L E A U  I 

P R O P R I e T I e S  D E  L A  N I T R A T E - R E D U C T A S E  d ' E .  coli 1412 s o u s  sEs D I F F I ~ R E N T E S  F O R M E S  

A c t i v i t 6  sp6cifique d6termin6e avec  K N O  a (0.25 M) en pr6sence d'H 2 et  d'hydrog6nase pour le 
benzyl -v io log6ne,  le F M N ,  le F A D  ou la  m6nadione soit en pr6sence de pyridines  nucl6otides  r6duits 
ou de formiate seuls (3 mM) soit de dithionite  de N a  (0 .2 /*mole )  et de FMN, et exprim6e en/~moles  
de NO 3- r6duit par h par mg  de prot6ines et  ramen6e en °/o de l 'activit6 mesur6e avec  le benzyl-  
violog6ne.  

Enzyme  particulaire * Enzyme  particulaire * * Enzyme  purifide 
(particules ldg~res natives) (particules ndo-formdes) 

A c t i v i t 6  sp6ci f ique  ( % )  mesur6e 
a v e c  : 

Benzyl -v io log6ne  lOO i oo i o o  
F M N  (r6duit + H2) 5 ° 26 26 
F M N  (r6duit + Na~S20~, ) 7 - -  - -  
F A D  4 ° 2o o 
Riboflavine 3 ° 35 o 
M6nadione 16 31 o 
Formiate  2 4 o 
N A D H  2 o o 
N A D P H  o o o 

K m  N O -  a b e n z y l - v i o l o g 6 n e  7 .8 '  I O  4 M 3 . 1 "  1 o  - 4  M 5 . 2 "  I O  . 4  ~ [  

K m  C10-  a benzy l -v io log6ne  2, 5. I O  - a  M i . i .  i o  3 M ~ . 8 - 1 o  3 M 

Km b e n z y l - v i o l o g 6 n e  - -  6 .2 .  i o  4 M 0. i o  --a M 
Km F M N  - - -  2 . 8 '  I O  . 4  3 I  I • IO  -4  M 

Temps  de demi-vie  5, 63 ° 3 ° ra in  23 ra in  3o rain 

* Fract ions particulaires 16g6res de la  souche  sauvage.  
** P a r t i c u l e s  " n d o - f o r m 6 e s "  par compl6mentat ion  des extraits  des mutants  chl A -  e t  ehl B- .  

R~constitution de la nitrate-r~ductase in vitro par complgmentation des extraits des 
mutants Chl A -  el Chl B-  

Les surnageants d'extraits bruts, pr@ar6s ~ partir de cellules des deux mutants 
chl-r cultiv6s en ana6robiose en pr6sence de nitrate, sont d@ourvus d'activit6 nitrate- 
r6ductase et de particules s6dimentables ~ 220 ooo × g. 

Ces extraits sont soumis k une filtration st6rile sur filtre Millipore et m61ang6s 
dans des proportions 6quivalentes en prot6ines (7 5 IO mg/ml de chacun des extraits) 
en vue d'une compl6mentation r6alis6e en ana6robiose ~ 32°. Apr6s 3 h d'incubation 
15 ~ 20% des prot6ines passent de l'6tat soluble 5 l'6tat particulaire; dans le m6me 
temps, 15 ~ 20 unit6s de nitrate-r6duetase ont 6t6 synth6tis6es par mg de prot6ines 
totales ; 35 % de l'activit6 enzymatique reconstitu6e est de nature particulaire, le reste 
se retrouve int6gralement dans le surnageant obtenu apr6s ultra-centrifugation des 
m61anges compl6ment6s h 220 ooo × g pendant 90 rain. 

Dans un autre type d'exp6rience nous avons stopp6 la compl6mentation apr6s 
15 min d'incubation en introduisant le m61ange r6actionnel dans un bain refroidi h 2 °. 
Dans de telles conditions l'activit6 nitrate-r6ductase fournie est int6gralement de 
nature soluble. 

Purification de la nitrate-r~ductase soluble reconstitute par compl~mentation 
Comme nous venons de l'indiquer plus haut, la compl6mentation conduit '~ la 
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formation d'une nitrate-r6ductase de nature soluble. La purification de cette enzyme 
a fit6 entreprise avec un mat6riel pr6par6 dans les conditions suivantes: 

20 ml de surnageant de chacun des extraits des deux mutants chl-r sont mis 
compl~menter, la reconstitution est: soit stopp6e h - 2  ° apr~s 15 min d'incubation, 

soit poursuivie durant 3 h ~ 32°. Ce m61ange est ensuite centrifug6 ~ 220000 ){ g 
pendant 9 ° rain. 

Le sch6ma de purification illustr6 par le Tableau I I comporte diff6rentes 6tapes. 
L'extrait surnageant ainsi obtenu est appliqu6 sur une colonne (3 cm × 25 cm) 

de DEAE-cellulose 6quilibr6e dans un tampon Tris-HCl 0.02 M (pH 7.7)- L'dlution 
est r~alis6e par un gradient lin6aire de NaCI (0-0.8 M) dans le m~me tampon. Les 
fractions actives 61u6es entre 0.30 et 0.40 M NaC1 sont r6unies et pr6cipit6es par 
(NH,) 2SO~ ~ 60 % de saturation; le pr6cipit~ obtenu est redissout dans 5 ml de tampon 
Tris-HC1 0.02 M (pH 7-7) puis filtr6 sur une colonne (2. 5 cm × 7 ° cm) de Bio-gel 
P l o o  6quilibr6e avec le m6me tampon. L'activit6 enzymatique est 61u6e dans la 
premiere fraction suivant le volume d'exclusion, ces fractions actives sont r6unies et 
appliqu6es sur une deuxi&me colonne (3 cm × 15 cm) de DEAE-cellulose ~quilibr6e 

T A B L E A U  I I  

S C H I ~ M A  D E  P U R I F I C A T I O N  D E  L A  N I T R A T E - R I ~ D U C T A S E  S O L U B L E  

Proteines totales Activitd Activitd 
(mg) spdcifique * totale 

Extra i t  surnageant  brut  299.6 
Premier  passage colonne DEAE-ce l lu lose  57.2 
Pr6cipi tat ion (NH,)2SO 4 + passage Bio-gel P IOO 13.6 
Deuxi~me passage colonne DEAE-ce l lu lose  2 
Pr6cipitat ion (NH4)2SO 4 + passage Bio-gel A 1. 5 M 0.084 

145 43 680 
476 27 227 

lO5O 14 300 
i325 2 650 
425 ° 356 

* Activi t~  sp6cifique: /~1 consomm~ en 5 min  par mg prot~ines (mesur~e en presence de 
benzyl -v io log~ne  r6duit). 
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Frac t ions  n -I 

Fig. 2. Profil d'61ution d'une fraction prot6ique (i 5 mg), riche en nitrate-r6ductase,  reconst i tu6e 
par co mpl6menta t ion  chromatographi6e  sur une  colonne de DEAE-ce l lu lose  6quilibr6e dans un  
t a m p o n  Tris-HC1 0.02 M (pH 7.7). Elut ion  avec 75 ° ml  d'un gradient  de concentrat ion  lindaire 
de NaC1 o k 0.8 M dans un t a m p o n  "Iris 0.02 M (Courbe I). Act iv i t6  nitrate-rddnctase  mesur6e 
dans les diffdrentes fractions (Courbe 2) : pmoles  de NO 3- reduit  par h. 
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avec le mSme tampon et l'~lution est r~alis~e dans les mSmes conditions que prfic~- 
demment.  Le profil d'~lution est illustrfi par la Fig. 2. L'activitfi nitrate-rfiductase 
se retrouve dans un m~me pic; les fractions actives sont ~ nouveau pr~cipitfies par du 
(NH4)2SO 4 k 90% de saturation. Le pr~cipit~ est repris par 5 ml de tampon Tris 
0.02 M (pH 7.7) dialys~ contre le mSme tampon puis filtr~ sur une colonne (2.5 cm × 
7 ° cm) de Bio-gel A 1.5 M 6quilibr~e dans le mSme tampon contenant  du NaC1 o.I M. 
Le profil d'~lution des prot~ines, actives enzymatiquement ,  est illustrfi par la Fig. 3. 

L 'examen du Tableau I I  montre que la nitrate-r6ductase a fitfi purififie environ 
3 ° lois avec un rendement  de purification, malheureusement tr~s faible. L ' enzyme 
ainsi obtenue peut ~tre conservfie une semaine entre o et 4 ° en solution dans un 
tampon Tris 0.02 M ~ pH 7.7 contenant  du NaC1 0.3 M, la fraction active est colorfie 
en jaune. 

Des essais prfiliminaires de dfitermination de masse molficulaire par filtration 
sur Bio-gel A 1.5 M (de 50 & Ioo mesch), par comparaison h des fichantillons d'alcool- 
d~shydrog~nase (baker's yeast) et de glutamate-dfishydrog~nase purifi6es "Sigma"  
de poids mol6culaires respectivement ~gaux k I5OOOO et ~t 35 oooo, nous ont donn6 

-~ 0 .9~  . . . . . . . . . . . . . . . . .  

~ 0.8,.- 

w 
~: 0.7~- 

~ .6~- 

0,5 '- 

O.,~- 

0.3" 

0.2- 

O1- 
. . . . . . ~ ' - ~  , 

o lO 20 30 40 50 
Fractions n ~- 

Fig. 3. Fil tration sur Bio-gel A i, 5 M d 'une fraction prot6ique partiellement purifi6e et 61ution 
avec un tampon Tris 0.02 M contenant  du NaC1 0. 3 M (pH 7.7)- 

6o- / 

/ % . ~  @ : 

~0- 4//// ~'~ 

20- /// 

L / J ± 1 .  • L - -  
-2,5 O 2,5 5 ?,5 

1/ [subst  rot ] (ram -1) 

Fig. 4. Influence de la concentration en NO s- (Courb e i) et  en C1Oa=. (Courbe 2) sur l& vitesse de 
r6duction de ces substrats  mesur6e en pr6sence de benzyl-violog~ne r6duit et  de nitrate-r6ductase 
purifi~e. Repr6sentation graphique selon la m6thode de Lineweaver-Burk.  
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des valeurs approximatives pour la nitrate-r6ductase de l 'ordre de 25 ° ooo. Cependant 
de telles valeurs ne peuvent ~tre donn6es qu'h titre indicatif. 

PropriOt~s de la nitrate-r~ductase soluble puri[i~e 
La fraction purifi~e catalyse la r6duction du nitrate et du chlorate. Dans de 

telles conditions les seuls donateurs d'61ectrons utilisables sont le benzyl-violog6ne 
et le FMN r6duits. Les pyridine-nucl~otides r6duites, le FAD, la riboflavine r6duits, 
le formiate et la m6nadione sont sans effet. Les constantes de Micha~lis d6termin6es 
en presence de KNO~ ~ l'~gard du benzyl-violog~ne r~duit et du FMNH~ sont respec- 
t ivement  6gales ~ 6. lO -4 M et i .  lO -4 M. L'influence de la concentration en KNO 3 et 
KC10 a sur la vitesse initiale de r~duction de ces deux substrats mesur6e en pr6sence 
de benzyl-viologbne r6duit est illustr~e par la Fig. 4. Ces Km ~ l'6gard du KNO~ et 
du KC10~ donnent des valeurs respectivement dgales h: 5.2-IO-a M e t  18"IO -a M. 
Le Vmax est identique pour ces deux substrats. L'activit6 sp6cifique mesur6e en 
prdsence de FMN r6duit repr6sente 26 % de l'activit~ mesur6e dans les m~mes con- 
ditions en presence de benzyl-viologbne rdduit (Tableau I). 

En fonction du pH, l'activit6 enzymatique pr6sente un optimum entre 6. 5 
et 7.2. 

La nitrate-r6ductase purifi6e se comporte comme une enzyme thermor6sistante 
et l ' incubation pendant io rain h une temp6rature de 60 ° n'entraine aucune perte 
d'activit~. Les cin6tiques d'inactivation thermique d6termin6es h 63 ° nous ont permis 
de calculer le temps de demi vie pour cette temp6rature qui est 6gal ~ 30 rain; cette 
valeur est identique ~ celle que nous avions trouv6 pour l 'enzyme particulaire de 
la souche sauvage. 

Propri~t~s de la nitrate-r~ductase particulaire obtenue par compl~mentation 
La compl6mentation, r6alis6e avec les surnageants des deux mutants  chl A -  

et chl B-, conduit ~ la formation de particles enzymatiquement actives qui peuvent 
~tre s6par6es par ultra-centrifugation, ~t 220 ooo × g pendant 9 ° min reprises par du 
tampon Tris 0.02 M (pH 7.2) apr~s lavage dans le m6me tampon, pour donner une 
pr6paration particulaire. Les propri6t~s de la nitrate-r6ductase de ces particules ont 
6t6 6tudi6es et les valeurs obtenues rassembl6es dans le Tableau I;  il est important  
de souligner que l 'enzyme particulaire, comme l 'enzyme soluble de la m~me origine, 
est active en pr6sence de NO 3- ou C10 3- (18 ~ 25 unit6s) mais ne catalyse pas la 
r6duction de ces deux substrats en pr6sence de pyridine-nucl6otides r6duits. 

Influence des inhibiteurs sur la nitrate-rdductase 
Cette ~tude a 6t6 r6alis6e de manibre comparative en pr6sence de KNO3, de 

benzyl-violog+ne r6duit et de nitrate-r~ductase sous ses diff6rentes formes: (I) parti- 
culaire et provenent des fractions membranaires de la souche sauvage, (2) particulaire 
mais obtenue par compl6mentation, (3) purif6e. I1 r6sulte des valeurs consign6es dans 
le Tableau I I I  que: 

(a) le KCN et le NaN 3 sont des inhibiteurs aussi efflcaces sur les trois formes 
de la nitrate-r6ductase; (b) les inhibiteurs sp6cifiques des groupements SH ne sont 
actifs que sur la forme soluble purifi6e; (c) un inhibiteur sp6cifique du cytochrome b 1 
comme le 2-n-heptyl-4-hydroxyquinol6ine-N-oxyde est actif uniquement sur les 
formes particulaires. 
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T A B L E A U  I I I  

INFLUENCE DE DIFFERENTS INHIBITEURS SUR L'ACTIVITE NITRATE-REDUCTASE (SOLUBLE ET 
PARTICULAIRE) MESUREE AVEC LE BENZYL-VIOLOG~NE REDUIT ET LE I ~ N O  3 

Inhibiteur Concn. Inhibition { %) 
(M) 

Enzyme Particules Particules natives 
purifide "ndo-formdes'" (souche sauvage) 

K C N  i o  2 82 95 i o o  

I o  a 50  90  90  
N a N  a t o  -a 90  90  9 0  

IO 4 87 76 50  
A s c o r b a t e  IO 4 84 o o 
T h i o g l y c o l l a t e  I o -3  82 o o 

E D T A  IO -a 82 7 ° 7 ° 
l O  - 4  8 2  - -  - -  

I o d a c e t a t e  ~o -2 o 25 o 
2 ,2  ' -  D i p y r i d y l  I o -2  17 - -  25 27 o 
D i t h i o l  i o  3 i o o  i o o  i o o  
2 - n - H e p t y l - 4 - h y d r o x y q u i n o l 6 i n e -  

N - o x y d e  I o  3 o 55 67 
N ,  N ' - D i 6 t h y l  t h i o c a r b a m a t e  lO -3 o o 26 
N - E t h y l - m a l 6 i m i d e  lO -3 76 o o 

i o  -4 7 0 o o 

H y d r o x y - m e r c u r i -  i o  3 70 o o 
b e n z o a t e  lO-4  70 o o 

L'6tude de l 'action de la N-6thyl-mal6inide (io -a ou IO -4 M) permet de con- 
stater que l ' incubation de l 'enzyme purifi6e en presence de KNO3 diminue l'efficacit~ 
de l'inhibition provoqu6e par ce compos6 et ram~ne le pourcentage d'inhibition de 
76 ~t 22 °/o. 

Enfin il convient de souligner que l 'enzyme purifi6e est particuli~rement sensible 
l 'action de l'oxyg~ne et de ce fair dolt toujours ~tre conserv6 sous vide ou sous 

atmosphere d'azote. 

Influencc de la phospholipase C 
Le traitement pr6alable des surnageants des mutants  chl A- et chl B -  d'E. coli 

KI2 par la phospholipase C (6 mg/ml d'extrait) ~t 37 ° pendant 30 rain, donne des 
pr6parations qui compl6mentent sans qu'il y ait formation de particules. L'activit6 
nitrate-r~ductase totale ainsi reconstitu6e qui correspond ~ 50% environ de l 'activit6 
reconstitu6e dans les conditions normales est int6gralement de nature soluble. 

L'enzyme obtenue au cours de cette compl6mentation a 6t6 ensuite isol~e et 
purifi6e suivant les normes d6termin6es pour l 'enzyme soluble n6o-form6e au cours 
de compl6mentations normales, Les propri6t6s de cette nitrate-r6ductase apr6s 
purification sont identiques h celles qui ont 6t6 d~jh d6crites. 

Enfin il convient de souligner qu'apr6s avoir soumis k l 'action de la phospholi- 
pase C (6 mg pendant 30 rain) les fractions purifi6es de la nitrate-r6ductase reconsti- 
tube par compl6mentation, nous n'avons constat6 aucune perte d'activit6 enzymatique. 

D I S C U S S I O N  

La compl~mentation, r6alis~e avec les extraits des deux mutants  chl A- et 
chl B -  d'E. coli KI2,  dans les conditions que nous d~erivons, aboutit  ~ la reconstitution 
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de particules s6dimentables par ultracentrifugation et porteuses d'activit6 nitrate- 
r6ductase; avec ces m~mes extraits, pr6alablement trait6s par la phospholipase C, 
donc d6pourvus de phospholipides, la compl6mentation conduit uniquement ~t la 
formation de nitrate-r6ductase soluble. Dans la premi6re phase de ce ph6nom6me la 
reconstitution porte essentiellement sur la synth6se de l 'enzyme sous sa forme soluble 
et ~ fin de la compl6mentation, soit apr6s 3 h d'incubation et 61imination des particules 
n6o-form6es, il reste encore dans le m61ange r6actionnel de l'activit6 nitrate-r6ductase 
soluble. L'extraction et la purification de cette enzyme nous ont permis d 'apporter  
un certain nombre d'informations sur les propri6t6s de cette prot6ine. L'int6r~t de 
nos observations r6side essentiellement dans ce qu'elles ont 6t6 obtenues avec une 
enzyme soluble avant  son int6gration dans les fractions membranaires, elles diff6rent 
donc de celles obtenues dans les conditions classiques apr~s solubilisation par divers 
traitements des membranes bact6riennes. 

La nitrate-r6ductase soluble, apr~s purification, a des propri6t6s tr~s voisines 
de celles d6crites par LAM ET NICHOLAS TM pour l 'enzyme solubilis6e de M. denitrificans. 
Le poids mol6culaire de notre nitrate-r6ductase (250000) est tr6s nettement inf6rieur 

celui qui a 6t6 d6termin6 par TANIGUCHI ET ITAGAK117 pour l 'enzyme d'E. coli 
(Mr = I000000) qui pourrait ~tre cependant consid6r6e comme un polym6re proche 
de la forme particulaire. 

L'enzyme purifi6e est active ~t l'6gard des ions NO3- et C10-3 en pr6sence de 
benzyl-violog6ne r6duit ou de FMNH2 uniquement. L'absence d'activit6 de la prot6ine 
purifi6e avec les pyridine-nucl60tides r6duits se retrouve avec les particules n60- 
form6es qui, par ailleurs, sont actives en pr6sence de formiate ou de m6nadione. Ces 
r6sultats rejoignent les donn6es de FORGET 11 et de LAM ET NICHOLAS 16 qui ont montr6 
que la nitrate-r6ductase A n'est pas une enzyme ~ NAD ou ~t NADP. De plus ils 
permettent  de mieux comprendre l ' importance des dl6ments prot6iques ou phospho- 
lipidiques, qui, ajout6s ~ l 'enzyme soluble, conf6rent aux particules n60-form6es des 
propri6t6s nouvelles permettant  de coupler directement le formiate au NO3- sans 
toutefois atteindre le degr6 d'organisation le plus efficace qui est celui des particules 
natives d'origine membranaire pr6par6es ~t partir des cellules de la souche sauvage 
d'E. coli KI2 et qui peuvent coupler le NADH au NO3-. 

I1 convient par ailleurs de souligner le r61e des phospholipides dont la pr6sence 
est n6cessaire pour restaurer une activit6 multienzymatique telle que la formiate-  
nitrate-r6ductase. En ce qui concerne l'action des inhibiteurs des m6taux lourds, nos 
t ravaux confirment ceux d'autres auteurs: le cyanure et l 'azoture sont tr~s actifs 
sur la prot6ine purifi6e et les formes particulaires. Par contre l 'action du 2-n-heptyl- 4- 
hydroxyquinol6ine-N-oxyde ne se manifeste sur l 'enzyme qu'~t l '6tat particulaire, 
ce qui laisse penser que sous cette forme le transport  des 61ectrons jusqu'au nitrate 
s'effectue par l'interm6diaire du cytochrome b 1 et probablement aussi des quinones, 
ce qui rejoint les observations d6crites par KR6GER et al. 25 sur le r61e des quinones 
dans le transport  des 61ectrons chez Proteus ruttgeri. 

Enfin l 'observation la plus int6ressante a 6t6 obtenue avec les inhibiteurs des 
groupements SH qui ne sont actifs que sur la forme soluble de l 'enzyme, purifi6e ou 
non; la nitrate-r6ductase sous ses formes particulaires est par contre totalement 
insensible ~t l 'hydroxy-mercuri-benzoate et ~t la N-6thyl-mal6imide. Ce r6sultat semble 
indiquer que l'int6gration de la nitrate-r6ductase soluble dans des structures com- 
plexes de type membranaire entraine simultan6ment certaines modifications au 
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niveau du site actif de l'enzyme. I1 convient cependant de souligner qu'un tel change- 
ment de conformation, s'il existe, n'entralne aucune modification de l'affinit6 de 
l 'enzyme pour son substrat (N03-  ou C103-) ou de son comportement ~ l'6gard de la 
temperature. 

1RESUMI~ 

Les pr6parations acellulaires, d6barrass6es de particules membranaires, des deux 
mutants pl6iotropes chl A-  et chl B -  d'Escherichia coli KI2, compl6mentent pour 
reconstituer la nitrate-r6ductase sous sa forme soluble puis particulaire. 

L'enzyme soluble, apr~s purification, catalyse la r6duction du NO 3- et du 
C10~- en pr6sence de benzyl violog~ne ou de FMN r6duits, est sensible au KCN et au 
NaN 3 ~ l'hydroxy-mercuri-benzoate et ~ la N-~thyl-mal~imide (I mM et o.I mM). 
Cette prot6ine de poids mol6culaire 250000, insensible ~t l'action de la phospholipase 
et du 2-n-heptyl-4-hydroxyquinol6ine-N-oxyde, s'associe aux phospholipides et au 
cytochrome b 1 pour donner des particules dont l'activit6 nitrate-r6ductase devient 
insensible ~ la N-6thyl-mal6imide et ~ l'hydroxy-mercuri-benzoate mais sensible au 
2-n-heptyl-4-hydroxyquinol~ine-N-oxyde. 

Ces r6sultats ouvrent la voie ~ une 6tude plus approfondie sur les m6canismes 
d'int6gration d'une enzyme membranaire dans des structures particulaires complexes 
sans avoir ~ solubiliser la membrane oh se trouve localis6 cette enzyme. 
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