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I'NTRODUCT I ON

Les nitrates sont généralement considérés comme la source princi-
pale d'azote pour les plantes supérieures, exception faite des légumineuses.
Leur incorporation dans les acides aminés nécessite une série de réductions
dont la premiére est leur transformation en nitrites, étape catalysée par
la nitrate réductase (E.C. 1.6.6.1).

| Lorsque des cellules végétales sont cultivées en suspension dans
un milieu non renouvelé, elles utilisent plus ou moins rapidement les éléments
nutritifs du milieu et assurent ainsi leur prolifération. Celle~ci s'arréte
avec |'épuisement du milieu en ses éléments essentiels. La durée, pendant
laquelle une quantité définie de cellules est capable de croitre et de se
multiplier dans des conditions contrdlées de température, de lumiére et

de milieu peut définir un cycle de croissance de la suspension.

Un tel cycle comporte alors une série d'événements physiologiques
et biochimiques dont |'ordre et la durée sont caractéristiques du végétal
étudié. Dans le cas de la suspension cellulaire de Silene alba, |'un des
tous premiers événements déclenchés avant méme que la croissance et les pre-
miéres divisions cellulaires ne soient amorcées, est une synthése trés bréve
d'ARN (DUBOIS et Coll., 1976). D'autre part, la réduction des nifrates
s'opére pendant une période assez bréve qui se situe au début de la phase
exponentielle de croissance de la suspension (POULLE, 1977). Il apparalt
par conséquent important de savoir si ces deux faits précoces sont en

relation. C'est dans cette perspective que s'inscrit ce travail.

‘ Celui-ci s'est donc attaché & préciser le moment de |'apparition
de l'activité enzymatique et sa signification et & caractériser cerfains

facteurs qui pouvaient la modifier.

Enfin, des essais de purification de la proféine enzymatique ont
été entrepris*® . L'isolement de la nitrate réductase entre dans un projet
de recherche ultérieure qui devrait conduire & |'obtention d'un immun-serum
contenant les anticorps de la nitrate réductase et permettre ainsi une
étude plus fine de la succession d'événements moléculaires qui apparais-

sent lors d'un cycle de croissance de la suspension cellulaire de Silene albe.

*Une partie du travail de purification de £'enzyme a Eté effectue a La
station de nechenche agronomique de Long Ashton (G.B.) dans Le Laboratoire
du Docteur E.J. HEWITT, grace a une subvention du British Council.



HISTORIQUE

1) STRUCTURE ET MECANISME D'ACTION DE LA NITRATE REDUCTASE CHEZ LES EUCARYOTES

A) F A D ET GROUPEMENT PROSTHET |QUE

Les premiers travaux effectués sur Neurospora crassa et le Soja

ont révélé que le FAD est le groupement prosthétique naturel de la nitrate
réductase (NASON et EVANS, 1953 ; EVANS et NASON, 1953), Son réle, comme
transporteur d'électrons, est mis en évidence (NICHOLAS et NASON, 1954a

et 1955) selon le schéma suivant :

TPNH=--> FAD I (ou FMN) -=-> Mo -->N03'.
DPNH

Des études précises de chromatographie et de fluorométrie montrent
qu'une molécule d'enzyme native chez Chlorella contient au moins deux molécu-
les de F A D (SOLOMONSON et Coll., 1975). Certains auteurs observent que
le F AD stimule |'activité de la nitrate réductase obtenue aprés gel-filtra-
tion et qu'il exerce un effet protecteur contre la dénaturation thermique
(ZUMFT et Coll., 1970 ; RELIMPIO et Coll., 1971 ; BAREA et Coll.,, 1976 ;

DE LA ROSA et Coll., 1977 ; ROUSTAN et Coll., 1974). En outre, comme nous le
verrons ultérieurement, la nitrate réductase est souvent considérée comme

une flavoprotéine.

B) PRESENCE DE GROUPEMENTS THIOLS

‘L'inhibition enzymatique exercée par le parachloromercuribenzoate,
rendue réversible par |'addition de cystéine, de glutathion ou de dithiothréi-
tol, suggére la présence d'un ou plusieurs groupements thiols a la surface
active de I'enzyme (NASON et EVANS, 1953 ; EVANS et NASON, 1953 ; SCHRADER et
Coll., 1968 ; WRAY et FILNER, 1970). Ces observations ont conduit de nombreux
auteurs a ajouter dans les milieux d'extraction, des protecteurs tels que la
cystéine, le glutathion, le dithiothreito!l ou encore le B-mercaptoéthanol.
Toutefois, la dose de cystéine & employer pour obtenir une protection maximale

est variable selon |'espéce et la nature du tissu (HEWITT et NICHOLAS, 1964).



La présence de cystéine peut étre indispensable (BEEVERS et Coll., 1964) ou
inutile (WALLACE et PATE, 1965). JONES et SHEARD signalent méme un effet
inhibiteur de la cystéine, sur I'enzyme de pois (JONES et SHEARD, 1973),

De méme, le B mercaptoéthanol exerce un effet néfaste sur {'activité des
enzymes de ['Ortie et de |'épinard (WELANDER, 1978).

'C) PRESENCE DU MOLYBDENE

NASON et EVANS (1953) constatent que |'enzyme du Soja renferme
probablement un métal qui peut étre soit le molybdéne, soit le manganése.
Cultivés en absence de molybdéne, des plants de choux fleurs manquent ou
ne possédent que trés peu d'activité nitrate réductase (CANDELA et Coll.,
1957 ; AFRID| et HEWITT, 1964). Le molybdéne est identifié comme étant le
métal de 1'enzyme de Neurospora et celle du Soja (NICHOLAS et NASON, 1954b
et 1955).

VEGA et Coll. (1971) montrent le besoin absolu de ce métal pour

Ilactivité enzymatique chez Chlorella fusca. !ls concluent que le métal est

incorporé, in vivo, a l'intérieur de |'apoenzyme préexistante et inactive

et que son rélevesf lié, 8 la réduction des nitrates en nitrites. Des
épinards, cultivés en absence de molybdéne, ne présentent pas dlactivité
nitrate réductase (NOTTON et HEWITT, 1971a). En fournissant & ces plantes

du molybdéne marqué, NOTTON et HEWITT(1971a) observent, aprés purification,
que les seules protéines radioactives sont celles associées 3 la nitrate
réductase sur le gel d'acrylamide. |ls suggérent que !'enzyme est une pro-
téine molybdéne dépendante renfermant le métal. L'incorporation d'un analo-
gue structural, le fungsténe, provoque I'inhibition de l'activité enzymatique
chez 1'Orge, le Tabac et le MaTs (WRAY et FILNER, 1970 ; HEIMER et FILNER,
1971 ; ASLAM et OAKS, 1976). Le tungsténe peut empécher |'insertion du molyp-
déne dans le complexe nitrate réductase. Selon WRAY et FILNER (1970) tle
molybdéne ne serait pas nécessaire & la formation de |'apoenzyme, mais
pourrait agir commeco-inducteuravec les nitrates ou fonctionner comme groupe-

ment prosthétique de |'enzyme ou encore les deux a la fois,

De méme, SUBRAMANIAN et SORGER(1972c) pensent qu'en absence de
molybdéne ou en présence de tungsténe, les unités protéiques du compliexe
enzymatique de Neurospora sont toutes synthétisées mais que le site de fixa~-
tien du molybdénc est replié in vive de telle fagon que le métal ne peut
étre 1ié in vitro. L'induction par les nitrates semble dépendre d'A~R N

messagers pour la synthése de |‘'apoprotéine suivie d'une activation rapide



par le molybdéne indépendemment de la synthése protéique (JONES et Coll.,
1978) .,

Quant au mécanisme d'inhibition par le tungsténe, il peut se tra-
duire par la formation d'une enzyme non fonctionnelle qui serait rendue acti-
ve, in vivo, par |'addition de molybdéne en absence de synth&se protéique
(HEIMER et FILNER, 1971). Ceci est confirmé par NOTTON et HEWITT (1971b),
NOTTON et Coll. (1972) qui montrent la formation d'un tungstoprotéine inac-
tive.

Chez |'épinard, il est possible de reconstituer, in vitro, une
nitrate réductase active a partir d'un complexe contenant du mo!ybdéne obtenu
par traitement acide de ['enzyme purifiée, et de |'apoprotéine de |'enzyme
obtenue a partir de plantes carencées en moliybdéne (HEWITT et Coll,, 1977),

NICHOLAS et NASON (1954a et 1955) démontrent le réle du molybdéne comme
transporteur d'électrons chez Neurospora et le soja.

D) LES DIFFERENTS DONNEURS D'ELECTRONS

1) Spécificité des nucléotides a pyridine N A D H (D P NH)
et NADPHI(TPNH)

Chez Neurospora crassa et Aspergillus nidulans, la nitrate réduc-
tase est essentiellement T P N H spécifique (NASON et EVANS, 1953 ; NICHOLAS
et Coll., 1954) tandis que celle, extraite du soja, utilisent T P N H et
D P N H (EVANS et NASON, 1953), L'enzyme provenant de 15 des 16 plantes

supérieures étudiées par BEEVERS et Coll. (1964), a un besoin spécifique

ou préférentiel de N ADH ; seule celle du soja fonctionne avec N A D H et

N ADPH. Cette spécificité du N A D H comme donneur d'électrons est confir-
mée chez le pois (WALLACE et PATE, 1965), la tomate (SANDERSCN et COCKING,
1964a),1'épinard (PANEQUE et LOSADA, 1966), Chlorella fusca (ZUMFT et Coll.,
1969), le pommier (KLEPPER et HAGEMAN, 1969), la féve (OJI et IZAWA, 1969a),

I 'orge (WRAY et FILNER, 1970), le maTs, la courge et 1'épinard (SCHRADER et
Coll., 1968), Thalassiosera pseudonana (AMY et GARRETT, 1974), le blé
(UPCROFT et DONE, 1974), le tournesol ( CHISHOLM et GALITZ, 1975) et

8 graminées (DUSKY et GALITZ, 1977). |

Par contre, chez les champignons, |'enzyme semble étre NAD P H
spécifique (ITO et SUZUKI, 1978 ; GARRETT et NASON, 1969 et DOWNEY, 1971),
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La possibilité d'accepter des électrons & partir de N A D H et de

N ADPH par 1'enzyme de Soja est |'objet de controverses. En effet, WELLS
et HAGEMAN (1974) montrent que les extraits de soja et de maTs renferment
une phosphatase qui convertit NADPHen NADH (WELLS et HAGEMAN, 1970).
De ce fait, ils concluent que 1'enzyme est N A D H dépendante.
:JOLLY et Coll,, (1976) et CAMPBELL (1976a) séparent, chez le soja, la
NADH nitrate réductase et la N A D P H nitrate réductase, cette derniére
étant libre d'activité phosphatase. CAMPBELL (1976b) isoie du scutellum

de mals 2 nitrate réductases, |'une ayant son maximum d'activité avec
NADPHet I'autre avec N A D H. Ces deux enzymes, nommées N A D H :
nltrate oxydoréductase (E.C.1.6.6.1.) et N A D (P) H : nitrate oxydoréducta-
se (E.C.1.6.6.2.) sont partiel lement séparées chez des plantules de riz
(SHEN et Cofl,, 1976)., La 2e enzyme, qui utilise directement N A D P H, peut
étre induite par le chloramphénicol (SHEN, 1972 ; SHEN et Coll., 1976). Chez
['épinard et le maTs, PANEQUE et LOSADA (1966), SCHRADER et Coll. (1968)
n'obtiennent l'activité nitrate réductase avec N A D P H que si F M N et

N A D P réductase sont ajoutés au millieu d'incubation.

Enfin, chez les algues Dunaliella tertiolecta (LE CLAIRE et GRANT,
1972) et parva (HEIMER , 1976), Ankistrodesmus braunii (AHMED et SPILLER,
1976) et Chlorella variegata (HIPKIN et Coil., 1979) NADH et NADP H sont

tous deux effectifs.

2) lLes autres donneurs d'électrons

F MN H2 et, dans certains cas, F A D H2 sont des donneurs d'élec-
trons pour l'enzyme extraite des plantes supérieures (PANEQUE et Coll., 1965 ;
SCHRADER et Coll., 1968 ; WRAY et FILNER, 1970 ; OJ! et IZAWA, 19693;

KLEPPER et HAGEMAN, 1969 ; JOLLY et Coll., 1976 et CAMPBELL, 1976a).De méme,
F A D H, peut fournir des électrons 3 |'enzyme de Neurospora (GARRETT

et NASON, 1969) et F M N H2 a celle de Chlorella (ZUMFT et Coll., 1969).

Les activités nitrate réductase, en présence de méthy! viologéne
ou de benzy! viologéne réduits sont mesurées chez les plantes supérieures
(HAGEMAN et Coll., 1962 ; OJI et IZAWA, 1969a; SCHRADER et Coll., 1968 ;
PANEQUE et Coll., 1965 ; JOLLY et Coll., 1976 et CAMPBELL, 1976a) les
champignons (GARRETT et NASON, 1967 et 1969 ; DOWNEY, 1971) et les algues
(ZUMFT et Coll., 1969 ; AMY et GARETT, 1974 ; AHMED et SPILLER, 1976 ;

ITO et SUZUK!, 1978 ; HIPKIN et Coll., 1979).



Chez |'orge, deux systémes permettent de métaboliser les nitrates
dans des extraits de racines : un composant soluble utilisant N A D H (COUPE
et Coll., 1967 ; MIFLIN, 1967) et une fraction particulaire utilisant le
succinate ptus facilement que te N A D H (MIFLIN, 1967). Une réduction des
nitrates ;Timulée par le succinate, dans des fractions particulaires de
différents organes de tomate, est aussi signalée (SANDERSON et COCKING,
1964b) .,

Toutes ces informations peuvent étre réunies dans un schéma général
du mécanisme de réduction des nitrates ot figurent donneurs, accepteurs et
transporteurs d'électrons. De tels schémas sont reproduits dans le paragraphe

suivant,

E) FONCTIONS, MODELES STRUCTURAUX et MECANISME D'ACTION DE LA
NITRATE REDUCTASE

1) Chez les champignons :

Depuis les premiers travaux de NASON et EVANS (1953), 1'enzyme
de Neurospora crassa a été |'objet de nombreuses études. SORGER (1965) émet

Llhypothése que celle~ci est un agrégat de deux polypeptides, L'un transporte
des électrons & partir du TP NH au F A D et de 13, au cytochrome C ; |'autre
accepte des électrons du F A D réduit du ler polypeptide, les transmet au
molybdéne, puis au nitrate. Ultérieurement, GARRETT et NASON (1967) montrent
t'association d'un cytochrome de type b @ 1'enzyme. Ainsi 1a N A D P H nitrate
réductase de Neurospora (E C 1.6.6.2.) est caractérisée comme une sulfo-

mo lybdof lavoprotéine soluble, contenant le cytochrome b 90 de poids molécu-

laire de !'ordre de 230 000. Elle présente 4 types d'aci?vifé d'ailleurs
associées les unes aux autres ; celle de la N A D P H nitrate réductase,

qui représente |'activité enzymatique giobale (N A D P H --B-NOB') et semble
étre physiologiquement la plus importante. Les 3 autres correspondent 3 des
malllons différents de la chaine de transport des électrons en présence de
donneurs et d'accepteurs naturels ou artificiels, ce sont : |'activité

N ADPH - cytochrome C réductase F A D dépendante (N A D P H =--»cyto. C) ;

I'activité (F'A D H,) nitrate réductase (F A D H,~-> N03’> et |'activité



méthyl viologéne réduit (M V H) nitrate réductase (M V H -=>NO, ™).
(GARRETTet NASON, 1967 et 1969). Le diagramme suivant représente le trans-

fert des électrons lors de la réduction des nitrates par |'enzyme de

Neurosgora.

cyto C FADH MV H No®
. Y ¢' 2 —_— l
NADPH —=—> F A D == cyto' bo==>molybdéne -
557 NO,,

Le groupement fonctionnel majeur de |‘'enzyme de Aspergillus

nidulans est une flavoprotéine. L'enzyme purifiée, d'un poids moléculaire
de 197 000, n'a pas la structure de type cytochrome qui a peut-étre été

perdue au cours des procédés de purification (DOWNEY, 1971).

2) Chez les alques

Chez les algues, l'exemple le plus étudié est celui de Chloreilla.

L'enzyme, hautement purifiée de Chlorella fusca, est décrite comme une

protéine d'un poids moléculaire de 500 000 qui posséde deux activités
enzymatiques : une diaphorase N A D.H spécifique et la nitrate réductase
proprement dite (ZUMFT et Co!l,, 1969), Comme pour Neurospora, la présence
d'un cytochrome est mise en évidence au niveau de |'enzyme de Chlorella
pyrenoidosa (VENNESLAND et JETSCHMANN, 1971). Ce cytochrome est de type b

chez la chlorelle "Berlin strain". L'enzyme, comme les autres nitrate réduc-
tases, révéle les deux activités signalées : cytochrome ¢ réductase (diaphora-
se) et nitrate réductase probremenT dite (SOLOMONSON et VENNESLAND, 1972).

Les résultats de |'analyse des groupements prosthétiques de la nitrate réduc-

tase de Chlorella vulgaris, suggérent que |'enzyme native contient un minimum

de deux molécules de chacun des éléments : F A D et molybdéne. De plus, celle-
ci est composée d'au moins trois sous—unités (SOLOMONSON et Cotl., 1975) et
posséde un poids moléculaire de 356 000, || est & noter que les poids molé-
culaires dans le genre Chlorella et en général dans les algues sont trés
élevés par rapport & ceux signalés chez les champignons ou les plantes

supérieures. Ainsi, |'enzyme purifiée de Dunaliella tertiolecta, est une

molybdof lavoprotéinesoluble, de poids moléculaire supérieur & 500 000 qui
est capable de fonctionner comme cytochrome ¢ réductase (LE CLAIRE et
GRANT, 1872). Celle de la diatomée Thalassiosira pseudonana, posséde un




poids moléculaire de 330 000 et fonctionne comme N ADH, FAD H2 et MV H
nitrate réductases et N A D H cytochrome ¢ réductase (AMY etGARRETT, 1974).
Chez Ankistrodesmus braunii, le poids moléculaire du compl!exe enzymatique
est de 475 000 (AHMED et SPILLER, 1976). BAREA et Coll., (1976) proposent

le schéma suivant du mécanisme de réduction des nitrates chez Chlamydomonas

' Cyt g FeCy
NADH
e/

NOE
R O
FMN HZ,MVH
. Nbanasc l N 0-2

reinhardii .

NAD*

Fd red.
:Fd ox.
quRase

NH;
Schéma de La nEduction enzymatique des nitrates en ammonium chez Chlamydo-

" monas {selon J.L. BAREA et Coll., 1975).

NO3 Rase = nitrhate néductase - Noz Rase = nitrnite néductase
Fd = Ferredoxine.

=3

3) Chez les plantes supérieures

PANEQUE et Coll. (1965) montrent chez |'épinard que la N AD (P) H
nitrate oxydoréductase (EC 1.6.6.2.) est en fait un mélange de deux protéines
différentes ; N-A D P réductase et nitrate réductase proprement dite, cette
derniére étant classée comme F M N H2 (FAD H2) nitrate oxydoréductase
(une molybdoprotéine).

SCHRADER et Coll. (1968) suggérent que |'enzyme, extraite de
feuilles de maTs, de courge et d'épinard, est probablement composée de sous-
unités capables d'utiliser aussi bien N ADHaque FMN H;, . Les auteurs
pensent que la nitrate réductase, chez les plantes supérieures, doit étre
désignée :N A D H : nitrate réductase (E.C. 1.6.6.1). De méme, ils

proposent le schéma suivant représentant la nitrate réductase et les échanges
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s

d'électrons & partir du N A D H.

‘:ngH .
NADP N02$204 {ete)

reductase

nap----HS NOL
NAD NO,
2,6 dichioroshenol
/—\\ indolephenol
Benzyl ox
Vidlogen

< Représentation schématique de La néduction de nitrates par La nitrate néduc-
Ztase selon L.E. SCHRADER et CoLl., 1968. On montre Le §lux d'électrons a par-
i du NADH ef du NADPH. Le FMN sent d'intemédiaire entre Le NADPH ou Les
néducteuns chimiques et Le FAD. A

t L'enzyme, issue des feuillés de féve, se présente comme deux sous-
unités étroitement liées : diaphorase N A D H spécifique et F M N H2 :
nitrate réductase. La diaphorase peut former |'enzyme sulfhydrylée qui
stinterposerait dans le transfert d'électrons entre N A D H et nitrate
(OJ1 et {ZAWA, 19693). Le nitrate induit les activités N A D H : nitrate
réductase, F M N Hy ¢ nitrate réductase et N A D H : cyftochrome c réductase
chez |'orge (WRAY et FILNER, 1970), En fait, ces trois activités seraient
celles d'un méme complexe enzymatique comprenant deux composants de diffé-
rentes stabilités et mesurables comme N A D H : cytochrome ¢ réductase et
FMN H2 : nitrate réductase ; la réaction générale du complexe permettrait

la réduction des nitrates en nitrites avec N A D H comme donneur d'électrons.
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€yt. cox. FMNH
NADH SH S
WO -
Heat- sensitive
tabile {Mol
Heat-stable
NAD* Anor-
A 4 ‘L
Cyt. €eed. FMN

Strueture du complexe enzymatique selon J.L. WRAY et P. FILNER, 1970.

Ce complexe senait formé d'au moins deux composis ayant des stabilitis
difgerentes. L'un = NADH cytochiome ¢ riductase, £'autre = FMNH, - nitrate
néductase. La néaction globale a poun résultat La réduction des nitrates
avec NADH comme donneur d'électrons.

Le compiexe enzymatique, chez le mats, de poids motéculaire 270 0CO
fonctionne comme N ADH, FM N!{Zviologénes réduits nitrate réductases,
N A D H ferricyanide réductase et N A D H diaphorase (ROUSTAN et Coll., 1974).
JOLLY et Coll. (1976) ont pu isoler, des feuilles de soja, les N AD P H et
N.A:-D-H nitrate réductases de poids moléculaire 220 000 et 330 000 respective-
ment. Toutes deux présentent une activité cytochrome c réductase.

Plus récemment, NOTTON et Coll. (1977) signalent chez |'épinard
la présence d'un cytochrome de type b qui s'engage dans la réduction des nitra-
tes avec N A D H.,

Selon HEWITT (1975), nous retiendrons que chez les eucaryotes, toute

nitrate réductase présente trois fonctions :

a) une réduction des nitrates N A D (P) H dépendante
b) une N A'D (P} H déhydrogénase avec cytochrome ¢, DC P | P,

ferricyanure ou sels de tétrazolium comme accepteurs

c) une activité nitrate réductase avec méthyl-viologéne réduit ,
benzyl viologéne réduit , F M N H2, FAD Hz et rarement ferredoxine comme

donneurs d'électrons.
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¥ CAMPBELL et SMARRELLI (1978) ont étudié le mécanisme de cinétique
enzymatique de la nitrate réductase des plantes supérieures. lls proposent
ainsi un mécanisme "ping pong" dans leque! la nitrate réductase réduite
transferrerait les électrons & partir du site N A D H au site nitrate selon

le schéma suivant :

. FING PONG RANDOM
ol

s Z - ]'___ [ L s .
(e 5] () i

s I Ny

3 - N“&‘% P a't e
[~ [ ] =% g%
' - & s w
HYBRID RANDOM PING PONG

Modele cinétique proposé par W.H. CAMPBELL et J. Jn. SMARRELLI, 1978
pour expliquer la néduction des nitrates.

Des nombreux exemples tirés de la littérature, BUTZ et JACKSON (1977)
proposent qu'une nitrate réductase membranaire formée de 4 monoméres disposé¢s
en tétraédre assurerait le transport des ions nitrates. La réduction et le
transport seraient accomplis par le méme complexe enzymatique. Une A T Pase
serait associée & |'enzyme tétramérique. Le tétramére serait apparemment orien-
té de telle fagon qu'un. monomére serait dirigé vers |'extérieur du plasmalem-

me tandis que les 3 autres seraient situés du co6té cytoplasmique.

Cette orientation permettrait le mécanisme réactionnel ol le trans-.
port et la réduction d'un ion nitrate serait accompagné par le transport

de 2 ions nitrates suppiémentaires.
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Nitrote
reductose

Nitrote
reductase
monomer

Nitrate
reguctose
monomer

Adenylate binding site on ATPose

NADH binding site on nitrate
reductase

Nitrete binding site on nitrote
reductase

Reprisentation schématique du complexe tetramérique nitrate-réductase -
ATPase situé verns La gace interne (cox€ cytoplasmique) de La cellule, selon
R.G. BUTZ 2t W.A. JACKSON, 1977.

\l(

I1) ., PURIFICATION DE LA NITRATE REDUCTASE

les premiéres purifications de nitrate réductase ont été réalisées

N

par EVANS et NASON (1953) & partir du Soja et de Neurospora crassa.

Le procédé utilisé comprenant une adsorpfién sur gel phosphate de calcium

et des précipitations par le sulfate diammonium, n'a fourni que des prépara-
tions enzymatiques partiellement purifiées (environ 70 fois) avec des bas
rendements (de |'ordre de 10 %). L'introduction de nouvelles méthodes, telles
que la ge! filtration, la chromatographie sur hydroxylapatite ou sur D E A E
cellulose, la précipitation par les sulfates de protamine et de streptomycine
dans les procédés de purification n'ont permis que |'obtention de fractions
faiblement purifiées, avec des rendements toujours faibles. C'est ainsi que
I'enéyme fut purifiée 130 fois chez |'épinard (PANEQUE et Coll., 1965), 75 fois
chez le maTs (ROUSTAN et Coll., 1974), 3 fois chez le soja (JOLLY et Coll.,
1975), 487 fois chez Neurospora crassa (GARRETT et NASON, 1969), 250 fois chez
Aspergillus nidulans (DOWNEY, 1971), 30 fois chez Dunaliella tertiolecta

(LE CLAIRE et GRANT, 1972), 40 3 230 fois chez Chlorella pyrenoTdosa (SCHLOEMER
et GARRETT, 1973), 200 fois chez Thalassiosira pseudonana (AMY et GARRETT,
1974) et 30 fois chez Ankistrodesmus braunii (AHMED et SPILLER, 1976).
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la difficulté majeure & purifier |'enzyme semble provenir d'une
part de la nature trés instable de |'enzyme et de la difficulté de trouver
un procédé rapide et spécifique de purification (HAGEMAN et HUCKLESBY, 1971).
Le probiéme fut résolu grice aux applications de la chromatographie d'affinité.
En effet, de nombreuses enzymes qui possédent un site nucléotidique appelé
"dinucleotide fold" peuvent étre identifiées et isolées par passage sur bleu
dextran Sépharose (THOMPSON et Coll., 1975).

De méme, certaines enzymes 8 NADH, NADPet AT P se lient
au bleu dextran Sépharose et peuvent étre ensuite éluées spécifiquement par
de faibles concentrations de leurs coenzymes nucléotidiques (WILSON, 1976).
WILSON (1976) conclut que toutes fes "enzymes & nucléotides" réagissent avec

le bleu cibacron F.GA, identifié comme étant le chromophore du bleu dextran

3
(BOHME et Coll,, 1972 ; THOMPSON et Coll., 1976), ceci se produit probablement
du fait de la similitude de structure qui existe entre le chromophore et les

nucléotides.

Le complexe N A D H nitrate réductase de Chlorella vulgaris, déja
purifié 640 fois (SOLOMONSON et Coll., 1975) a pu ainsi étre purifié 930
fois avec un rendement de 60 % (SOLOMONSON, 1975). Dans ce cas, !'enzyme, liée

au bleu dextran sépharose, est éluée avec un gradient linéaire de 0 & 100 pM
de N A D H.

Empioyé comme seule étape de purification, le passage sur bleu dex-
tran sépharose ou sur bleu sépharose a permis de purifier 325 fois |'enzyme
a NAD(P) Hdu soje (CAMPBELL, 1976a),150 fois celle de la courge (CAMPBELL.
et SMARRELLI,1978) et 140 fois celle du scutel lum de maTs (CAMPBELL, 1978)
avec les rendenients respectifs de 81, 50 et 20 4.

Utilisé comme étape finale, il a permis de purifier 2600 fois |'enzy-
me d'épinard (NOTTON et Coll., 1977) ; 630 fois celle de maTs (CAMPBELL et
SMARRELLI,1978) ; 224 et 182 fois celles de Chlorella variegata (HIPKIN et
Coli., 1979).

Les enzymes extraites- .de Dunalie!la parva sont purifiées respective-
ment 145 fois et 110 fois par passages sur N A D H - sépharose (HEIMER et
Coll., 1976).
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f11) NITRATE REDUCTASE ET SYSTEME D“INDUCTION. INFLUENCE DU SUBSTRAT

A) NATURE INDUCTIBLE DE L'ENZYME

La nature inductible de la nitrate réductase fut mise en évidence,

par EVANS et NASON (1953), chez Neurospora crassa. En effet, ces auteurs

constatent la présence de |'enzyme dans du mycélium cultivé sur nitrates
ou niftrites mais non pas dans celui cultivé sur ammonium ou alanine,.

Des études similaires, chez le soja, n'ont toutefois pas abouti & la méme
conciusion (NASON et EVANS, 1953).

v Chez le chou-fleur, la nature de la source azotée détermine |'appe-
rition de I'activité enzymatique (CANDELA et Coll., 1957). Plus tard, AFRIDI
et HEWITT (1964) confirment la nature inductibie de |'enzyme. Cependant, la
notion d'induction enzymatique, employée ici, signifie que 1'augmentation
d'activité observée résulte de la réponse spécifique & un stimulus inducteur
tel que l'apport d'un substrat, d'un analogue ou encore d'un constituant

prosthétique, ceci n'impliquant pas forcément la synthése protéique.

~ L'apparition de |'activité ni+ra+e réductase, associée a la synthése
de |'enzyme in vivo, fut admise grdce & |'emploi d'inhibiteurs de la synthése
protéique. De nombreux chercheurs ont pu montrer que des inhibiteurs de la
transcription des mR N A telle la 6-néthy! purine et |'actinomycine D, ou de
la traduction des mR N A comme le chloramphénicol, la cycloheximide et la
puromycine, Inhibent aussi |'activité nitrate réductase chez différents végé-
taux (BEEVERS et Coll., 1965 ; SHEN, 1969 ; FERRARI et VARNER, 1969 ; SMITH
et THOMPSON, 1971a et b ; OAKS et Coll., 1972 ; SUBRAMANIAN et SORGER, 1972b ;
SLUITERS~-SCHOLTEN, 1973 ; BUCZEK, 1976 ; SASAKAWA et YAMAMOTO, 1977).

INGLE (1968) étudie les synthéses d'acides nucléiques et de protéines
durant |'induction de la nitrate réductase dans les cotylédons de radis. Ces
résultats suggérent |'éventuelle formation d'une protéine autre que |'enzyme
lors de la synthése protéique requise pour |'induction. I! pourrait s'agir
~d'un effecteur nécessaire & l'activité enzymatique. Seuls les travaux de
ZI1ELKE et FILNER (1971) prouvent de maniére probante que I'activité nitrate
réductase, décelée chez le tabac, représente bien |'activité d'une protéine

synthétisée de novo aprés |'addition des nitrates.

L'existence de mutants peut plaider en faveur de !'induction de la

synthése enzymafique.'Alnsi, I'induction de la nitrate réductase et de la
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T P N H cytochorme ¢ réductase ne survient, chez les mutants de Neurospora
crassa que, si ceux-ci sont cultivés en présence d'uracile, d'adénine, d'argi-
nine ou d'histidine qui constituent leurs exigences respectives. Ces résultats
indiquent que la synthése protéique est nécessaire pour !'induction des

deux enzymes (SORGER, 1965).

B) REGULATION PAR LES NITRATES

1) Influence du substrat

L'apparition de I'écfivifé de la nitrate réductase, aprés |'addition
de son substrat nitrate, a été confirmée chez les végétaux supérieurs (CHAMPIGNY
1963 ; WALLACE et PATE, 1965 ; HAGEMAN et FLESCHER, 1960 ; BEEVERS et Coll.,
1965 ; SHEN, 1969 ; JOY, 1969 ; BEHREND et MATELES, 1975 ; AMINDARI et Coil.,
1978).

~. Dans une suspension cellulaire de tabac, |'induction nécessite
une source exogéne de nitrates (HEIMER et FILNER, 1971 ; FERRARI et Coll.,
1973 ; FILNER, 1966). L'activité nitrate réductase chute rapidement lorsque
son substrat est retiré du milieu d'induction chez le maTs (ASLAM et OAKS,
1975 ; OAKS et Coll., 1972), chez le tabac (HEIMER et FILNER, 1971) et chez
-.Neurospora (SUBRAMANIAN -et SORGER, -1972a). -Toutes ces observations soulignent

le réle fondamental joué par les nitrates dans 1'induction enzymatique.

Il faut toutefois signaler |'induction enzymatique par le chioram-
phénicol chez des plantules de riz (SHEN, 1972 ; SHEN et Coll., 1976). L'enzyme,
ainsi Induite, utilise préférentiellement N A D P H comme donneur d'électrons.
Cependant, |'induction par'les nitrites a été aussi signalée (CHROBOCZEK-KELKER
et FILNER, 1971). Dans des racines isolées de pois incubées en présence de
nitrites, certains nitrites sont oxydés en nitrates qui sont responsables
de {'induction enzymatique (SAHULKA et LISA, 1978).

2) Nitrates et induction maximale

Si le nitrate est essentiel pour !'apparition de la nitrate réduc-
tase, sa concentration dans le milieu de culture est aussi un facteur déterminant
pour obtenir 1'induction maximale. Ainsi, le maximum d'induction est enregistré
avec 3 mM de nitrates chez Chlorella vulgaris (SMITH et THOMPSON, 1971b), 10 FM
chez des racines isolées d'orge (SMITH et THOMPSON, 1971a), 10 mM dans les
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pointes de racines de maTs (ASLAM et OAKS, 1975) et 100 mM chez des plantules
de concombre (BUCZEK, 1976). La formation de |'enzyme de Neurospora est

inhibée, par contre, avec des doses élevées de nitrates (KINSKY, 1961),

La forme, sous laquelle est fourni le nitrate, joue aussi un réle
important. KNO,
qu'une activité nitrate réductase plus élevées que Ca (NOS)Z chez dses plantules
d'orge (BLEVINS et Coll,, 1978a) et que NaNO3
de bié (BLEVINS et Coil., 1978b). Les auteurs meftent |'accent sur le rdle
critique tenu par les ions K" dans |'absorption et |le transport des nitrates,
ce qui a été déja précisé par BLEVINS et BARNETT (1975).

induit une absorption et une accumulation des nitrates, ainsi

dans les feuilles de plantules

3) Existence d'une période de latence

En général, il existe une période de latence entre I'induction
enzymatique et |'addition de nitrates dans le milieu de culture. Celle=ci
varie en durée selon les especes, Elle est de 45 minutes chez Neurospora
(KINSKY, 1961), 30 minutes chez le radis (BEEVERS et Col!., 1965), 6 heures
chez le tabac (FILNER, 1966), 8 minutes chez Aspergillus (COVE, 1966), 30
& 40 minutes chez le riz (SHEN, 1969), 30 & 60 minutes chez le maTs (OAKS
et Coll., 1972), 3 heures chez le soja (OAKS, 1974), et 48 heures chez
~Paults Scarlet Rose  (MOHANTY et FLETCHER, 1976).

4) Absorption et réduction des nitrates-compartimentation

intraceliulaire

Dans les suspensions cellulaires d'érable (YOUNG, 1973), de Paul's
Scarlet Rose (JONES et Coll,, 1976) et de soja (HAHLBROCK et Coll., 1974),
I'activité nitrate réductase et la consommation des nitrates évoluent en
parfaite corrélation, la chute de |'activité enzymatique coTncidant avec
| Yépuisement total des nitrates. Ces résultats indiquent I'existence d'une
relation directe entre |'absorption des nitrates et |'induction enzymatique.
NEYRA et HAGEMAN (1975) démontrent, avec des racines isolées de maTs, que
|'induction de |'enzyme est fonction du temps et qu'elle dépend de |'absorp-
tion des nitrates. Leurs résultats appuient le concept que le taux d'induction
est régulé par |'absorption des nitrates et que |'augmentation de |'absorption
entraine |'augmentation des taux d'induction. Il reste & savoir néanmoins
quelle relation existe entre nitrates absorbés, nitrates réduits et induction

enzymatique.
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Dans des tissus de radis et de mafs, |'induction de |'enzyme est
approximativement proportionnelle a la quantité de nitrates présente dans les
tissus (BEEVERS et Coli., 1965). Tous les nitrates absorbés par des racines
isolées d'orge ne sont pas réduits aprés différents temps d'incubation (SMITH
et THOMPSON, 1971a). Une partie d'entre-eux s'accumule & |'intérieur des
tissus. Aprés une période de latence de 25 minutes, |'activité nitrate réduc-
tase apparait, augmente rapidement, atteint son maximum aprés 3 heures et
demeure stationnaire chez Neurospora. SUBRAMANIAN et SORGER (1972a)estiment
que la phase stationnaire ne résulte pas de la perte d‘induc#%g% dans le
milieu de culture car l'addition suppliémentaire de nitrates durant cette
phase ne provoque pas d'augmentation d'aéfivifé. De méme, OAKS et Coll. (1972)
pensent que la chute d'activité nitrate réductase, dans les pointes de racines
de mals, n'est pas due a une limitation en nitrates car 70 ¢ de ceux-ci sub-
sistent encore dans le milieu de culture. Le transfert des racines dans un

milieu neuf ne modifie pas non plus la quantité d‘enzyhe.

Lorsque des celliules de tabac totalement induites et renfermant
beaucoup de nitrates, sont franferées sur un milieu dépourvu de nitrates,
I'activité nitrate réductase diminue, bien que le contenu interne en nitrates
soit foujours élevé. Ceux-ci sont progressivement assimilés, HEIMER et FILNER
(1871) interprétent ces résultats en considérant que la plupart des nitrates
accumuiés dans les cellules sont disponibies comme substrat pour |'enzyme
mais que seule, une faible quantité peut assurer la fonction d'inducteur.

En d'autres termes, il existerait deux "pools" 3: compartiments de nifrates
infracellulaires, l'un petit et de courte vie appelé "pool"inducteur, et
I'autre grand et de longue vie nommé"pool"substrat. Les nitrates du "pooi™
substrat ne peuvent combler le pool inducteur. FERRARI et Coll. (1973) re-
marquent que des cellules de Tabac,‘confenanf des nitrates et parfaitement
induites, cessent de produire des nitrites aprés une heure d'incubation

sous condition anaérobie. Cet arrét de production des nitrites n'est pas
attribué @ une inactivation du systéme réducteur des nitrates, ni méme

d la sortie des nitrates des cellules. Les auteurs proposent, comme HEIMER

et FILNER (1971), I'existence d'un petit "pool" métabolique et un grand "podl"
de stockage des nitrates & |'intérieur des cellules. La production des nitrites
s'arréte forsque le "pool'" métabolique est totalement dépourvu de nitrates.
FERRARI et Coll. (1973) généralisent, chez les plantes supérieures, cette

présence des deux "pools", dont les propriétés varient selon les espéces et
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leurs conditions physiolégiques propres. Le "pool" métabolique, accessible
au systeéme réducteur dans lequel le nitrate est converti en nitrite sous
conditions anaérobies, serait cytoplasmique tandis que le "pool" de stockage,

inacessible au systéme réducteur, serait vacuolaire.

Le dosage des nitrites, formés sous conditions anaérobies, permet
de mesurer le contenu du "poo!™ métabolique (ASLAM et OAKS, 1975), ASLAM
et OAKS (1976) mettent en évidence une relation {inéaire entre |'activité

nitrate réductase et le contenu du "pool"métabolique.

SAHULKA (1978) distingue en plus des deux "pools" précédemment
définis, un "pool" inducteur spécial chez les cellules des plantes. SAHULKA
et LISA (1978) proposent le diagramme suivant de la compartimentation

des nitrates chez des cellules de pois :

NOZefflux ' NOJ influx no;  JYiem

other, cells

storage
pool !

_ oxid. (vacuots) >
03" NO; reduc. NH
reduc. 3
induction
pool
nonenzymic ¢
destruction metabolic

pool

NOy
A.- Facteurs qui Linfluencent Le contenu en nitrates et nitnites de cellules

de nacines de pois exposés a des nitrites exogénes.
B.- Diaghamme hepnisentant Les compartiments cellufainres des nitrates dans
Les cellules de racines de pois.

Selon J. SAHULKA et L. LISA, 1975
5) Absorption et transport:des nitrates-perméases

Chez des plantules d'orge, |'absorption des nitrates se déroule
en deux phases : une phase initiale de latence et une phase accélérée

(RAO et RAINS, 1976). L'A T P ou d'autres intermédiaires & haut contenu

énergétique seraient ies sources d'énergie pour |'absorption des nitrates.
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Les deux phases de |'absorption sont observées avec des racines Isolées
de maTs (NEYRA et HAGEMAN, 1975), des plantules de maTs (JACKSON et Coll.,
1973), des cellules de tabac (HEIMER et FILNER, 1971), des plantules de riz
(SASAKAWA et YAMAMOTO, 1978). Le déroulement de la phase accélérée dépend
de la synthése protéique continue (JACKSON et Coll., 1973). L'hypothése que
la synthése d'une protéine spécifique transporteur des nitrates doit inter-
venir, est ainsi proposée sans foutefois écarter que 1'induction de la nitra-
te réductase soit nécessaire & cette phase. Cette hypothése est d'ailleurs
soutenue par NEYRA et HAGEMAN (1975), L'induction d'une perméase favorisant
I'entrée des nitrates, est révélée chez les cellules de tabac et d'érable,

chez les champignons Penicillium chrysogenum, Aspergillus nidulans, et

Neufospora crassa (pour références, voir HEWITT, 1975).

Selon BUTZ et JACKSON (1977), le méme complexe nitrate réductase assu-
rerait le transport et la réduction des nitrates. Le transport des nitrates,
des racines aux feuilles joue un rdle régulateur beaucoup plus grand que
la teneur en nitrates des feuilles, dans le contrdle de |'activité nitrate
réductase chez le maTs (SHANER et BOYER, 1976). L'assimilation des nitrates,
dans les feuilles de maTs, nécessite un apport continu de ceux-ci & travers
le xyléme (JACKSON et Coll., 1973 ; SHANER et BOYER, 1976). Ceci confirme
I'importance du transfert de la racine a la partie aérienne ol la réduction

des nitrates a lieu,

BEN ZIONI et Coll. (1970 ; 1971) ont congu unm mécanisme pour expliquer
comment la réduction des nitrates dans les plantules peut influencer |'absorp-
tion des nitrates par les racines. Lorsque la quantité de nitrates est réduite
dans la pousse, une quantité équivalente de malate est produite. Une partie
du malate synthétisé migre vers le systéme racinaire sous forme de malate de
potassium ; elle est ensuite oxydée en carbonate de potassium qui s'échange
avec les nitrates du milieu d'incubation. Ainsi, la réduction des nitrates

dans la pousse contrdle |'absorption par la racine.

IV) NITRATE REDUCTASE ET NUTRITION AZOTEE - REGULATION METABOLIQUE

A) ROLE DE L'ENZYME DANS LA NUTRITION AZOTEE

Il est admis, depuis les premiers travaux de EVANS et NASON (1953)
sur les plantes supérieures et NASON et EVANS (1953) sur Neurospora crassa,

que la nitrate réductase est la premiére enzyme qui intervient dans |'assimi-
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lation des nitrates et catalyse leur réduction en nitrites. L'enzyme responsa-
ble de la réduction ultérieure des nitrites, la nitrite réductase, a été
obtenue & partir de champignons, d'algues et de plantes supérieures (KESSLER,
1964)., Si les nitrites ont pu étre caractérisés in vivo dans la séquence

de la réduction des nitrates en ions ammonium, |'existence d'autres intermé-
dlaires est trés contestée (CRESSWELL et Coll., 1965 ; BEEVERS et HAGEMAN,
1969 ; KESSLER, 1964), notamment ['hydroxylamine. Selon les travaux évoqués
par SANDERSON et COCKING (1964a), les nitrates sont assimilés pour étre
transformés en ions ammonium (utilisation de composés marqués & |'azote

]SN). Les nifrates et {'ammonium ont le méme effet sur la production d'acides
aminés libres et de protéines. L'ammonium serait incorporé directement

a8 I'intérieur des substances organiques azotées par le glutamate et la
glutamine. La glutamate déhydrogénase est signalée étre une enzyme clé

dans !'incorporation de |'ammonium sous forme organique et sa distribution
aux autres acides aminés ferait intervenir des aminotransférases (JOY,

1969). La glutamine synthétase ou la glutamate déhydrogénase par 1'incor-
poration d'ammonium permettent la production de glutamine ou du glutamate
(MIFLIN et LEA, 1976).

B) REGULATION DE LA NITRATE REDUCTASE

1) Régulation par |'ammonium et autres substances azotées

o e —

a) ! ‘'ammonium

- o e -

Les données fournies par la littérature, se rapporf§nf 3 |'étude des effets

de 1'ammonium sur la formation et 1'activité de la nitrate réductase, apparais-
sent contradictoires. Chez les algues Chlorelia vulgaris (SMiTH et THOMPSON,
1971b), Chlorella fusca (LOSADA et Coll., 1970), Chlamydomonas reinhardi
(HERRERA et Coll., 1972) et Thalassiosira pseudonana (AMY et GARRETT, 1974)

{'ammonium réprime la formation de la nitrate réductase. Dans la plupart

des cas, il inactive |'enzyme préexistante induite par les nitrates. L'inac-
tivation est rendue réversible aprés le retrait de |'ammonium du milieu de
culture., LOSADA et Coll., (1970) concluent que |'ammonium est le répresseur
nutritionnel du systéme entier de la réduction des nitrates chez Chiorella
fusca. Celui-ci n'a toutefois aucun effet sur |'activité de la nitrate
réductase in vitro (SMITH et THOMPSON, 1971b ; AMY et GARRETT, 1574).
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Chez les champignons Neurospora crassa (KINSKY, 1961 ; SUBRAMANIAN
et SORGER, 1972a, SORGER et DAVIES, 1973 ; DANTZIG et Coll., 1978), Aspergil-
lus nidutans (COVE, 1966) et Rhodotorula glutinis (ITO et SUZUKI, 1978), il

réprime la synthése de 1'enzyme. Chez Neurospora crassa, |'enzyme compléte-

ment induite est rapidement inactivée en présence d'ammonium (SUBRAMAN{AN
et SORGER, 1972b).

Ainsi, si |'ammonium est & la fois un répresseur et un inactivateur
de I'enzyme chez les algues et les champignons, il en est tout autrement

chez les plantes supérieures ol le probléme demeure obscur.

L'ammonium ou un produit de son métabo!isme peut exercer un effet
direct sur la synthése de la nitrate réductase dans des racines isolées
d'Orge (SMITH et THOMPSON, 1971a)., Toutefois, !'inhibition observée n'est
que partielle. La répression de la formation de 1'enzyme est montrée chez
Lemna minor (JOY, 1969) et dans une suspension cellulaire de tabac (BEHREND
et MATELES, 1975)., L'induction enzymafique, dans une suspension cellulaire
de soja, est inhibée par une dose de 20 mM de sulfate d'ammonium alors que

celle-ci n'est pas retardée par une dose de 2 mM (OAKS, 1974).

Le phénoméne de "feedback" ou rétroinhibition par |'ammonium est signa-

16 par SHEN (1969) chez le riz., Par contre, dans des racines de maTs, |'ammo-

< nium ne-provoque-pas | 'inhibition'de I'induction de !'enzyme, et n'affecte

pas sa stabilité in vivo (OAKS et Coll., 1977). De méme, dans une suspension
cellulaire d'lpomoea, son apport & des cellules induites ne supprime pas la
synthése ultérieure de I'enzyme. La quantité de nitrate réductase détectée
dans des cellules cultivées en présence d'ammonium représente prés de 25 %
de celle des cellules induites au maximum (ZINK et VELIKY, 1977).

Dans les suspensions cellulaires de soja (BAYLEY et Coll., 1972},
de Paul's Scarlet Rose (MOHANTY et FLETCHER, 1976) et les apex des parties
aériennes du pois (SIHAG et Coll., 1978), |'activité nitrate réductase
est plus élevée en présence d'ammonium dans le milieu de culture. Selon
MOHANTY et FLETCHER (1976), ce composé stimulerait la synthése de |'enzyme.
Selon SIHAG et Coll. (1978}, il augmenterait 1‘'activité enzymatique en rédui-
sant la dégradation de |'enzyme et en améliorant sa stabilité in vivo. De
plus, ces auteurs suggérent qu'une ou des protéines induites par |'ammonium

Jjoueraient un réle de régulation dans le contrdle du contenu enzymatique.
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Selon SAHULKA (1977), il est possible d'obtenir les différents effets de
| 'ammonium dans les racines Isolées du pois en modifiant les conditions

expérimentales,

b) les_acides aminés, leurs_analogues_ et leurs_dérivés

Les.cellules de tabac, Eulfivées en présence d'hydrolysat de caséine
comme seule source d'azote, ne synthétisent pas la nitrate réductase.
L'alanine, !'asparagine, la glycine, la méthionine, !a proline, la thréonine,
la valine, |'aspartate, le glutemate, I'histidine et ia leucine sont des
répreéseurs de ls formation de i'‘'enzyme dans ces cellules., Par contre,
I'arginine et la lysine agissent comme dérépresseurs. La cystéine et
I'isoleucine sont également des dérépresseurs excepté en présence de
méthionine ou d'alanine (FILNER, 1966).

L'activité nitrate réductase, d'une suspension cellulaire de soja,
est plus importante lorsque la L-glutamine, la L-alanine ou la putrescine
sont présentes dans le milieu de culture (BAYLEY et Coll., 1972). Chez

Chiorella vulgaris, 1'urée, |'aspartate, le glutamate, la leucine, |'histidine,

I'arginine, la citrulline, |'ornithine et la lysine inhibent |'augmentation
d'activité enzymatique induite in vivo par les nitrates, alors que leurs effets
sont nuls sur l'activité enzymatique in vitro (SMITH et THOMPSON, 1971b).
Les auteurs pensent que les inhibitions dues & la leucine et & |thistidine
résultent d'eftfets secondaires sur la croissance. Celles provoquées par
{'urée, l'arginine et la citrulline proviennent de leur conversion en ammo-
nium, Un mélange d'acides aminés de composition voisine de celle de |'endos-
perme de mats, inhibe partiellement |'induction de la nitrate réductase
dans les racines. L'inhibition devient plus sévére lorsque la glutamine
et |'asparagine figurent dans ce mélange. OAKS et Coll. (1977) proposent
que tous ces acides aminés interviennent au niveau de |'une des phases des
procédés d'induction, c'est-a-dire sur |'absorption ou la distribution des
nitrates ou plus directement sur la synthése méme de |'enzyme, sans affecter
le "turnover"™ de |'enzyme.

Certains acides aminés, comme la Tﬁéonine, empéchent 1'activité enzyma-
tique alors que d'autres, dont |'arginine, abolissent 1'action inhibitrice
des précédents (BEHREND et MATELES, 1975). RADIN (1976) conclut que la régu-
lation de l'activité nitrate réductase, chez le coton, est un processus com-

plexe engageant des interactions entre acides aminés.
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La L canavanine , analogue de l'arginine, inhibe !'apparition de
la nitrate réductase dans des racines de mals. L'inhibition devient réver-
sible en présence d'arginine. ASLAM et Coll. (1978) considérent que la cana-
vanine s'incorpore dans la protéine enzymatique ce qui entraine la formation

d'une protéine inactive.

" 2) Régulation par la lumiére et les sources carbonées - Schémas

possibles de régulation métabolique

“ Des extraits de plantes maintenues & |'obscurité, renferment peu
de nifrate réductase. EVANS et NASON (1953) concluent qu'une teneur |imitée
de D P N réduit photosynthétiquement, diminue la réduction des nitrates.
HAGEMAN et FLESHER (1960) constatent que les extraits de plantes vertes
réduisent d'autant moins les nitrates qu'ils sont soumis 3 des périodes
d'obscurité prolongées. Les plant¢s de tomate, renferment des quantités
de nitrate réductase qui varient en fonction de I'éclairement regu (SANDERSON
et COCKING, 1964a). '
" L'induction de la nitrate réductase ne se produit pas & |'obscurité
dans des feuilles d'orge (ASLAM et Coll., 1973 ; ASLAM et Coll., 1976) et
dans des plantules de riz dont I'endosperme a été enlevé (SASAKAWA et
YAMAMOTO, 1977 ). Lle glucose ou le saccharose peuvent remplacer la lumiére.
Le glucose permet aussi |'induction de |'enzyme dans des feuilles épuisées
en sucres (ASLAM et Coll., 1973). L'addition au milieu d'essai in vivo
de glucose, de fructose 1-6 diphosphate ou de certains intermédiaires du
cycle de Krebs augmente visiblement |'activité enzymatique de feuilles de
soja placées pendant des périodes prolongées & |'obscurité et 3 température
&levée (NICHOLAS et Coll., 1976a).

L'induction de 1'enzyme est plus importante dans des racines isolées
du pois alimentées en saccharose (SAHULKA et LISA, 1978)., D'aprés ces résultats,
i1 apparait que la lumiére et les sucres ou les produits de léur métabolisme
~influent sur |'induction de la nitrate réductase. Comment s'exerce cette
action 7 Chez le radis et le maTs, la lumiére provoque !'induction enzymatique
indirectement en augmentant la perméabiiité des tissus, ce qui accroft |'absorp-
tion des nitrates (BEEVERS et Coll., 1965).
' Dans les feuilles de mats, la lumiére stimule le développement des
polyribosomes, en méme temps qu'elle augmente la nitrate réductase (TRAVIS
et Coll., 1970), ce qui suggére que la lumiére intervient en modifiant la

synthése protéique.
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/! TRAVIS et KEY (1971) confirment ce résultat et montrent que la lumiére active
aussi la synthése protéique dans les feuilles &gées. La lumiére peut modifier
I'induction de |'enzyme par |'intervention d'un phytochrome (JONES et SHEARD,
1975 ; JOHNSON, 1976). Outre ces effets plus ou moins directs sur la forma-
tion de 1'enzyme, la lumiére peut agir aussi'par la photosynthése conduisant
a la formation des sucres. Ces sucres et leurs dérivés métabol iques peuvent
ensuite contréler |'induction de {'enzyme dé différentes maniéres. Selon

fes suggestions de SASAKAWA et YAMAMOTO (1977) et de SAHULKA et LISA (1978)
ils peuvent fournir |'énergie pour la synthése protéique ou le transport
actif des nitrates dans les cellules, procurer des squelettes carbonés pour
la molécule enzymatique ou encore élaborer le pouvoir réducteur pour |'activité

enzymatique in vivo,

Des intermédiaires du cycle de Krebs ou du cycle glycolytique par la
formation de N A D H apporte |'énergie nécessaire & |'activité de la nitrate
réductase (NICHOLAS et Coll., 19762) . De méme, SASAKAWA et YAMAMOTO (1977)
suggérent que |'un des effets de la lumiére (ou du saccharose qui peut la
remplacer) est de fournir 1'énergie et le pouvoir réducteur par la photosyn-

thése.

Selon ASLAM et Coll. (1973) 1'un des principaux effets de la lumiére
serait |'apport de composés photosynthétiques favorisant la respiration,
puis les procédés d'induction.

Le role tenu par la photosynthése dans |'éiaboration du pouvoir réducteur
et de l'énergie est aussi proposé par BEEVERS et HAGEMAN (1969), TRAVIS et
Coll., (1970) et KLEPPER et Coll. (1971), Selon KLEPPER et Coll. (1971) les
sucres, migrant des chloroplastes vers le cytoplasme, pourraient étre la
source premiére d'énergie et |'oxydation du glycéraldéhyde -3- phosphate, la
source de N A D H in vivo. Selon NEYRA et HAGEMAN (1976), |'oxydation du
malate serait |'une des sources principales de N A D H pour la réduction des

nitrates, in situ, dans des feuilles de mafs. |ls proposent le schéma suivant

pour expliquer |'assimilation des nitrates dans les feuilles de maTs (NEYRA
et HAGEMAN, 1978)
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Assimilation des nitnates dans Les fewilles de mals selon C.A. NEYRA et
R.H. HAGEMAN, 1975,

_ La tumiére, 1'A T P et la respiration constituent ensemble un mécanisme
de régulation pour la réduction des nitrates en nitrites dans les feuilles

vertes (SAWHNEY et Coll., 1971a et b). La lumiére affecterait la réduction des
nitrates en augmentant |'A T P cytoplasmique par la deshydrogénation des

oo phosphates: .formés. dans. les chioroplastes durant. la photosynthése et transportés

dans le cytoplasme. L'adénylate ainsi formé dans le cytoplasme serait trans-
féré aux mitochondries. Dans ces conditions, le NAM D H devient disponible

pour la réduction des nitrates.

e ~ Dans les tissus ne réalisant pas la photosynthése, le fait que le
/ nitrate modifie la consommation d'oxygéne, laisse supposer que le métabolisme

“ respiratoire fournit les donneurs d'électrons pour la réduction des nitrates
(BEEVERS et HAGEMAN, 1969).

 -Le glucose peut &tre un facteur important dans le contrdle de la stabi-
1ité in vivo de |'enzyme ou de son taux de synthése, en modifiant la distribu-
tlon des nitrates & I'intérieur des fragments de racine de mals (ASLAM et
OAKS, 1975). ASLAM et Coll, (1976) proposent deux mécanismes intervenant dans la
régulation du "pool" métabolique des nitrates ; un transfert & partir du "poo!"
stockage qui requiert la lumiére et un transfert 3 partir du milieu extérieur ”
nécessitant la lumiére ou le glucose. |ls présentent le schéma suivant de la

distribution des nitrates dans les feuilles d'orge



"Pool" stockage "Pool" métabo!ique milieu extérieur
G- ™~ & NO ;-
> 2

1 : nécessite la lumiére ou le glucose

2 : nécessite la lumiére

SAHULKA et LISA (1978) indiquent que les sucres, en plus des nombreux effets
indirects qu'ils exercent sur !'induction de |'enzyme, peuvent aussi influencer

directement la synthése de la nitrate réductase comme cdnducteurs ou dérepres-

seurs de cette synthése.

3) Influence de la nutrition minérale

La déficience en calcium diminue {'activité de la nitrate réductase,
apparemment par répression de la synthése de |'enzyme due & |'‘'accumulation
- des.nitrites dans les planfules de bié. PAULSEN et HARPER (1968) indiquent
que le calcium intervient dans le transport des nitrites & 1'intérieur des
cellules et non sur |'induction ou t'activité des enzymes nitrate et nitrite
réductases.

OJ1 et 1ZAWA (1968b) montrent que les cations univalents sont activa-
teurs de la formation des nitrate et nitrite réductases chez le riz. K est
plus efficace que Na* ou Rb'.

De méme, PFLUGER et WIEDEMANN (1977) montrent que |'induction dé la
nitrate réductase par les nitrates, dépend de la présence de certains

cations, et que dans les conditions naturelles K est absolument nécessaire.
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MATERIEL ET. METHODES

1) LA SUSPENSION CELLULAIRE

'A) LE MATERIEL BIOLOGIQUE

La suspension cellulaire utilisée est celle de Silene alba (MILLER)
E.H.L. Krause, isolée par DUBOIS et BOURIQUET (1974), Elle est cultivée
dans des fioles d'atfaque & fond plat de 500 ml (DUBOIS, 1975) renfermant
200 ml de milieu. Ces fioles sont ensemencées par des cellules &gées de
14 jours a la concentration initiale de 15 mg/mi, puis placées, inclinées
& 45° sur un agitateur rotatif tournant & la vitesse de 70 tours/mn.
La suspension cellulaire est cultivée & la température de 25°C et en lumiére

continue (environ 500 lux).

Ces conditions ont été modifiées pour |'obtention du matériel

celiulaire en vue de la purification d'enzyme.

Environ 20 grammes de cellules sont alors ensemencées par fioles
de 1 titre renfermant 500 m|l de milieu. Ces fioles sont placées sur une

table d'agitation dans les conditions habituelles de lumiére et de température.

B) LE MILIEU NUTRITIF

Le milieu de base employé est celui préconisé par LESCURE (1969),

il contient les éléments suivants :

1) minéraux

. macroéléments : Ca (NO,),, 4 H0 & 290 mg/! ; KNO

3’2
" KCI : 65 mg/1 ; KH,PO, : 500 mg/1 ; Na
360 mg/|.

3 * 1960 mg/! ;

2 2HPO4, IZHZO : 97 mg/! ; Mg 504, 7H20 :

. microéléments : FeSO4, 7H20 : 2,80 mg/!t ; Na2 EDTA : 3,72 mg/l ;

H3803 : 1,5 mg/l MnSO4, 4H20 : 4,5 mg/l ; Zn 504, 7H20 : 1,5 mg/l ; Kl

0,75 mg/!.
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2) Organiques
. Saccharose : 20.103mg/|
. Substances de croissance : Thiamine, HCI (B]) 1 mg/! et acide

2,4 dichlorophénoxyacétique (2,4-D) img/l.

-

Le mitleu est ajusté & pH 5,8 et autoclavé 25 minutes & 120°C.

A

Dans certains cas, nous avons été amenés & modifier ce milieu de
base :
a) les nitrates ont été fournis uniquement sous forme de KNO

et le calcium est alors introduit sous forme de CaCl2 (BRASSART, 1976).

3

b) lorsque les nitrates ont été employés a des concentrations
inférieures a celles du milieu de base (KNOS), celui-ci a été rééquilibré
par un apport de KC| (BRASSART, 1976).

c) le milieu @ été parfois complété avec du molybdéne, sous

forme NazMoOQ, ZHZO.

C) MESURE DE LA CROISSANCE

1) Poids de matiére fratche (M F)

Les cellules sont pesées, aprés filtration sous vide de la suspension
sur un entonnoir Blichner garni d'un papier filtre. Le résultat est alors

exprimé en grammes pour |'ensembie de la suspension.

2) Poids de matiére séche (M S)

Il est déterminé aprés dessication dans une étuve & 100°C pendant
48 heures d'une partie aliquote de la suspension. La croissance est alors

exprimée en grammes de matiére séche pour |'ensemble de la culture.
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I'1) DOSAGE DE L'AZOTE NITRIQUE

On utilise la méthode au salicylate de sodium (RODIER, 1971) : les
nttrates donnent, en présence de salicylate de sodium, du paranitrosalicylate

de sodium, coloré en jaune et dosable par colorimétrie,

On établit 1a gamme étalon suivante :

dans une série de tubes, on introduit successivement .:

Témoin | ! [ v
solution étalon
d'azote nitrique 0 mi 1 2 5 10
(KNO3 a 0,05 g/1
HZO distiliée 10 9 8 5 0
correspondance en mg/|
d'azote nitrique 0 0,5 i 2,5 )
solution de salicylate .
de sodium & 0,5 % 1 1 1 1 1

On évapore Eq sec au bain marie, on laisse refroidir. Le résidu est
repris par 2 ml (HZSO4), aprés 10 minutes on ajoute 15 ml HZO distillée, puis
15 ml d'une solution d'hydroxyde de sodium et de tartrate double de sodium
et de potassium (400 g de KOH + 60 g de tartrate de Na' et de K' dans HZO
distillée gsp 1000 ml) qui développe la coloration jaune. On effectue les

lectures & 420 nm et on établit la courbe étalon.

Pour les échantillions, on introduit dans un tube 10 ml de milieu &
doser dilué au 1/400éme. On alcalinise faiblement avec la solution d'hydroxyde
de sodium, puis on ajoute 1 mi de solution de salicylate de sodium et on
poursuit comme précédemment. On effectue les lectures au photocolorimétre

et i'on se reporte 3 la courbe étalon,
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[11) EMPLOI DES INHIBITEURS

A) LA CYCLOHEXIMIDE

Est dissoute dans du milieu de culture dont le pH est ajusté 3
3 avec HCi, La solution est ainsi autoclavée (le pH 3 stabilise la cyclo-

heximide) & 120°C pendant 25 minutes. Elle est ajoutée aseptiquement aux

fioles lors de |'ensemencement des cel lules,

B) LA 6-METHYLPURINE

Est dissoute dans du milieu nutritif normal, autoclavée et ajoutée

aseptiquement aux fioles de cultures.

C) LE CHLORAMPHENICOL

Est inftroduit directement dans les fioles avant |'autoclavage.
Il est employé & I'obscurité, la lumiére pouvant occasionner sa dégradation
(HOXMARK et NORDBY, 1977).

] V) ESSAIS DE REINDUCTION

Nitrate, molybdéne sont apportés aseptiquement au cours de
la croissance de la suspension, & partir de solutions aqueuses préalabiement
autoclavées,

Les concentrations utilisées ont été : 250 y g/ pour le molybdéne ;
2195 mg/| pour le nitrate (soit 306 mg d'azote/!). !

v )*MESURE DE L'ACTIVITE NITRATE REDUCTASE IN VITRO

A) PREPARATION DE L'EXTRAIT BRUT ENZYMATIQUE

Aprés fllitration sous vide danc un entonnoir BUchner garni d'un

papiér filtre, les cellules sont recueillies puis rincées avec une solution de



saccharose & 2 %.

Pour les extractions, 2 grammes de cellules sont prélevés,
congelés dans de |'azote liquide et placés & -18°C jusqu'au moment de
['extraction., Une étude de l'effet de la congélation sur le matériel cel-
lulaire a'permis d'observer que |'enzyme ne perdait pas son activité aprés

plusieurs semaines de conservation au froid (-18°C).

Les cellules, a nouveau congelées dans de |'azote liquide, sont

broyées dans un mortier froid jusqu'ad obtention d'une poudre trés fine.

Le tampon d'extraction utilisé est celuil de HAGEMAN et FLESHER (1960)

légérement modifié., Sa composition est la suivante

- Tris (hydroxyméthy!) aminométhane : 0,1 M
- chlorure de cystéine : 0,001 M

Le pH final est ajusté & 7,5 avec HCI 2 N.
Le tampon froid est ajouté dans le tube a centrifugation contenant le broyat
cellulaire & raison de 2 ml par gramme de matiére fraiche. Apré&s décongélation,
i 'homogénat est maintenu 30 minutes au froid. || est ensuite centrifugé a

4°C pendant 20 minutes & x 19000 g. Le surnageant est utilisé immédiatement

“r:comme -source sbrute d'enzyme,

- B) MESURE DE L'ACTIVITE ENZYMATIQUE IN VITRO

Le principe de la mesure de |'activité nitrate réductase consiste
a doser fes nifrites formés aprés réduction des nitrates fournis au début

de la réaction enzymatique.

1) Avec N A D H comme donneur d'électrons

0,2 ml d'extrait brut enzymatique est ajouté au mélange d'incubation de
HAGEMAN et FLESHER (1960) légérement modifié qui comprend :

- 0,2 ml d'une solution KNOB 0,1 M (soit 20 pmoles)
= 1 m! d'un tampon K2H PO4/K H2P04, 0,1 M pH 7,5 (soit 100 pmoles)
- 0,3 ml d'une solution N A D H (1 mg/ml de tampon phosphate 0,1 M)

(soit 0,420 Pmo!e).



~. 0,05 ml de dithionite de sodium (Na,$,0,) (10 mg/m! d'une solution NaHCO

Aprés 30 minutes d'incubation & 30°C et & |'obscurité, la réaction
est bloquée par addition de 0,2 ml d'une solution molaire d'acétate de zing,
puis de 6,1 ml d'éthanol 95° distillé portant ainsi le volume final 3 8 ml.
Cette opération permet d'éliminer en partie la source d'erreur causée par
la réaction qui @ lieu entre N A D H et 1'un des réactifs de révélation des
nitrites (HEWITT et NICHOLAS,1964). Aprés centrifugation &8 x 1500 g durant
5 minufes; 2 ml du surnageant sont prélevés auxquels on ajoute successive-

vmenT 1 ml de suifanilamide & 0,2 % dans HC! 6 N et | ml de chlorhydrate
de N-(1-naph+ylyé+hyléne—diamine en s&lufion aqueuse (0,582 g/100 ml). Une
coloration rouge, dont |'intensité est proportionnelle & la quantité des
nitrites formés se développe. Aprés 30 minutes de stabilisation, la densité
optique est lue au photocolorimétre & 540 nm. La quantité de nitrites est
ensuite déterminée par comparaison avec une gamme étalon. Le contenu en
nitrites des extraits celiulaires, avant la réaction enzymatique, est calculé
sur un témoin de réaction ot N A D H est remplacé par 0,3 m! de tampon
phosphate 0,1 M, L'activité nitrate réductase est exprimée en pmoles de

nitrites formées par heure et par gramme de matiére frafche.

2} Avec F M N H., comme donneur d'électrons

Le milieu d'incubation reste le méme que précédemment, mais le
NADH est remplacé par 0,3 ml d'une solution F M N (1 mg/ml de tampon
phosphate 0,1 M). La réaction enzymatique est initiée par |'addition de
27274
0,095 M)(selon la méthode modifiée de PANEQUE et Coll., 1965), Le milieu
d'incubation est alors agité trés doucement pour permettre la réduction

3

du FMNenFMN H2 ce qui se traduit par une coloration jaune pdle. Aprés
30 minutes d'incubation & 30°C et & I'obscurité, le mélange est agité vigou-
reusement afin d'oxyder le F M N H2 restant en F M N qui stoppe alors la
réaction, La coloration obtenue est alors jaune franc. Le volume est ensuite
complété &8 2 ml avec HZO distillée. Aprés addition de 1 m! de chacun des
réactifs de révélation des nitrites, la densité optique est lue & 540 nm.

3) Avec méthy!l viologéne réduit comme donneur d'électrons

Le procédé est le méme que celui de 1'essal avec F M N H, si

ce n'est que ce dernier est remplacé par 0,1 ml d'une solution méthy! violo-
géne (12,8 mg/100 ml de tampon phosphate 0,1 M)(selon la méthode modifiée

de GARRETT et NASON, 1969). Le méthyl viologéne réduit donne une coloration

bleue tandis que sa forme oxydée est incolore.
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~\\{l ) MESURE DE LYACTIVITE ENZYMATIQUE IN VIVO

Le principe de la mesure de |'activité nitrate réductase in vivo,
consiste & doser les nitriftes formés aprés la réduction des nitrates par
les cellules Incubées sous conditions anaérobies (FERRARI et VARNER,1971 ;
JAWORSKL , 1971).40 mg de cellules, préalablement lavées et filtrées,

sont mises en suspension dans 2 mi du mélange d'incubation suivant :

- tampon phosphate K2H PO4/K H2P04 0,1t MpH 7,5 : 30 ml
~ solution K NO3 0,2 M : 50 ml
- n- propanol : 1 ml

Le mélange est ensuite traversé par un faible courant d'azote
pendant 30 secondes et le tube est bouché., Aprés 30 minutes d'incubation
a 30°C et & l'obscurité, la réaction est stoppée par passage du tube dans
un bain marie bouillant pendant 2 minutes. 1 ml de chacun des réactifs
de révélation des nitrifes est alors ajouté. Aprés décantation des cellules,
le surnageant est prélevé soigneusement pour la lecture au photocolorimétre
& 540 nm,

VI1 ) MODIFICATIONS APPORTEES LORS DE LA PURIFICATION D'ENZYME

Lors de la purification de i'enzyme, queiques modifications
ont été apportées au tampon d'extraction et aux mesures d'activité nitrate

réductase,

D'une part, le tampon d'extraction utilisé est un tampon phosphate
KZH PO4/K H2 PO4 0,1 M. Ceci nous a permis de maintenir une constance des
tampons phosphate au cours de la purification et d'éviter les variations
de pH du tampon tris parfois observées avec les changements de température
et les femps de conservation. La cystéine, qui a peu d'effet sur l'activité

enzymatique, a été supprimée,

D'autre part, le milieu d'incubation comprend 0,1 ml d'extrait
enzymatique, 1 m! de tampon phosphate 0,1 M pH 7,5, 0,2 ml d'une solution
KNO3 0,1 Met 0,1 ml d'une solution N A D H (1 mg/ml). La réaction est
arrétée aprés 15 minutes d'incubation par |'addition des réactifs de révé-

lation des nitriftes et les volumes sont ajustés & 4 ml avec H20 distillée.
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Ces derniéres modifications nous ont permis de détecter rapidement ['activité
enzymatique au cours des procédés de purification tout en réduisant la source

d'erreur causée par I'interférence du N A D H avec la coloration des nitrites.

VI11) DOSAGE DES PROTEINES

Le dosage des protéines des extraits enzymatiques est réalisé selon
la méthode de LOWRY (1951),

' X) MARQUAGE DES PROTEINES PAR LA LEUCINE 3 H

Aprés différents temps de culture, les cellules sont recueillies
et filtrées aseptiquement dans un entonnoir Biichner. Elle sont ensuite placées
dans un tube stérilisé renfermant 1,5 ml du milieu de culture dont elles
proviennent., On ajoute alors 0,5 m! d'une solution de Leucine 3H de telle
sorte que la radioactivité finale soit de 5 pCi/tube (2,5 p Curies/ml de
milieu). Les fubes sont placés sur un agitateur rotatif pendant 1 heure.
Les cellules sont ensuite recueillies selon la méthode habituelle et congelées

dans de |'azote liquide,

@ mesure dé ttincorporation de la lzaucine 3H par les cellules est
effectuée 3 partir d'extraits cellulaires obtenus dans les conditions de
I 'extraction de |'enzyme en absence de cystéine, Les comptages de radioactivité
sont effectués sur les fractions protéiques solubles et insolubles dans
I'acide trichloracétique @ 10 . Les mesures sont réalisées & |'aide d'un

compteur & scintilliation,

X ) COUPLAGE DU BLEU CIBACRON F.G A AU SEPHADEX G200

Le couplage du bleu Cibacron F3 G A au Séphadex G

200 est obtenu

- directement selon la méthode décrite par BOHME et Coll. (1972).

X! ) ANALYSES EN ELECTROPHORESE SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE

Les fraciions enzymatiques purifiées ont été analysées en électropho-
rése sur gel de polyacrylamide. La méthode utilisée est celle décrite par

INGLE (1968) légérement modifiée. Elle emploie des gels 8 5% d'acrylamide
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et un tampon (gel et cuve) Tris 0,05 M - Glycine 0,05 M pH 8,9. Aprés le déﬁ%¢
des échantillons, les gels sont parcourus par un courant de 1 m A/tube pendant
30 minutes puis de 2 mA/tube pendant toute la durée de !'électrophorése.
Lorsque le bleu de bromophénol atteint le bas du gel, le courant est coupé

et le gel est retiré du tube. Il est alors incubé dans les conditions de la
mesure de l'activité enzymatique avec N A D H (0,1 ml d'une solution &

1 mg/ml) ou avec méthyl viologéne réduit. Aprés 30 minutes d'incubation, le gel
est prélevé, lavé avec de |'eau distillée et placé dans un tube contenant les
réactifs de coloration des nitrites. Une coloration rose dans le gel révele

la position de |'enzyme.

Les fractions purifiées ont également été analysées en électropho-
rése sur gel de polyacrylamide &8 5 % en présence de S D S en vue d'une

détermination de poids moléculaires.

Les gels sont préparés dans un tampon Tris 0,375 M. HCI pH 8,8
contenant 0,1 % de S D S. Le tampon d'électrophorése a la composition sui-
vante : Tris 0,025 M, glycine 0,192 M pH 8,3 ; SD S 0,1 %.

Les tubes d'électrophorése ont une longueur de 7,6 cm pour un
diamétre de 0,5 cm. On réalise une préélectrophorése en appliquant 2 mA per
tube pendant 1 h 45, puis on effectue |'électrophorése dans ces mémes condi-
tions.

Puis les protéines sont colorées par le bleu de coomassie et
les gels décolorés dans un mélange eau-méthanol acide acétique. Les poids
moléculaires sont déterminés en comparant la distance de migration des bandes

~

2 celle des chaines polypeptidiques suivantes qui servent de témoins :

P galactosidase (133000 daltons) ; serum albumine (68000) catalase (60C00) ;
pyruvate kinase (57000) ovalbtumine (45000) pepsine (35000) ; trypsine (24000)
ribonucléase (13700). La précision de la méthode est de 5 & 10 % (WEBER et
OSBORN, 1969),
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RESULTATS ET DISCUSS!ION

1) QUELQUES CONDITIONS DE L'EXTRACTION ET DE L'INCUBATION DE LA NITRATE

REDUCTASE DE SILENE ALBA

Nous n'avons pas effectué une étude systématique et compléte pour

déterminer les conditions optimales d'extraction et d'incubation de |‘enzyme.

Pour choisir le tampon d'extraction et son pH, nous nous sommes
référé aux nombreux travaux sur |'enzyme, Dans la plupart des cas, le tampon
employé est soit le tris (hydroxyméfhy!—aminomé#%hne) 0,1 M, soit le phosphate
0,1 M dont le pH est le plus souvent ajusté & 7,5. Pour notre part, nous avons
utitisé te tampon tris 0,1 M ajusté & pH 7,5 avec HC! pour toutes les é&tudes
autres que celles concernant la purification de |'enzyme, Dans ce dernier cas,
nous avons employé le tampon phosphate 0,1 M 3 pH 7,5 pour les raisons

indiquées au chapitre des méthodes.

De méme, en se référant aux travaux antérieurs, le tampon d'incube-
tion choisi est un tampon phosphate 0,1 M, Notre attention s'est plus spécia-
lement portée, d'une part, sur la nécessité d'inclure au tampon d'extraction
des agents protecteurs tels qu'un antioxydant & groupement thiol ou un .
chélateur des métaux lourds et, d'autre part, sur ia nature et les conditions
d'utilisation des donneurs d'électrons, le pH d'incubation et finalement
la stabilité de I'enzyme extraite et placée au froid (0°C).

A) INFLUENCE DE LA CYSTEINE

La cystéine, ajoutée au tampon d'extraction, exerce une action sur

I'activité enzymatique qui varie en fonction de sa concentration (Fig. 1).

En effet, employée a IO_ZM et 10-1M, elle inhibe l'activité nitrate réductase,

I'inhibition étant plus importante 3 10-1M.

3

Llorsqu'elle est présente & 10 "M, dose exergant généralement une

protection optimale, elie ne modifie que frés faiblement I'activité enzymatique.

Pour cette raison, nous |'avons conservée a cette dose dans notre milieu

d'extraction.
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Ces observations indiquent cependant qu'en absence de cystéine
exogéne, l'enzyme de Siléne est suffisamment protégée dans les extraits bruts
contre |'oxydation des groupements thiols. L'emploi de la cystéine comme
protecteur de 1'enzyme, dépend trés souvent de |'espéce étudiée. Ainsi,
SANDERSON et COCKING (1964a) consTaTé"aue celle-ci employée a !O-SM, stimule
fortement l'activité nitrate réductase chez la tomate. Il en est de méme
chez six espéces de graminées pour des doses supérieures'é 5 mM (DUSKY™ "
et GALITZ, 1977)., L'activité enzymatique est 12 fois plus élevée Lorsque
I'enzyme des feuilles du maTs est extraite en présence de 7,5 mM de cystéine
(ROBIN, 1979), Toutefois, la cystéine, utilisée & 10-3M, est particuliérement
inhibitrice de !'enzyme extraite du pois (JONES et SHEARD, 1973 ; WALLACE
et PATE, 1965).

B) INFLUENCE DE L'E'D T A (éthyl&ne diamine tétracétique)

On emploie souvent L'E D'T A pour empécher |'inactivation de-l‘enzy-
me par les métaux lourds, Lorsque l'enzyme de Siténe est extraite en présence "
de 3mM d'E DT A, son activité.est fortement inhibée, Les résultats de - -
la figure 2 indiquent que I'E D T A inactive |'enzyme méme & trés faible
concentration (IO-4M). L'effet inhibiteur est toujours observé lorsque I'E D T A
est festé & 1 mM en présence de molybdéne (100 PM)’ Ceci peut exclure
une action possible du chélateur sur le métal deI'enzyme. Pour-ces ralsorns, = -

I'ED T A ne figure pas dans la composition de notre milieu d'extraction.

Nous ne pouvons pas actuellement expliquer cet effet inhibiteur
de I'E D T A, Toutefois, une des hypothéses possibles serait que les extraits
de Siléne renferment un inhibiteur de nature inconnue dont la stabilité serait-

augmentée en présence d'E D T A.

C) NATURE ET CONDITIONS D'UTILISATION DES DONNEURS D'ELECTRONS

1) Le NADH

Les activités enzymatiques, mesurées in vitro, avec différentes
concentrations de N A D H sont comparées lorsque les réactions enzymatiques
sont arrétées ou non,par une précipitation 3 |'acétate de zinc molaire selon
la méthode proposée par SANDERSON et COCKING (1964a) (fig. 3). Les résultats
obtenus montrent que le N A D H interfére fortement avec la coloration des
nitrites comme !'ont signalé HEWITT et NICHOLAS (1964). Cette interférence
devient stable pour des volumes supérieurs & 0,3 ml d'une solution de N A DH

a8 1 mg/mt.
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Nous avons donc adopté la méthode de précipitation par |'acétate
de zinc.-éthanol pour mesurer |'activité enzymatique avec N A D H dont |a

concentration a été fixée a 0,3 ml d'une solution & 1 mg/ml (soit 0,420 pmoles).

2) le NADPH

Llorsque le N A D H est remplacé par une quantité équivalente de
N ADPH, les activités nitrate réductase obtenues représentent entre 9
3 20 % de celles mesurées avec N A D H (POULLE, 1977).

3) le FMN H2

La mesure de l'activité enzymaffque avec F M N H2 est réalisée
avec différentes doses de F M N en conditions aérobies (PANEQUE et Coll.,1965)
et anaérobies (WRAY et FILNER, 1970).

L'anaérobiose est créée soit par le passage d'un faible courant
d'azote dans !e milieu réactionnel avant i'addition du dithionite (fig. 4a),
soit par le déroulement de la réaction enzymatique sous vide (fig. 4b).

L'activité enzymatique avec F M N H, est maximale en conditionsaérobies et en

2
présence de 0,3 ml d'une solution de F M N & 1 mg/ml (soit 0,528 pmoles).

4) Le méthy!l viologéne réduit

En présence de méthyl viologéne réduit, la réaction enzymatique
se déroule en conditions anaérobies par passage d'un faible courant d'azote
dans le milieu d'incubation avant |'addition du dithionite puis en bouchant
fe tube ol 2 lieu la réaction., L'activité enzymatique est alors maximale avec
0,1 ml d'une solution de méthy! viologéne & 12,8 mg/100 m! (soit 0,0S Fmoles).
La variabilité des résultats obtenus en fonction de la dose de méthyl violo-
géne (fig. 5) est probablement due & une oxydation rapide du méthy! viologéne.
Celle-ci peut résulter soit de mauvaises conditions d'anaérobiose, soit de
la présence d'une nitrite réductase active qui réduit les nitrites ainsi
formés étant donné que les conditions de la réaction ressemblent & celles
définies par WRAY et FILNER (1970) pour |'essai de la nitrite réductase de

I'orge.

5) Conclusion
Par sa capacité d'utilisation du N ADH, du FMN H2 et du méthyl

viologéne rédult comme donneurs d'électrons, |'enzyme de Siléne s'apparente
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3 celle de nombreux végétaux supérieurs. En accord avec SCHRADER et Coll.(1653),
| 'enzyme de Siléne est considérée comme N A D H nitrate réductase (E.C.
1.6.6,1.).

Les faibles activités enzymatiques obtenues avec N A D P H comme
donneur- d'électrons suggérent que |'enzyme de Siléne est N A D H spécifique
comme !e sont d'ailleurs la plupart de celles des plantes supérieures., Nous
avons donc conservé comme test majeur de mesure de |'activité nitrate réduc-

tase in vitro celui effectué en présence de N A D H,

La difficulté d'obtenir des résultats homogénes avec |'emploi
du méthy!l viologéne fait que nous |'avons uniquement éprouvé sur des prépara-

tions d'enzyme purifiée.

D) DETERMINATION DU pH OPTIMAL D' INCUBATION

L'enzyme de Silene alba présente une activité maximale, avec
N A D H comme donneur d'électrons, lorsque le tampon d'incubation est ajusté
a un pH de 7,5 (fig. 6). Cette valeur de pH est souvent optimale pour |'acti-
vité de la nitrate réductase de nombreuses espéces végétales. Lorsque le
pH est inférieur ou égal a 5,5, l'addition de .l'extrait enzymatique provogue
un trouble résultant de la précipitation d'un certain nombre de protéines.

Dans ce cas, l'activité enzymatique est nulle.

E) STABILITE DE L'ENZYME

L'enzyme de Siléne, extraite dans les conditions précédemment
définies, se révéle étre extrémement instable lorsque celle-ci est conservée
a 0°C “(fig. 7). En effet, !'activité enzymatique devient trés faible aprés
6 heures de conservation au froid. Une étude similaire a pu montrer que la
perte d'activité était considérable seulement aprés 2 heures de conservation

3 0°C (environ 80 %). Nous avons donc é+é amenésd mesurer les activités -

enzymatiques immédiatement aprés |'extraction de |'enzyme,
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{1) CROISSANCE DE LA SUSPENSION CELLULAIRE ET ACTIVITE NITRATE REDUCTASE

A) VARIATIONS DE L'ACTIVITE NITRATE REDUCTASE AU COURS DU CYCLE
DE CROISSANCE DE LA SUSPENSION CELLULAIRE

La croissance de la suspension cellulaire du Silene alba a été
bien éfudiée (DUBOIS et BOURIQUET, 1974 ; DUBOIS, 1975 ; DUBOIS et Coll., 1976).
Elie passe successivement par quatre phases principales : latence, croissance
exponentielle puis ralentie et déclin., L'évolution de l'activité nitrate
réductase a été suivie durant les quatorze premiers jours de la culture,

. . o\ rd - - rd rd
ce qui correspond aux trois premieres phases définies précédemment.

L'activité enzymatique,mesurée in vitro avec N A D H comme donneur
d'électrons, apparait rapidement aprés le transfert des cellules &gées de
14 jours dans un milieu neuf (fig. 8), Elle atteint généralement son maximum
aprés 48 heures de culture puis décroit fortement jusqu'au 8&me jour ol elle

devient alors trés faible.

La figure 9 présente les variations de |‘'activité nitrate réductase
durant les 6 premiers jours de culture lorsque cellies-ci sont mesurées, d'une
part, in vivo ef,'d'aufre part, in vifro'avec NADHet FMN Hz comme donneurs
d'électrons., Les résultats obtenus montrent, quel que soit le principe de
mesure de {'activité enzymatique, que la réduction des nitrates s'effectue

surtout pendant la phase exponentielle de la croissance des celliules.

Ceci est égaleménf observé chez des suspensions cellulaires de
tabac (CHROBOCZEK-KELKER et FILNER, 1971 ; BEHREND et MATELES, .1975), de
soja (HAHLBROCK et Coll,, 1974 ; OAKS, 1974), de tomate (BEHREND et MATELES,
1975), de riz (YAMAYA et OHIRA, 1976) et de Paul's Scarlet Rose (JONES
et Coli., 1976 ).

Mesurée in vivo, |'activité enzymatique est toujours plus élevée
que celle mesurée in vitro avec NADHet FMN H2' ces deux derniéres étant

sensiblement voisines.

B) EXISTENCE D'UNE PERIODE DE LATENCE

Aprés le transfert des cellules dans un milieu neuf, il existe

une période de latence d'une durée de 6 & 9 heures selon le procédé de mesure
(fig. 10). Les différences de durée constatées entre l'essai in vivo et l'essai
in vitro peuvent résulter des différentes sensibilités des deux procédés de

mesure utilisés,
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" C) DISCUSSION

Les résultats obtenus montrent gque le transfert des cellules (ou
repiquage) dans un milieu neuf provoque une brusque élévation de |'activité
nitrate réductase trés t6t aprés la mise en culture des cellules, Cet événe-
ment précoce suggére que I'enzyme est soit synthétisée, soit activée lors
dﬁ fransfer+ des cellules. L'évolution de 1'activité enzymatique chez
Silene alba se rapproche de celle du soja (0AKS,1974) et du riz (YAMAYA et
OHIRA, 1976) par le fait que le maximum d'activité est atteint dans les
3 premiers jours, Par contre, elle différe de celle du tabac (FILNER, 1966 ;
BEHREND et MATELES, 1975) et de Paul's Scarlet Rose (JONES et Coll., 1976)

ol I'optimum de l'activité apparait plus tardivement aprés le transfert des
cellules, La période de latence de 6 & 9 heures chez Silene alba, coTncide
assez bien avec celle de 3 heures chez le soja (OAKS, 1974), d'une heure chez
la tomate (BEHREND et MATELES, 1975), de 6 heures chez le tabac (FILNER,1966)
et de moins d'une heure chez le riz (YAMAYA et OHIRA, 1976). Par contre,

chez Paul's Scariet Rose, celle-ci dure environ 24 heures (MOHANTY et FLETCHER,
1976). Mesurée in vivo, |'activité enzymatique chez Silene alba apparait
toujours blus élevée que celle mesurée in vitro. Il en est de méme chez
Paul's Scarlet Rose (JONES et Coll., 1976, 1978). Ce n'est pas le cas dans
les feuilles de soja (NICHOLAS et Col!., 1976a) et des plantules de blé
(BRUNETT! et HAGEMAN, 1976) ou I'activité mesurée in vitro est supérieure.
11 est probable que les extraits de Silene alba renferment, comme ceux de
Paul's Scarlet Rose (JONES et Coll., 1976) un ou des inhibiteurs 1ibérés
qui agissent rapidement entre |'extraction de |'enzyme et sa mise en incuba-
tion. De ce fait, 1'essai in vivo est vraisemblablement plus représentatif

de la quantité d'enzyme présente dans les cellules. Toutefois, les deux
procédés de mesure de !'activité enzymatique nous paraissent satisfaisants
quant 3 |'observation et & I'interprétation des phénoménes étudiés. Dans une
méme étude, les valeurs obtenues avec les deux procédés et leur comparaisoﬁ*
peuvent nous permettre de valider le résultat final de cette étude.

Par ces nombreux avantages, !'essai in vivo nous parait plus
approprié lorsqu'une étude, nécessitant de nombreux dosages d'activité enzyma-
tique, est envisagée. En effet, celui-ci permet, d'une part, d'effectuer les
dosages pendant le déroulement méme de |'étude entreprise et, d'autre part,
de réaliser les mesures a partir d'une méme fiole de culture ce que n'autorise
pas |'essai in vitro, De plus, les conditions expérimentales sont rendues plus
alsément reproductibles avec l'essail in vivo qu'avec |'essal in vitro qui,

dans une telle étude, exigerait plusieurs séries de broyages.
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Les activités enzymatiques mesurées in vitro avec N A D H sont
légérement supérieures & celles mesurées avec F M N H, mais toutes deux
évoluent de la méme fagon., Ceci est également observé chez |'Orge (WRAY et
FILNER, 1970) et le maTs (SCHRADER et Coll., 1968) ol les activités F M N H

sont sensiblement plus élevées,

2

111) ACTIVITE NITRATE REDUCTASE ET ABSORPTION DES NITRATES

N\ Les variations de l'activité nitrate réductase, mesurée in vitro
avec N A D H, en fonction de |‘'absorption des nitrates sont représentées dans
la figure 11. Les nifrates sont absorbés faiblement pendant les 4 premiers jours,
puis la consommation s'accélére jusqu'au 10éme jour et se poursuit jusqu'au
14éme jour ol il subsiste environ 8 % de la concentration initiale (BRASSART
et Coll., 1978 ; fig. 11). Bien que la chute de |'activité enzymatique semble
accompagner |'épuisement des nitrates du milieu de culture, il est surprenant
de constater que i'activité enzymatique est trés faible pendant la phase accé- -
lérée de |'absorption des nitrates. Ainsi, chez Silene alba, les fortes acti-
vités nitrate réductase sont associées & une faible consommation des nitrates
.alors qu'ad une forte consommation correspondent des activités faibles. Cela
différe profondément de ce qui est observé chez fe tabac (FILNER, 1966), chez
I'érable (YOUNG, 1973) et chez Paul's Scarlet Rose" (JONES et Coll., 1976)
olt J'activité nitrate réductase et absorption des nitrates par les cellules
évoluent en parfaite corrélation. Ainsi chez Paul's Scarlet Rose, |'activité
maximale se situe au 4e jour et les cellules ont déja consommé plus de 80 %
de la concentration initiale en nitrates. Le milieu de culture des cellules

s

de Siléne renferme les nitrates & la dose de 21,71 mM ce qui parait élevé
comparé a celles de 2,5 mM et de 10 mM reportées pour le tabac (FILNER, 1966)

et Paul's Scarlet Rose (JONES et Coll., 1976) respectivement. Nous avons donc
étudié |'évolution de I'activité nitrate réductase lorsque le milieu contient

le quart de la concentration habituelle en nitrates, soit 5,42 mM.

Il apparait alors que |'évolution de l'activité nitrate réductase suit parfaite-
ment celle de la disparition des nitrates du milieu de culture (figure 12),

Face & ces observations, il est vraisemblable que la concentration habituelle

en nitrates (21,71 mM) est excessive et que la plupart des nitrates sont stockés

a |'intérieur des cellules alors qu'une partie plus faible est réduite.
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Ce résultat est d'ailleurs appuyé par ['existence des deux pools nitriques
distincts chez les plantes supérieures (FERRARI et Coll., 1973 ; HEIMER et
FILNER, 1971). ' ’

1V) INFLUENCE DU MOLYEDENE
Les nitrate réductases sont des métalloprotéines contenant du
molybdéne (NICHOLAS et NASON, 19%54b, 1955) ; VEGA et Coll., 1971 ; NOTTON

et HEWITT, 1971a), Le molybdéne n'entre pas dans la composition de notre

milieu de culture. Comme nous |'avons vu précédemment, |'activité enzymatique
chute bien avant. |'épuisement total des nitrates du milieu. Afin de savoir:
si ce phénoméne n'était pas di au manque de molybdéne dans le milieu de culture,

Mo 04,'2 H,0 &

nous avons fourni aux cellules 1e métal sous 1a forme de Na. 2

raison de 250 microgrammes par |itre de milieu, ?
Le molybdéne stimule l'activité nitrate réductase pendant toute la
durée du cycle de croissance des cellules (fig. 13a)., Eile se situe & une
valeur élevée jusqu'au 10éme jour de culture puis chute rapidement. Le métal
réduit sensiblement la croissance des cellules (fig. 13b). Afin de nous assurer
que la dose n'est pas toxique, nous avons fourni aux cellules le métal & une
concentration dix fois plus faible (soit 25 pg/litre de milieu), Bien que 13
croissance des cellules soit encore légérement réduite, nous constatons une
stimulation plus importante de |'activité enzymatique vers le 6éme jour (fig.
14a et b), De méme, mesurée in vivo durant les 3 premiers jours, ['activité
enzymatique est plus élevée dans les cellules cultivées en présence de 25 ug
de molybdéne (fig. 15). Ces résultats suggérent que le molybdéne est un facteur
limitant de l'activité nitrate réductase durant le cycle de la croissance de

la suspension cellulaire dans nos conditions de culture.

L'addition du métal au milieu de culture nous parait donc .nécessaire.
Bien que l'activité nitrate réductase soit stimulée par la présence du molybdéne,
sa chute apparait toujours antérieure a la phase accélérée de |'absorption
des nitrates (fig. 12, 13a et 14a)., |l semble donc que le manque de molybdéne
dans le milieu de culture soit une des conséquences de la chute précoce de
{tactivité nitrate réductase dans les conditions habituelles de culture mais
que néanmoins la concentration en nitrates demeure légérement excessive bien

que permettant une trés bonne croissance des cellules (BRASSART, 1976). I
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serait intéressant & ce sujet, d'étudier le devenir des nitrates & |'intérieur
des cellules par !a mesure des quantités réduites et stockées en fonction de

I'absorption de ceux-ci.

Le besoin en molybdéne, de Silene alba, pour !'activité enzymatique
n'a pu étre montré sans doute parce que les produits qui composent notre
milieu de culture ne sont pas purs. Le molybdéne qui agit & dose oligo-
dynamique, est probablement présent sous forme de traces suffisantss 3
I''apparition de l'activité nitrate réductase durant les premiers jours du
cycle de croissance. Au cours de la prolifération, |'absorption par les

cellules appauvrit le milieu en molybdéne qui devient ainsi.facteur [|imitant,

A) EFFET D'UNE FAIBLE DOSE D'AMMONIUM (2 mM)

Lorsque |'ammonium est fourni en faibles quantités (2 mM) en présence
de 5 mM de nitrate, la consommation d'azote nitrique est ralentie et la crois-
sance des cellules diminuée (fig. 16 a, b et c). Ces résultats confirment
ceux obtenus par BRASSART et Coll. (1978) et montrent que les celliules de Siléne

utilisent préférentiellement |'azote nitrique comme source d'azote.

L'ammonium est rapidement absorbé par les cellules durant les
quatre premiers jours (fig. 16 c). Dans ces conditions, I'activité nitrate
réductase se développe de fa méme fagon qu'en absence d'ammonium mais sa
disparition est plus tardive puisqu'elle s'annule seulement vers e 8éme jour
(fig. 16 d). Comme par ailleurs les nitrates sont totalement épuisés au 8éme
Jour de culture lorsque le milieu contient des ions NH4+, on peut conclure que

[tactivité enzymatique évolue en fonction de la consommation d'azote nitrique.

Cependant, les ions NH4’ ne modifient pas 1'activité nitrate réduc-
tase puisqu'en effet les quantités de nitrites, formés par heure et par gramme
de matiére fraiche, sont sensiblement identiques en présence et en absence
d'ammonium (fig. 16 d). La courbe de variation de I|'activité enzymatique est
simplement décalée dans le temps lorsque |'ammonium est ajouté (fig. 16 d).
On peut donc penser qu'en présence d'ammonium et de nitrates, les cellules
utilisent plus rapidement |'ammonium que les nitrates en début de culture.
L'absorption des nitrates étant alors ralentie ou modifiée, entrafne |'appari-
tion plus tardive de |'activité nitrate réductase qui, évoluant en fonction
de la consommation des nitrates, se frouve ainsi prolongée et s'annule au

8éme jour quand les nitrates du milieu sont totalement épuisés.
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Ceci rejoint les observations concernant une suspension cellulaire
de Soja ot |'activité nitrate réductase demeure faible pendant |'absorption
rapide de |'ammonium en début de culture. Elle augmente trés vite dés que les
ions NHA* du milieu sont complétement épuisés (BAYLEY et Coll., 1972). Comme
dans le cas de suspensions cellulaires de blé (BARLEY et Coll., 1972), | 'ammo-
nium, utilisé 3 faible dose, ne semble exercer aucun effet régulateur sur
I'activité nitrate réductase des cellules de Siléne. Ce résultat différe
donc de celui obtenu dans une suspension de Paul's Scarlet Rose ol au contraire
les ions NH4+ stimulent la croissance et |'activité nitrate réducfase des
cellules (MOHANTY et FLETCHER, 1976). Enfin, la diminution de croissance de
la suspension de Siléne ne résulte pas d'une inhibition de I'absorption ou

de la réduction des nifrates mais semble liée & une modification de pH du

milieu de culture causée par I'ammonium (BRASSART et Coll., 1978),

B) INFLUENCE D'UNE DOSE ELEVEE D'AMMONIUM (5 mM)

Nous avons cultivé les cellules de Siléne. en présence d'une source
azotée unique, soit nitrique, soit ammoniacale,- & la:concentration de 5 mM: .oz
Comme la présence des -ions NH4*'provoque une modification du pH «du milieu de
culture (BRASSART et Coll.,, 1978), celui-ci est tamponné par le M.E.S. (acide
2 (N-morphoiino) éthane sulfonique) pH 5,2 3:ta concentration de=50 mM; ~ .~
Etant donné que les nitrates, fournis & la concentration de 5 mM, sont absor-
bés durant les 6 ou 7 premiers jours de culture (fig.12 ), le protocole expéri-
mental suivant est adopté : les cellules sont cultivées en présence de la-
source azotée pendant 7 jours aprés quoi elles sont transferées dans un
milieu neuf renfermant la méme source d'azote. Aprés 7 jours-de culture, elles
sont a nouveau transféréesdans un milieu identique. Le schéma suivant résume

les différentes étapes :

3
-
]
NH,* + MES NH, "+ MES )
1 4 4 b
7 X A
0j. ¢ 7. 0j. ' 7j.
“yler passage v2e passage ’
r's \‘ ’ - .
’ L .
./_' )y ‘mll ~\
0j. NOS— 7j. 0j. _ 7j.
NO;  + MES

Afin d'étudier |'action éventuelle du M.E.S, sur l'activitéd nitrate réduc-
tase, celui-ci est ajouté également au milieu contenant des nitrates au

cours du 2éme passaqe.
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Les résultats obtenus (fig. 17, a b et ¢) monfrehf que : 1) l'tactivité
nitrate réductase est nulle dans les cellules cultivées en présence d'ammonium
2) le M,E.S. ne modifie pas |'activité enzymatique (fig. 17 b) 3) lorsque
les cellules sont cultivées pendant 14 jours en présence d'ammonium seul
et qu'elles sont ensuite transférées sur un milieu ne contenant que des
nitrates, elles présentent a nouveau les variations habituelles de f'activité

nitrate réductase (fig. 17 d).

Nos observations confirment celles faites par OAKS (1974) chez le
Soja mais sont en confradiction avec celles faites par ZINK et VELIKY (1977)
dans les cellules d'lpomoea qui possédent en présence d'ammonium seul, une
activité enzymatique égale 3 25 % de celle des cellules cultivées sur le
milieu habituel,

L'ammonium n'a pas d'effet toxigue sur les cellules de Siléne
cultivées en milieu tamponné puisque leur croissance n'est que légérement
réduite et que leur transfert dans un milieu nitrique permet |'apparition

d'une activité nitrate réductase identique & celle obtenue dans les conditions
habituelles (fig. 17 d).

Afin de déterminer le mode d'action de |'ammonium (5 mM) sur {'acti-
vité nitrate réductase, nous avons cultivé : les cellules pendant 19 heures
dans un milieu ne contenant que des nitrates (5 mM). L'ammonium et fe M.E.S.
sont ajoutés au milieu au cours de la culture. Paraliélement, des celluies
. -8gées. de 19:heures sont transférées dans un milieu tamponné par le M.E.S.
et ne renfermant que des ions NH4*. Le procédé expérimental peut 8tre schéma-
tisé comme suit :

No3' NH,® + MES
{ 3 o
O heure lb heures 4é heures
NO, NH * + MES
e l
- 0 heure 19 heures / 4é heures

Dans les deux conditions expérimentales, les ions NH4‘ entrainent
une diminution immédiate de 1'activité nitrate réductase dans les cellules
(fig. 18 a et b). Le fait que la chute de |'activité enzymatique survienne
rapidement, moins de 2 heures aprés |'introduction de | 'ammonium que le milieu

renferme (fig. 18a) ou non (fig. 18b) des nitrates; suggére que |'ion NH4+
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affecte directement |'enzyme. Ces observations différent de celles de
ZINK et VELIKY (1977) qui constatent que |'addition d'ammonium effectuée
3 jours aprés le transfert des cellules d'ipomocea ne provoque pas une
baisse de leur activité nitrate réductase. De méme, elles s'opposent a

celles de KINSKY (1961) qui montre que le composé ne stoppe, ni ne

réduit la synthése de |'enzyme de Neurospora crassa lorsqu'elle est

déja commencée.

Chez Silene alba, I'ammonium peut modifier la structure de
|'enzyme et la rendre inactive comme ceci a été montré chez la chlorel-
le (LOSADA et Coltl., 1970). |l peut aussi intervenir par un processus
de rétroinhibition comme chez le riz (SHEN, 1969), D'autre part, certains
travaux ont démontré que !'ammonium peut inhiber ia synthése de !'enzyme
(KINSKY, 1961 ; COVE, 1966 ; BEHREND et MATELES, 1975). La rapidité
avec laquelle se manifeste |'action de {'ion NH4+ sur l'activité enzyma-
tique des cellules de Siléne, semble exclure cette derniére éventualité
d'autant plus que la durée de vie de la protéine enzymatique peut étre

de plusieurs heures.

C) CONCLUSION

L'ammonium, employé & faible dose (2 mM) en présence de nitrates,
réduit la croissance des cellules de Siléne mais n'affecte pas leur

capacité d'utiliser les nitrates.

A dose élevée (5 mM) et en absence de nitrates, |'ammonium permet
la croissance des cellules mais elles sont alors dépourvues d'activité
nitrate réductase. Lorsque les cellules présentent une activité enzymati-
que élevée, |'addition d'ammonium (5 mM) diminue rapidement celle-ci.
Dans ces conditions, ie produit final de la réduction des nitrates,
exerce un effet régulateur sur fa nitrate réductase. Les résultats obte-
nus sont toutefois trop peu nombreux pour permettre d'expliquer 3 guel

niveau se produit la régulation de i{'enzyme.
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Fig. 19 : Action du glutamate (5 mH. 271

sur l'activité N.R. mesurde in vivo.

Pendent des périodes de 7 jours
on suit l'évolution de 1'activité N.R.
de cellules cultivées soit en présence
de nitrates (e——=8) soit en présence
de glutamate (&—A)

a) premier passage

b) second passage

e) troisiéme passage (k———A)
les cellules ont été cultivées
pendant deux périodes de 7 jours en pré-
sence de glutamate puis elles sont trans-—
férées sur un milieu contenant des
nitrates (V——=V).
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V) ETUDE DE L'IWDUCTION DE L'ENZYME

Nous avons montré précédemment que si !'azote est introduit dans le
milieu de culture sous forme ammoniacale, |'activité nitrate réductase n'appa-
rait pas (fig. 17, a, b, ¢). La présence d'ions nitriques permet au contraire

de voir se développer trés rapidement 1'activité enzymatique (fig. 17 d).

L'importance de l'azote nifrique dans |'apparition de {'activité
enzymatique est confirmée par |'expérience suivante : les cellules de Siléne
sont cultivées pendant 14 jours dans un milieu contenant 5 mM de glutamate.
L'activité nitrate réductase mesurée & des intervalles réguliers est alors
trés faible (fig. 19, b)_ Le transfert dans un milieu renfermant des nitrates

provoque une brusque élévation de l'activité enzymatique (fig. 19 ¢).

Par ailleurs, nous avons vu que la quantité de nitrates dans le
milieu de culture de base est vraisemblablement trop élevée et que I'évolution
de t'activité enzYmaTique ne suit pas |'absorption des ions., Si, par contre,
nous n'introduisons dans le milieu de culture que le quart de la concentration
habituelle en nitrates soit 5,42 mM, nous observons une bonne corréiation

entre |'absorption de ['azote nitrique et l'activité enzymatique.

Nous nous sommes donc proposés d'étudier les mécanismes de contrble
de la réduction des nitrates. On peut en effet se demander si |'apparition
puis la disparition de |‘'activité enzymatique est liée a la variation de
la concentration en substrat ou en co-substrat (coenzyme contenant le molybdé-

ne) ou a une diminution de la synthése protéique.

Or, -on a montré que chez certains végétaux supérieurs, |'enzyme
€tait inductible (voir historique), d'autre part, nous avons vu que la modifi-
cation de la concentration en nitrates ne medifiait pas sensiblement la

durée du pic d'activité de |'enzyme dans notre matériel.

Il apparait donc que chez le Siléne, |'enzyme est vraisemblablement
induite ,Aussi, avons-nous voulu vérifier cette hypothése soit par des essais
de réinduction de |'enzyme soit par |'utilisation d'inhibiteurs de la trans-
cripfion>e+ de la synthése protéique. Enfin, nous avons étudié la nature

de |'inducteur.
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A) EXPERIENCES DE RECINDUCTION DE L'ENZYME

Afin de simplifier I'interprétation de nos résultats, nous avons
utilisé un milieu ne contenant que 5,4 mM de nitrates. Dans ce cas, il est
vraisemblable que les phénoménes de transfert de ['ion d'un "pool" de stockage

dans un "pool"métabolique sont réduits et ne masquent pas les modifications

de l'activité enzymatique.

Dans une premiére série expérimentale, les cellules sont cultivées
en présence de nitrates et de molybdéne. Nous voyons alors (fig. 20), que
tactivité nitrate réductase apparait trés vite et atteint une valeur maximale
vers la 40e heure. Si par contre, ('introduction des nitrates est retardée
de 24 ou 48 heures, l'activité enzymatique est elle-méme retardée ; les
pentes des courbes d'activité sont alors pratiquement identiques & celles

de la courbe témoin.

Dans une seconde série d'expériences, les &léments minéraux sont

ajoutés plus tardivement alors que 1'activité enzymatique décroit.

Deux fypés de manipulation ont été effectués. Dans un cas, le
milieu de culture initial ne contient pas de molybdéne. L'activité enzymatique
se développe normalement mais la hauteur du pic reste faible. L'introduction
vr+de nitrates-seuls prolonge 1égérement la durée de 1'activité, par contre, si
on leur associe du molybdéne, il apparafit un second pic d'activité enzymatique
(fig. 21 a).

Dans un second cas, le milieu de culture initial contient du molybdénre,
on s'apergoit alors que l'activité enzymatique est importante pui; décroftt.
L'addition de nitrates le 4e jour de culture provoque |'apparition d'un

second pic d'activité plus faibie que le premier (fig. 21 b).

Au vu de ces expériences, on peut donc penser & une induction de

la synthése enzymatique par les nitrates.

Nous avons voulu confirmer cette hypothése par I'emploi d'inhibiteurs

métaboliques tels que la 6-methylpurine et la cycloheximide.
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B) UTILISATION D'INHIBITEURS DE LA TRANSCRIPTION ET
DE LA TRADUCTION

Nous avons utilisé d'une part la 6-méthylpurine: qui a été utilisée
avec succés dans 1'inhibition de |'ARN messager de |'lsocitrate lyase chez
Chlorella pyrenoTdosa. Son action est immédiate au niveau de la transcription
et progressive sur {a synthése protéique (MAC CULLOUGH et JOHN, 1972). Des

expériences préliminaires nous ont permis de déterminer que la dose efficace

dans notre matériel est de 2,5 pg ml-1 concentration qui s'est révélée ne pas

éfre toxique pour les cellules pendant la durée de |'expérimentation,

Lorsque |'inhibiteur est ajouté dés le début de 1'expérience, !'acti-
vité enzymatique mesurée aprés 24 heures de culture est réduite de 92 %
(fig. 22). L'apparition de la nitrate réductase dépend donc de la transcription
d'ARN messagers nitrate réductase et exclut la possibilité de traduction
d'ARN messagers a longue durée de vie, mis en évidence chez les végétaux
(IHLE et DURE, 1969). ‘

Nous avons par ailleurs utilisé des inhibiteurs de la traduction
tels que la cycloheximide qui bloque !'initiation des chaines peptidiques
en inhibant la progression du mRNA le long des ribosomes (JAVILLIER et coll.
1972). La dose efficace de cycloheximide non foxique pour les cellules de
Siléne est de 4 pg ml-1. Llorsqu'elie est introduite dés le début de la culture,

i'inhibition de 1'activité enzymatique atteint 80 % aprés 24 heures (fig. 22)

TABLEAU | : Action de la cycloheximide sur |'activité N.R, des cellules

de Siléne.
ACTIVITE N.R. EXPRIMEE
EN pM DE NO2 FORME
par h.et par g.M.Fjpar h.et par mg.
de protéine
3,718 0,102
TEMOIN
inhibition (%) 0 81,5
0,689 0,024
CYCLOHEXIMIDE
inhibition (%) 0 77,8

La eycloheximide (4 yg.ml—z) est ajoutée dés le début de la culture, les

activités N.R. sont mesurées 24 h plus tard (in vitro)
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Comme il a été montré que la cycloheximide n'est pas un inhibiteur
spécifique de la synthése protéique in vivo (Mc MAHON, 1971) et que ses
effets varient selon la concentration a laqueile elle est utilisée (DELSENY,
1977) , nous avons voulu savoir si dans nos conditions expérimentales, elle
etait inhibitrice de la synthése protéique. Nous |'avons donc introduite
dans le milieu dés le transfert des cellules et nous avons procédé & un
marquage de proféines synthétisées lors des 24 premiéres heures de la culture,
en fournissant pendant une heure, & intervalles réaguliers, de la leucine
tritiée (2,5 pCi.ml_‘). les cellules sont ensuite recueillies, lavées, broyées
et traitées par une solution & 5 % d'acide trichloracétique 3 4°C pendant
une nuit. La radiocactivité des fractions acidosolubles et acidoprécipitables
est mesurée. les résultats sont reportés dans le tableau I1.

Il apparait que dans une culture témoin, !'absorption de la 3H

Leucine et son incorporation dans la fraction protéique acidoprécipitable

s'effectuent rapidement aprés le transfert des cellules.

L'apport de cycloheximide provoque toujours un accroissement de la
radioactivité intracellulaire et une inhibition de 1'incorporation de |'acide
aminé dans la fraction précipitée par |'acide.

L'absorption de la leucine par les cellules traitéss est donc
multipliée environ par deux, quelle que soit |'heure du prélévement. Que
I'inhibition puisse modifier |'absorption d'acides aminés a déja été signalé

chez Chlamydomonas reinhardi Dangeard (Mc MAHON, 1975),

Il nous a donc paru indispensable de rendre compte de cette modificé-
tion de |'absorption de la leucine marquée dans |'estimation des variations
de la synthése protéique. Le calcul du rapport radioactivité incorporée/
quantité de c.p.m incorporés + quantité de c.p.m de la fraction acidoscliuble
permef de relier le marquage de la fraction protéique & la fréquence du marquage
du pool métabolique lors de la synthése, quelles gque soient les conditions

expérimentales,

I't apparaft donc que le cycloheximide inhibe fortement la synthése
protéique pendant au moins 18 heures et que son inhibition reste importante

aprés 24 heures,

Parmi d'autres substances inhibitrices de la traduction, noys-avons
utitisé le chloramphénicol qui Inhibe la synthése protéique dans lesfoﬁgéﬁi*es
cellulaires en se liant aux ribosomes 70 S(BOTTOMLEY et coll., 1976%La™""
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fumiére le dégrade et le rend toxique (HOXMARK et NORDBY, 1977). Nous avons
donc été amenés & !'utiliser & |'obscurité et a effectuer quelques études
préliminaires.

La lecture du Tableau |11 montre que |'obscurité ne modifie guére
la croissance de la suspension ce qui concorde avec les travaux de DUBOIS
et MORVAN (1971). Quant aux activités nitrate réductase, elies ne sont que

légérement diminuées (Tableau IV)

TABLEAU 111 : Influence de la lumiére sur la croissance (poids de
matiére frafche) des cellules de Siléne.

Poids de matidre fraiche/

Age de la culture culture (g)

(jours) . | T T 7]
Lumidre (500 lux) Obscurité

1 3,000 3,000

2 3,250 3,720

3 4,780 6,280

4 7,120 8,240

10 38,300 42,040
__________________________________________ L e e

TABLEAU 1V : Influence de 1a lumiére sur |'activité nitrate réductase.

Activité nitrate réductase
YN 2 M
Age de la culture (pM JOZ formées/h/g.MF)

(Jours)  femmmmmmemmemmeeeee D et B

Lumiére (500 tux) Obscurité
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DEja BEEVERS et HAGEMAN (1969) avaient signalé que la lumitre
n'intervenait pas dans |'induction enzymatique dans les tissus non chloro-
phylliens.

Lorsque le chloramphénicol est introduit dans le milieu de culture
initial et que {'activité enzymatique est mesurée 24 heures plus tard,

on n'observe (fig. 22) qu'une trés faible inhibition.

La synthése enzymatique s'effectue donc au niveau du cytoplasme
et non dans les organites qui dans notre matériel, sont constitués presque

exclusivement par des mitochondries et quelques proplastes.

Certains auteurs (SLUITERS-SCHOLTEN, 1973) ont obtenu !'inhibition
de la synthése de la nitrate réductase avec de trés fortes doses de
chloramphénicol. Ils attribuent ce résultat & des effets secondaires
pouvant influer ia phosphorylation oxydative.

Dans le cas de cotylédons de radis ou de plantuies de maTs, il
faut utiliser des doses de 1600 & 3200 pg d'inhibiteur pour supprimer |'induc-
tion enzymatique (BEEVERS et coil., 1965)., Enfin, on a pu montrer que si la
nitrate réductase est bien synthétisée au niveau du cytoplasme, la nitrite
réductase |'est dans le chloroplaste (SCHRADER et coll., 1967).

C) ACTION SEQUENTIELLE DE.LA 6-METHYLPURINE ET DE LA CYCLOHEXIMIDE

_Ayant montré que.la synthése de la nitrate réductase est induite
et qu'elle s'effectue essentiel lement au niveau du cytoplasme, nous avons
. voulu déterminer a quel moment de la culture s'effectuaient la transcription

et la traduction.

1) Action de la 6-méthylpurine

Elle est introduite & la dose de 2,5 pg ml—1 a différents stades
du cycle de croissance. les activités enzymatiques sont alors mesurées

aprés 30 heures de culture.

Lorsgque !'inhibiteur est introduit plus tardivement, la mesure

est effectuée aprés 48 heures.

Les résultats obtenus (fig. 23 b) montrent que !'activité est toujours
inhibée mais qu'elle |'est d'autant plus que !'inhibiteur a été ajouté plus
t6t. On voit en effet que |'activité est nulle ou trés faible si |'addition

est effectuée au moment du repiquage ou aprés 3 heures de culture.
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La transcription des génes codant pour |'enzyme débute donc dans

les premidres heures qui suivent le transfert des cellules.

2) Action de la cycloheximide

~

Lorsque la cycicheximide est introduite & divers moments de la
culture on voit (fig. 23 a) que l'activité enzymatique est inhibée d'autant

plus fortement que la substance a été ajoutée plus précocement.
Donc, ici encore la traduction a lieu dans les premiéres heures

qui suivent le transfert et suit de trés peu la transcription,

D) REINDUCTION APRES 5 JOURS DE CULTURE

La nitrate réductase des cellules de Silene aiba est donc une enzyme

inductible,du moins pendant les premiéres heures qui suivent le fransfert
cellulaire dans un milieu neuf. De plus, |'évolution de l'activité enzyma-
tique en fonction du temps de culture présente un pic relativement étroit
puisque le maximum se situe vers la 48e heure et qu'elle s'annule

vers le 6e jour alors que le milieu de culfure de base renferme encore une
quantité importante de nitrates. La question se pose donc de savoir comment
s'effectue la réguiation de la synthése enzymatique. Nous avons voulu voir
s'i| était possible de réinduire |'enzyme & un stade plus avancé de la
culture, nous avons alors ajouté des nitrates et du molybdéne aprés 5

ou 7 jours de culture.

tes cellules sont cultivées dans un milieu contenant 5 mM de
nitrates. Aprés 5 ou 7 jours, on introduit a la fois des nitrates et du mo-~
lybdéne, puis on mesure les activités enzymatiques a intervalles réguliers.

On voit apparattre un nouveau pic d'activité nitrate réductase.

Si on n'infroduit que du molybdéne, |'activité enzymatique n'est

pas réinduite (fig. 24 a),

L'ajout simultané de molybdéne, de nitrates et de 6 méthylpurine
permet I'apparition d'une trés faible activité enzymatique qui chute rapide-
ment. Si |'inhibiteur n'est ajouté qu'au 6e jour, alors que les substances
minérales |'ont été au 5e jour de culture, la chute de i'activité enzymatique

intervient rapidement (moins.de 6 heures aprés |'application de |!inhipiteur)
(fig. 24 b).
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Fig. 24 : Réinduction de La nitrate-néductase.
Les activitis N.R sont mesundes in vivo. Les cellules sont cul-
Zivées en présence de 75 mg/L d'azote nitrnique. e——o

a) au 5e jour de culture, on introduit soit du mofybdene
(25 pg/mL) (&= == =D) s0it des nithates (5 md/L) + Mo (A-- --4A )
(@——<&) introduction de NO;~ + Mo apres 7 jowns de culture.

b) apres 5 jouns de culture, on introduit NO;~ + Mo + 6 M P
(2,5 pg/me) (O---O) ou blen on ajoute N03' + Mo au 5e¢ jour et fLa
6 MP 24 h plus tand (V-=--V). La courbe (bm—~A | reprisente
L'activité observie Lonsqu'on a introduit NOg~ + Mo. '

e) au 5e journ de eulture, on ajoute La cycloheximide (CHI)
(4 pg/me) + NOg + Mo (O = == Jou bien on n'introduit La eyelohexi-
mide que 24 h apnes avoin fourni NOB' + Mo (V=" "7).
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Une expérience semblable menée avec la cycloheximide conduit
aux résultats reportés dans la figure 24 c). L'activité enzymatique chute
pendant un temps trés court avant d'augmenter & nouveau, que |'inhibiteur

ait été ajouté en méme temps que les sels minéraux ou 24 heures plus tard,

Ces résultats nous permettent de conclure que |'enzyme est

bien inductible et que |'inducteur est I'ion nitrate.

Le molybdéne n'interviendrait pas comme inducteur et ne provo-
querait donc pas-une synthése d'unités protéiques constifutivesde |'enzyme,
mais sa présence serait nécessaire en tant que cofacteur et permettrait
le transport des électrons lors de la réduction (VEGA et coll., 1971, NICHOLAS
et NASOH 1954 a - 1955). Récemment, JONES et Coll. (1978) ont d'ailleurs
suggéré que le métal active rapidement |'enzyme indépendamment de toute

synthése protéique.

Le molybdéne serait un facteur limitant de I'activité enzymatigue
et son absence émpécheraif tout fonctionnement de |'enzyme alors que les
unités protéiques seraient présentes. Cette hypothése ne pourra étre confir-

mée que par |'étude de la structure de |'enzyme.

Les résultats obtenus lors de |'emploi de la cycloheximide
peuvent surprendre dans la mesure ol !'inhibition de |'activité enzymatique
n'est pas fotale lorsqu'elle est ajoutée aprés 5 ou 7 jours de culture.

Il est probable qu'on assiste dans ce cas, & un effet de dilution de !'inhi-
biteur : & ce stade de la culture, la quantité de cellules z'est accrue
et la dose de cycloheximide par cellule est donc plus faible que forsqu'elle
est ajoutée au début du cycle de croissance. L'inhibition de la synthése

protéique est alors réduite et transitoire.

E) CONCLUS{ONS

Nous avons dopc montré que la nitrate réductase des cellules
de Silene alba cultivées en suspension cellulaire est inductible et que
I''inducteur est |'azote nitrique, le molybdéne, quant & lui agirait plutét
comme activateur de I'enzyme. L'enzyme peut étre réinduite lors du cycle
de croissance comme c'est le cas dans les racines de maTs (OAKS et Coll.,
1972).

Dans les conditions expérimentales utllisées la diminution
rapide de |'activité enzymatique au cours du cycle de croissance est étroite-
ment liée & ['absorption des nitrates. Le problémes cependant devient plus

complexe, lorsque le milieu de culture en contient 4 fois plus. Dans ce cas,
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en effet, le pic d'activité enzymatique est plus élevé mais il n'est pas
plus large. Ainsi, malgré la présence d'une concentration encore importante
d'azote nitrique dans le milieu de culture, l|'activité enzymatique s'arréte

au 6e jour, alors que |'absorption continue. On peut envisager plusieurs

hypothéses

Certains auteurs (SMITH et THOMPSON, 1971 a et b, ASLAM et
OAKS, 1975) ont montré que |'induction enzymatique peut étre inhibée par
de fortes concenfra+iqns de nitrate. Chez Silene alba, I'introduction de

concentrations croissantes de nitrates dans le milieu (2,71 - 5,42 ~ 10,84 -
21,71 mM) provogque un accroissement de |'activité nitrate réductase mais
n'en modifie quére la durée, sauf pour la plus faible dose. La régulation

de ('activité enzymatique ne répond donc pas & ce modéle.

ZIELKE et FILNER (1971) ont étudié |'activité nitrate réductase
d'une suspension cellulaire de tabac ; ils pensent que |'enzyme subit
un tuyrnover constant et qu'elle est contrélée par les modifications des
taux de synthése et de dégradation., Cependant, les facteurs qui influent
sur ces changements ne sont pas déterminés,

On peut penser & une action de |'ammonium qui favoriserait
la dégradation de l'enzyme. Mais cette Hypofhése n'a été que trés rarement
vérifiée chez les végétaux supérieurs. OAKS et ses collaborateurs (1971)
supposent qu'il apparait & certains mements un systéme d'inactivation de
I'enzyme ce qui explique les chutes d'activité. La encore, la nature de

|*inhibiteur reste 3 déterminer.

Un autre modéle théorique nous a paru intéressant., |l se pour-
rait que les nitrates absorbés soient répartis en divers compartiments
cellulaires dont les fonctions seraient différentes. Certains ions partici-
pent a un'"pool" de stockage, d'autres 3 un "pool" d'induction (HEIMER
et FILNER, 1971 - FERRARI éf Coll,, 1973).

La vérification d'une telle conception n'est guére aisée
et demande un important travail expérimental qui ne pouvait &tre entrepris

dans le cadre de cette étude,
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\«VI) CALCUL DE LADUREE DE VIE DE L'ENZYME

La nitrate réductase est inductible mais sa période d'activité
s'étend sur une faible période du cycle de culture., Nous avons essayé

d'étudier son renouvel lement et nous avons tenté d'évaluer sa durée de vie.

Les cellules sont donc cultivées dans le milieu de culture habituel
enrichi en molybdéne (25 yg !-]) pendant 18 heures de fagon & ce que
I'activité nitrate réductase soit élevée, sans pourtant avoir atteint son
maximum,

On ajoute alors soit de la 6-méthylpurine (Z,Spg_ml_]) solt de
la cycloheximide (4 pg.ml-]). Ou bien on transfére les cellules sur un
milieu carencé en azote. Puis on mesure |'activité enzymatique. Les mesures

d'activité sont alors effectuées selon la méthode de dosage "in vivo",

Les résultats reportés dans la figure 25 indiquent que 1'activité
enzymatique continue & augmenter pendant encore 1 h 30 environ avant de
chuter brutalement. |l est remarquable que la perte d'activité apparait
plus rapidement lors de |'emploi d'un inhibiteur que lors du transfert
sur un milieu carencé. En ce qui concerne la vitesse de la perte d'activité

c'est I'Inverse qui se produit.

Nous confirmons donc la nature induttible de l'enzyme et le

caractére inducteur de |'azote nitrique.

Le délai observé entre I'introduction d'un inhibiteur métabolique
et la chute d'activité s'explique par le fait que les vitesses d'absorption
des substances peuvent varier avec leur nature. De plus, leur action au

niveau de la transcription ou de la traduction n'est pas immédiate.

Il est vraisemblable que les processus de synthése des protéines
ou de transcription de 1'ADN qui ont été amorcés avant |'adjonction des

inhibiteurs, continuent.

Le fait que le délai entre le passage d'un milieu inducteur a
un milieu carencé et la chute de |'activité enzymatique soit plus long
que lors de |'utilisation d'un inhibiteur, peut s'expliquer par une nouvelle
distribution des nitrates infracellulaires lors du passage en milieu carencé.
Selon |'hypothése précédememnt citée, de HEIMER et FILNER (1971)et FERRARI

et Coll. (1973), on peut imaginer que des ions du "pool'" de stockage sont
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reversés dans le "pool" inducteur. Ce passage permettrait ainsi une

survie des cellules placées en conditions défavorables.

I{ faut enfin remarquer que les courbes de croissance de |'activité
enzymatique présentent deux pentes distinctes. On peut se demander s'il
n'existe pas des enzymes caractérisées par des vitesses de renouvel lement
et des origines différentes. On a en effet montré chez certains eucaryotes
qu'il existait deux classes d'ARN polydisperses présentent des durées de

vie trés dissemblables.

Les résultats de la figure 25 ont é&té reportés dans un systéme
de coordonnées semi-iogarithmiques (SCHRADER et Coll1.1968 - OAKS et Coll.
1972). La décroissance de |'activité enzymatique apparait alors comme une
fonction linéaire du temps et il devient aisé de déterminer graphiquement

la durée de demi -vie de !'enzyme.

Selon la méthode expérimentale utilisée, nous aboutissons aux
résultats suivants : 6 H 18 min.,lors d'un transport dans un milieu carencé
8 H 30, lors de t'utilisation de la 6 méthylpurine et 11 H si |'inhibiteur

employé est la cycloheximide

Les trois procédés utilisés dans la détermination de la durée
de demi -vie de 1'enzyme n'ont pas la méme signification. La cycloheximide
en bloguant la synthése protéique devrait étre le moyen permettant d'évaluer
avec le plus d'exactitude, la décroissance de |'activité. La 6-méthylpurine
ou le transfert dans un milieu carencé empéchent la franscription mais
n'inhibent pas la traduction des messagers existants. Ces deux derniéres
‘méthodes mesurent donc et la durée de vie de |'ARN messager et celle de
la protéine. Comme les résultats publiés par d'autres chercheurs (QAKS
et STEVENS ou SCHRADER et Coll., 1967,JONES et Coll., 1978) attribuent & ces
ARN des durées de vie de l'ordre de 20 & 30 min., nous avions dans un
premier temps, décidé de négliger ce facteur et de comparer globalement

les résultats obtenus par les trois méthodes décrites.

La variabilité des résultats s'explique aussi par le fait que les
inhibiteurs ne peuvent étre utilisés a des doses trop importantes qui provo-
queraient la mort des cellules. Dans ces conditions, |'inhibition des
processus de la transcription et de la traduction n'est jamais totale, d'autant
plus que nous nous sommes foujours placés dans des conditions expérimentales
permettant la reprise de la croissance de la suspension par une levée

de l'inhibition. On comprend donc que les durées de deml -viecalculées,
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sont plus longues,lorsque les cellules ont été mises en présence d'un

inhibiteur que lorsqu'elles ont é+é transférées dans un milieu carencé.

Nos résuiltats rejoignent cependant ceux obtenus par d'autres
chercheurs qui attribuent & la nitrate réductase ses durées de vie allant
de 3> & 6 heures dans le cas de feuilles isolées de maTs (ASLAM et OAKS,
1975) ou des tissus de tabac (CHROBOCZEK et Coll., 1971) et méme de
24 heures (pour revue voir HEWITT, 1975).

Nos résultats demandent cependant 3 é&tre vérifiés en utilisant
par exemple le tungsténe qui est capable de remplacer le molybdéne dans

la protéine en la rendant inactive.

Vi1) ESSAI DE CARACTER!ISATION DE L'INDUCTION ENZYMATIQUE PAR L'ANALYSE

EN ELECTROPHORESE SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE

Puisque |'enzyme est inductible, it était tentant d'essayer
d'observer sa synthése 3 différents stades de la culture en la caractérisant

par une méthode d'électrophorése sur gel de polyacrylamide.

Des extraits de cellules 8gées de 0, 3, 6, 9, 12, 15 et 24 heures
ont été analysés. Les méthodes concernant les modalités de |'électrophorése
et de la mise en évidence de !'activité enzymatique dans le gel ont été

décrites au chapitre des méthodes.

Dans des conditions d'extraction de dépdt et d'électrophorése
identiques pour chaque lot de cellules, l'activité enzymatique n'est décelée
dans le gel qu'avec |'extrait obtenu & partir de cellules agées de 24 heures.
Aprés les opérations de coloration et de décoloration, les électrophorégrammes
présentent les mémes bandes protéiques, mais |'intensité de leur coloration
augmente avec |'adge des cellules. Ceci montre que le transfert des cellules
de 14 jours dans un milieu neuf, déclenche des processus de synthése protéique

et confirme les résultats de DUBOIS et Coll., (1976).

L'impossibilité de caractériser |'enzyme dans des extraits provenant

de cellules 8gées de moins de 24 heures est la conséquence de deux faits :



_76—

- d'une part, l'enzyme est trés instable aprés son extraction
et sa caractérisation ne peut donc se faire en fin de migration que dans

des extraits qui en sont riches.

-~ dlautre part, comme nous avons manipulé des extraits bruts,
plusieurs protéines peuvent migrer au méme niveaudans le gel et il devient
impossible de caractériser une bande protéique présentant une activité

nitrate réductase.

L'étude de |'apparition de |'enzyme par cette méthode n'est possible

qu'avec des préparations enzymatiques purifiées.

VIIL) ESSALIS D'ISOLEMENT ET DEPURIFICATION DE LA NITRATE REDUCTASE

Nous avons vu que |'enzyme est synthétisée dans la suspension
cellulaire de Silene alba au cours des premiéres heures qui suivent fe

transfert des cellules dans un milieu neuf.

Comme I‘'activité ne se développe que pendant un temps relativement
court, on peut espérer que la synthése de la nifrate réductase représente
un signal biochimique permettant de caractériser une étape importante du
cycle de croissance de la suspension. On peut penser que le pic de synthése
d'ARN observé vers la 6e heure de culture, renferme des ARN messagers
de |'enzyme (DUBOIS et Coll., 1976, RAMBOUR et Coll., 1978). Comme de
tels ARN peuvent &tre isolés (RAMBOUR et Coll., 1977) on peut les traduire
dans un systéme acellulaire. Ceci ne présente d'intérét que si la protéine
enzymatique peut &tre identifiée et dosée. Deux méthodes peuvent alors étre
envisagées : la premiére serait de caractériser |'enzyme par un test d'acti-
vité ; cette solution n'est guére envisageable dans la mesure ol !'enzyme
ne serait formée qu'en faible quantité. Une seconde méthode fait appel aux
techniques d'immunologie. La production d'anticorps de la nitrate réductase
a été obtenue chez |'épinard (GRAF et Coll.,, 1975) et MNeurospora (AMY et
GARRETT, 1979). Il doit donc étre possible d'obtenir un immun-serum contenant
des anticorps de !'enzyme de Siléne. Cette méthode nécessite |'obtention

d'une préparation enzymatique purifiée.
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Ce travail de purification n'a donc &été entrepris que dans le seul
but d'obtenir une fraction permettant la production d'un anti-serum.

La nitrate réductase est apparemment formée d'un complexe enzymatique
contenant un groupement prosthétique renfermant du molybdéne (voir historique)
la synthése de l'enzyme in vitro ne devrait conduire qu'a la formation
_ de sous-unités protéiques constitutives de |'apoenzyme. Cependant, HEWITT
et Coll. (1977) ont décrit et employé avec succés, des procédés qui reconsti-
tuent |'enzyme compléte in vitro & partir de |'apoprotéine et d'un complexe

contenant du molybdéne.

11 n'est donc pas vain de concevoir une synthése compléte de
I'enzyme de Siléne in vitro & partir de sous-unités obtenues dans un

systéme de synthése acellulaire.

A) PROBLEMES POSES PAR LA PURIFICATION

La premfére difficulté que nous avons rencontrée, résulte de
I'extréme instabilité de |'enzyme de Siléne. Lorsqu'elle est extraite selon
la méthode décrite précédemment, elle perd toute activité aprés quelques
heures de conservation au froid (Fig. 7). Or, les procédés habituels de
purification nécessitent souvent plusieurs heures, Par ailieurs, !'obtention
de fractions hautement purifiées exige la combinaison de plusieurs procédés
qui ne peuvent se dérouler que pendant plusieurs jours. Avec notre matériel,
un fel protocole est donc exclu. Deux solutions sont offertes :

- la premiére exige la mise au point d'un procédé rapide permettant

la récupération d'une fraction enzymatique encore active,

- la seconde consiste & ftrouver un moyen de stabiliser |'enzyme, et

de procéder ensuite & sa purification,

B) PURIFICATION DE L'ENZYME BION STABILISEE

1) Précipitation par le sulfate d'ammonium

A I'extrait brut obtenu selon la technique déja décrite, on ajoute
une solution saturée & froid de sulfate d'ammonium dont le pH a été ajusté
a 7,5 & l'aide d'une solution normale d'ammoniaque. Dans ces conditions,
I'enzyme est précipitée aprés I'addition & 1 volume d'extrait de 0,82 volumes
de la solution saturée. Le taux de sulfate d'ammonium est alors éqal & 45 %
de la saturation. Aprés une centrifugation & 10 000 x g pendant 20 min.
le culot est recueilli, il contient toute i'activité enzymatique. Nous avons
par ailleurs vérifié !'absence d'activité enzymatique dans les fractions pré-

ciplitées entre O et 20 % puis entre 45 et 75 % de saturation.
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La fraction qui contient |'enzyme présente une activité égale
4 environ 75 % de celle de I'extrait brut. Ce rendement est faible comparé
d ceux obtenus avec d'autres matériels : 120 § (NOTTON et Coll., 1977)
122 % (AHMED et SPILLER, 1976) 96 & (SOLOMONSON, 1975) 90 ¢ (SOLOMONSON,
1978) 110 % (SCHLOMER et GARRETT, 1973) et de 106 % (LE CLAIRE et GRANT,
1972 HEIMER et Coll., 1976). |l est par contre du méme ordre que celui

obtenu par AMY et GARRETT (1974) chez la diatomée Thalassiosira pseudonana.

2) La filtration sur gel

Le précipité contenant |'enzyme est alors dissous dans un minimum
de tampon phosphate 0,1 M & pH 7,5. La solution est alors déposée sur une
colonne de Sephadex G 100 (40 x 2 cm). L'élution est réalisée par du

tampon phosphate identique au précédent 3 un débit de 40 ml/heure.

L'activité nitrate réductase se trouve alors concentrée dans les

fractions contenant foutes les autres protéines.

En remplagant le Sephadex G 100 par un gel de Sephadex G 200,
on obtient le méme type de résultat. L'utilisation de la filtration sur gel
comme procédé de purification est donc inefficace. De plus, l'activité
enzymatique mesurée dans les &luats reste trés faitle qu'elle soit mesurée

avec NADH, FMNH, ou le méthyl viologéne réduit.

2
Par ailleurs, l'adjonction de 10 pM de FAD qui peut fonctionner
comme groupement prosthétique de.la nitrate réductase (ZUMFT et Coll., 1970)

n'améliore pas la quantité d'enzyme récupérée.

3) La chromatographie d'affinité

L'utilisation de colorants bleus |iés de fagon covalente & certains
supports tels le Sepharose permet ia purification d'enzymes. C'est ainsi
que la chromatographie d'affinité sur le bleu Sépharose a permis de purifier
150 fois la nitrate réductase de cotylédons de Courge (CAMPBELL et
SMARELLI, 1978),

Aussi avons-nous tenté I'isolement de |'enzyme de Silene alba
et par le bleu Sepharose et par le bleu dextran, Dans les conditions habituel-
les d'utilisation de ces gels, la nitrate réductase extrait de la suspension
cellulaire n'est pas retenue.

Nous avons alors appliqué la technique décrite par BaHME et
Coll. (1972). Elle consiste en 1'emploi de Sephadex G 200 & laquelle est

couplé le bleu Cibacron FBGA'
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Le précipité obtenu par {'adjonction de sulfate d'ammonium 3
45 % de saturation est repris dans un petit volume de tampon phosphate
0,1 M & pH 7,5, mélangé & 5 m! de gel et agité trés doucement pendant 30 min.
la suspension est filtrée et le gel, remis en suspension dans quelques ml
de tampon phosphate, est transvasé dans une petite colonne (18 x 1,8 cm)
puis lavé par. le méme tampon, jusqu'd ce que |'absorbance de i'effluent soit
nulle. On vérifie |'absence d'activité a la fois dans le tampon de lavage
et dans le filtrat, Puis on élue !'enzyme par du tampon phosphate auquel

on a ajouté 100 vM de NADH (CAMPBELL et SMARELLI, 1978, 'SOLOMONSON, 1975).

L'enzyme peut aussi étre éluée par un gradient continu de
0 @ 3 M de KC! dissous dans le fampon phosphate (NOTTON et Coll., 1977).
Les activités enzymatiques restent faibles quel que soit ie mode d'élution,
Le NADH en particulier n'élue qu'une faible partie de |'activité enzymatique
fixée sur le gel ; et il est ensuite impossible de concentrer I 'enzyme par
une solution de sutfate d'ammonium dont fe taux de saturation est amené 2
50 %. Si 1'élution a été effectuée par le KCI, la précipitation de la nitrate
réductase devient possible, sans doute parce que d'autres protéines ont

également été éluées.

L'enzyme ainsi concentrée perd trés rapidement son activité
lorsqu'elle est conservée 3 -18°C, précipitée par le sulfate d'ammonium ou
dissoute dans du tampon phosphate 0,1 M auquel on a ajouté du glycérol
(50 % v/v).

L'emploi de FAD & la concentration de 10 pi4 dans les tampons

d'extraction et d'élution n'améliore pas le rendement de la purification.

Nous avons par ailleurs essayé de purifier l'enzyme en |'adsorbant
soit avant, soit aprés précipitation par le sulfate d'ammonium, sur un gel

d'hydroxylapatite. L& encore les essais se sont révélés étre infructueux.

4) Conclusion
Les procédés usuels de purification, appliqués a 1'enzyme de
Silene aboutissent & I'obtention de préparations enzymatiques, rapidement
dégradées ou inactivées. Le rendement de la purification est donc trés faible.
L'emploi de la chromatographie d'affinité qui est pourtant une méthode rapide,

ntest pas satisfaisant dans notre cas.

L'obtention d'une quantité suffisante d'enzyme nécessaire & Iz
confection d'un anti-sérum requiert de nombreuses extractions sur de grandes

quantités de cellules. Ceci est difficilement réalisable avec la suspension
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cellulaire de Siléne puisque I|'induction enzymatique a lieu lors des
premiéres heures de culture a une période ol la densité cellulaire est faibie.
Par ailleurs, les fractions purifiées seraient rapidement inactivées ou

dégradées avent méme qu'une quantité suffisante d'enzyme soit obtenue.

A1 devient donc nécessaire d'essayer de stabiliser la nitrate

réductase.

C) ESSAIS DE STABILISATION DE L'ENZYME

Nous avons vu que l'utilisation de FAD ou d'EDTA ou de cystéine
dans les divers tampons n'améliore pas les rendements de la purification.

Nous evons donc essayé d'autres procédés.

1) Activation de |'enzyme par fe ferricyanure de potassium

Cette technique que nous a suggéré le Docteur HEWITT, consiste
& incuber durant 5 min |'enzyme & 0°C en présence d'une solution a 3 mM
de ferricyanure de potassium. Puis les nitrates et le NADH (solution &2 3 m¥)
sont ajoutés. Les nitrites formés sont dosés & la fin de la réaction. ‘
Employé aux concentrations habituelles le ferricyanure ne permet pas |'activa-
tion de |'enzyme extraite du Siléne (fig. 26). Sur les conseils du Docteur
HEW!ITT, nous avons modifié légérement le procédé. L'enzyme est extraite
en présence de différentes concentrations de sulfate de nickel puis traitée
par le ferricyanure. Les activités nitrate réductase sont alors mesurées
avant et aprés élimination du ferricyanure par passages sur une colonne de
Sephadex G 25.0Dans ces conditions, la nitrate réductase n'est toujours pas
activée,

2) Action du polyvinylpyrrolidine (P V P) lors de |'extraction

et sur la stabilité de |'enzyme

les Travaug de KLEPPER et HAGEMAN (1969) ont mis en évidence
un effet protecteur du P V P lors de |'extraction de la nitrate réductase
de feuilles de pommier. Ces auteurs pensent qu'il forme des complexes
insolubles avec les tanins et les polyphénols présents dans les extraits
enzymatiques.

Nous avons ajouté le P V P au milieu d'extraction & raison de
10 ou 20 g pour 100 g de matériel frais (AMY et GARRETT, 1974) (CAMPBELL

et SMARRELLI, 1978).
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Les résultats reportés dans la figure 27 montrent qu'employé &
10 4, le P V P peut augmenter la stabilité de |'enzyme. Toutefois, sa prisence
dans le milieu d'extraction pose des problémes lors des centrifugations qui
suivent la précipitation des protéines par le sulfate d'ammonium. || provoque

en effet la formation de cuiots trés visqueux difficiles & recueillir,

3)‘Effe+s de I'addition de protéines dans le tampon d'extraction

L'adjonction de protéines telles la serum albumine bovine ou la
caséine au milieu d'extraction peut stabiliser |'enzyme de différentes espéces
végétales (ROBIN, 1979, SHERRARD et DALLING, 1978, SCHRADER et Coll., 1974),
Elle est par contre inefficace dans le cas de plantules de concombre (AMINDARI.
et Coll., 1978). |

Nous avons donc ajouté de la caséine & notre tampon d'extraction
afin de voir si elle était susceptible de stabiliser !'enzyme de Siléne.
Employée aux doses de 2 et 3 & (p/v) la caséine augmente considérablement
la stabilité de la~nitrate réductase (figure 28). En effet, lorsque |'extrac-
tion a été effectuée en présence de 3 % de caséine, 1'activité enzymatique
atteint encore 40 % de |'activité initiale aprés plus de 40 heures de conser-
vation au froid (0°C).

La caséine par contre n'augmente pas |'activité enzymatique comme
'observent SCHRADER et Coll. (1974) ou ROBIN (1979) chez d'autres végétaux.

Nos résultats sont en opposition avec ceux de CAMPBELL (1978)
qui chez le maTs observe que la sérum albumine bovine & 3 % augmente |'activité

enzymatique mais ne stabilise pas |'enzyme.

Quelle que soit la concentration de caséine ajoutée, on note toujours
une perte progressive d'activité au cours du temps (figure 28). Aussi, avons-
nous pensé que |'extraction libérait une protéase. Nous avons donc effectué
un essai rapide d‘acfivifévproféasique dans nos extraits, selon la technique
de ANSON modifiée par JONSSON et MARTIN (1964). L'activité protéasique mesurée
s'est révélée étre trés faible. 1l ne semble donc pas que |'instabilité de
la nitrate réductase de Siléne soit Iiée & la présence d'une protéase présente

dans |'extrait végétal.

L'effet stabilisateur de la caséine reste difficile & déterminer.
En effet, dans des racines de maTs, elle inhibe une enzyme d'inactivation
de la nitrate réductase (WALLACE, 1973, 1974, 1975),



- 84 -

Quant & la sérum albumine, elle active !'enzyme extraite de
cotylédons de coton mais ne la stabilise pas. Elle n'augmente pas la quantité
d'enzymes extraite (PURVIS et Coll., 1976). Enfin, on a signalé la présence
de divers facteurs d'inactivation ou d'inhibiteurs spécifiques chez certains
végétaux (PAN et MARSCH, 1972) KADAM et Coll., 1974, YAMAGA et OHIRA, 1976,
1977, 1978)..

Aussi, & la suite de notre étude, nous avons entrepris la purlfica-

tion de l'enzyme de Siléne extraite en présence de caséine.

D) PURIFICATION DE L'EMNZYME STABILISEE PAR LA CASEINE

Bien qu'elle stabilise la nitrate réductase, la présence de caséine
complique et perturbe les procédés de purification comme |'avait déja signalé
CAMPBELL (1978),

Nous avons donc été amenéds 3 réaliser de nombreux essais avant

de mettre au point un procédé d'isolement satisfaisant.

La quantité de caséine qui permet de stabiliser |'enzyme pendant
le temps nécessaire & la purification sans trop la perturber est comprise
entre 1,2 et 1,5 4. '

1) Procédé de la purification

L'extraction s'effectue 3 partir de 80 g de cellules congelées par

de l'azote ligquide. Le milieu d'extraction consiste en un tampon phosphate
KH PO, - K H, PO, 0,1 M dont le pH est ajusté & 7,5 contenant 1,5 % de
caséine., A |'extrait brut obtenu aprés une centrifugation & 12 000 x g pendant
20 mn, on ajoute des cristaux de sulfate d'ammonium de fagon & obtenir 20 %
de saturation. les additions s'effectuent progressivement dans |'extrait
sous agitation douce. ,

" Lorsque le sel est dissous, 1'agitation est stoppée et 1'extrait
maintenu au repos pendant 20 minutes. Le culot de protéines recueilli aprés

centrifugation ne présente pas d'activité nitrate réductase.

s

Le surnageant est prélevé et porté & 45 % de saturation en sulfate
d'ammonium selon la méthode décrite précédemment. Aprés précipitation des pro-
téines, on procéde & une cenfrifugafion-é 12 000 g pendant 20 minutes et on
préléve le culot qui contient toute |'activité nitrate réductase mais aussi
la caséine. '

Le culot est maintenu & -18°C pendant une nuit puis dissous dans
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un volume de tampon phosphate égal & la moitié du volume initial d'extrait
brut. La solution est mélangée 3 20 ml de gel Bleu Sephadex G 200 et agitée
doucement pendant 30 minutes. Aprés décantation, la suspension est filtrée.
On recueille le filtrat afin de vérifier s'il présente encore -une activité
enzymatique, ce qui permet de calculer la quantité d'enzyme retenue par

le gel. On s'apergoit qu'il ne s'éléve qu'a 30 ou 40 %. Ce rendement est

le meilleur que nous ayons obtenu. I! est vraisemblablé que lorsque le
culot contenant les protéines précipitées par le sulfate d'ammonium ajouté
3 45 % de sa saturation, est remis en suspension dans un faible volume

de tampon, |'encombrement protéique est tel qu'i! entrave la fixation de
I'enzyme aux particules du gel.

La dissolution du culot dans un volume trop important de tampon
ntaméliore guére la fixation par suite d'une dispersion ftrop importante des
particules du gel pendant I|'agitation.

Aprés filtration, le gel recueilli sur le filtre est lavé par
du tampon phosphate puis remis en suspension dans ce méme tampon et trans-
féré dans une petite colonne (15 x 1,8cm). Le lavage est prolongé jusqu'a
ce que la densité optique de !'effiuent soit nulle. L'enzyme est alors &luée
par du KCI 1 M en solution dans le tampon phosphate 0,1 M (NOTTON et Coll.,
1977). (figure 29).

A 1'éluat, on ajoute du sulfate d'ammonium de fagon & amener
sa concentration 3 50 § de la saturation. Les protéines précipifées sont
recucilliies par centrifugation 3 12 000 x g pendant 20 minutes. Le culot
obtenu est gardé & -18°C pendant une nuit.

Quant au gel, il est lavé par une solution de KCI 3 M puis
équilibré par du tampon phosphate 0,1 M & pH 7,5, afin d'étre utilisé pour

une nouvelle chromatographie.

Il faut enfin remesrquer que si !'élution de |'enzyme par le
KCl 1 M est précédée par des lavages du gel avec du tampon phosphate 0,3 M
(SOLOMONSON et Coll., 1975) ou 0,4 M (NOTTON et Coll., 1977), on peut décro-

cher une partie relativement importante de |'activité enzymatique (figure 29).

L'agitation de |'extrait mélangé au gel, puis la filtration nous
ont paru préférables & la chromatographie d'affinité sur colonne telle qu'el-
le est pratiquée habituellement, En effet, la présence de la caséine provoque
un tassement progressif du gel et perturbe le débit de la colonne. Nous

avons tenté d'éviter cette difficulté, soit en augmentant le volume de fampon
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de‘dissolufion des protéines, soit en déposant directement des extraits bruts
contenant 1 % de caséine (& raison de 1 ml de tampon/q de matiére fraiche),
Dans de telles conditions, le gel retient ia totalité de |'activité enzymatique
mais les rendements obtenus aprés |'élution de I'enzyme sont alors trés+faibles
puisque les temps de lavage et d'élution sont accrus et que des phénoménes

d'inactivation ou de dégradation interviennent.

Le culot contenant les protéines éluées du gel et présentant une
activité nitrate réductase, est dissous dans du tampon phosphate 0,001 M
pH 7,5 et mis & percoler sur une colonne de Sephadex G 25, afin d'éliminer
les sels. Le filtrat est alors déposé sur une colonne contenant 10 mi de
gel d'hydroxyapatite agarose (HA - Ultrogel). Aprés lavage par du tampon
phosphate 0,001 M jusqu'ad ce que la densité optique de I'effluent soit nulle,
on fait passer sur la colonne une solution de tampon phosphate 0,05 M. Cette
opération élue une fraction protéique ne présentant pas d'activité nitrate
réductase. Le passage d'un tampon phosphate 0,2 M permet |'élution de |'énzyme
qui est alors précipitée par du sulfate d'ammonium (50 % de saturation)
(figure 30). Une &lution ultérieure par du tampon phosphate 0,4 M améne la
litération de protéines sans activité nitrate réductase. Enfin le gel est
lavé par du tampon phosphate 0,5 M pH 6,8 et remis en présence d'une solution

tamponnée 0,001 M, il peut alors étre réutilisé.

Si 1'on inverse les deux derniéres étapes de la purification,
en faisant précéder la chromatographie d'affinité par |'adsorption sur hydro-
xyapatite, |'enzyme n'est pas adsorbée. || existe vraisemblablement une compé-
tition entre I'enzyme et la caséine ; on a par ailleurs montré que les phos-

phoprotéines étaient fortement adsorbée par ce type de gel.

2) Modification possible

Cette modification ne concerne que |'étape d'affinité et a pour

but d'augmenter les rendements de la purification.
Nous remplagons |'élution sur colonne par une élution sur filtre.

L'enzyme précipitée par le sulfate d'ammonium est dissoute dans
du tampon phosphate et mélangée avec le gel d'affinité., Puis la suspension
est versée dans un entonnoir garni de papier filtre. Le gel est lavé Jusqu')
ce que la densité optique du tampon de lavage mesurée & 280 nm soit nulle.
Puis le gel est recueilli délicatement, mis en suspension dans un faible

volume de tampon d'élution (KC!I 1 M dans le tampon phosphate 0,1 M).
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L'ensemble est i remué doucement puis filtré, le gel retenu sur le filtre
est rincé avec du tampon phosphate contenant du KCI 1 M . On procéde

alors @ la mesure de !'activité enzymatique. Cette technique trés rapide
permet plusieurs passages en affinité et augmente le rendement de fixation,
puisque deux mises en contact successives de |'enzyme avec le gel d'affinité

permettent d'obtenir un taux de purification de 40 %.

D'autre part, lorsque la nitrate réductase est précipitée par
le sulfate d'ammonium, on peut la conserver 3 -18°C sans perte d'activité

pendant au moins 48 heures.

Cette méthode permet en outre de purifier |'enzyme extraite d'une
quantité importante de cellules. HE suffit en effet de la précipiter
par le sulfate d'ammonium, de la dissoudre puis de procéder a la fixation
simulfanée de plusieurs aliquotes sur des gels d'affinité. Les fractions
€luées précipitées de nouveau sont alors regroupées et chromatographiées

sur gel d'hydroxyapatite-agarose.

Moins rigoureuse que la chromatographie d'affinité sur colonne,
cette méthode est néanmoins satisfaisante pour atteindre |['objectif que

nous nous sommes fixés.

3) Elimination de la caséine

L'analyse en électrophorése sur gel de polyacrylamide nous montre
que la fraction enzymatique obtenue renferme encore une quantité importante
de caséine. Ceci peut étre génant pour obtenir les anticorps de la nitrate
réductase. |1 est vraisemblable dans ce cas que !'immun-serum renfermera

plus d'anticorps de la caséine que de |'enzyme,

Nous avons vainement essayé d'éliminer la caséine par une filtration
sur Sephadex G 200.

Par contre, SOLOMONSON et Coll. (1975) ont montré que la nitrate

réductase extraite de cellules de Chloreltla vulgaris est précipitée sélective-

ment par le sulfate de protamine. Aussi, avons-nous essayé ce procédé.

A un volume donné d'extrait enzymatique, on ajoute 0,2 volume
d'une solution & 2 % de sulfate de protamine dissous dans du tampon phosphat=
0,1 MpH 7,5. On maintient le pH de l'extrait & 7,5 avec une solution
d'hydroxyde de potassium 2 N. On obtient alors une précipitation importante

de caséine. L'activité nitrate réductase subsiste dans le surnageant mais
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elle est diminuée (Tableau V ). 1l ne nous est pas possible de déterminer
si une fraction de |'enzyme est précipitée en méme temps que la caséine,
puisque les précipités sont insolubles dans un tampon phosphate 0,1 M

rendant impossible toute mesure d'activité enzymatique.

Il se peut aussi que la perte d'activité résulte de la dimlnution

de |'environnement protéique de l'enzyme.

Une analyse par électrophorése du surnageant, montre que 1z préci-
pitation par le sulfate de protamine élimine effectivement une quantité

trés importante de caséine (figure 31),

4) Résultats et discussion

Au terme du travail concernant la purification de la nitrate
réductase et dont les différentes étapes sont résumées dans le Tableau VI
il ne nous est pas possible d'évaluer la pureté de la préparation enzymatique.
En effet, la préSence constante et nécessaire de caséine lors
des différentes étapes ainsi que I'impossibilité d'en connaitre la propor-
tion exacte, rendent les calculs d'activité spécifique sans valeur signifi-
cative. Ceci n'était d'ailleurs pas notre but. A titre simplement indicafff,
nous donnons cependant les rendements de purification des différents
stades pour une quantité initiale de cellules de 80 g de matiére fraiche
(Tableag VI1).
Les électrophorégrammes obtenus lorsque les migrations sont effectuées en
présence ou en absence de S D S montrent que notre fraction purifiée est
constituée de plusieurs bandes protéiques (figure 31 ). L'électrophorése
de l'enzyme purifiée d'épinard (don du Docteur HEWITT et de ses collabora-
teurs) effectuée en méme temps que notre fraction purifiée de Siléne
traitée par le sulfate de protamine, révéle |'existence de trois bandes
communes aux deux prépafations enzymatiques. Il ne nous est cependant pas
possible dans |'état actuel du travail d'affirmer que |'une ou plusieurs
d'entre elles correspondent réelilement 3 la nitrate réductase, d'autant
plus que la présence de sulfate de protamine dans notre extrait perturbe
la migration en absence de S D S. || est donc nécessaire d'affiner la mise

au point des procédés d'électrophorése.
/
L'étude des activités enzymatiques de la préparation purifiée

avant et apres avoir été traitée par le sulfate de protamine (Tableau V )
montre qu'elles sont nettement plus élevées lorsque les cofacteurs utilisés

sont le FADH2 et le méthyl| viologéne que lors de |'utilisation du NADH et
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TABLEAU VII1 : ACTIVITE N.R, MESUREE AUX DIFFERENTS STADES DE LA

PURIF ICATION

CTAPE DE PURIF IGATON va;??z ACTIVITE N.R. | RENDEMENT
(unités totales) (%)
EXTRAIT INITIAL 200 3,064 100
+
SULFATE N H, 95 2,130 70
(20 - 45 %)

'BLEU-SEPHADEX, ELUTION - 0,047 s
PAR 0,4 M PHOSPHATE
BLEU SEPHADEX, ELUTION - 0,090 3
PAR 1 M KCI
HYDROXYAPAT | TE - 5 o 0
ELUTION PAR 0,05 M PO,
HYDROXYAPAT ITE - . 0,106 55
ELUTION PAR 0,2 M PO,

L'extrait initial a &1e néalisé a partin de 80 g de cellules ; Le
tampon d'extraction contient 1,5 % de caséine. L'Etape"chromatogha-
phie parn af§inite"” consiste en un seul passage de L'extrhait sun Le gel.
Une unite totale = 1 uM de NOZ' formé par min.



du FMNHZ. Ce fait a souvent été observé lors de purifications de i'enzyme

d'autres végétaux.

On peut donc penser que la sous-unité enzymatique ol s'effectuent
les échanges d'électrons avec le NADH est la plus labile. Cette sous-unité
correspondrait a ce que QJI et IZAWA (1969a) ont nommé la diaphorase
NADH spécifique.

Enfin, la préparation enzymatique de Siléne précipitée par le
sulfate d'ammonium, dessalée par une filtration sur Sephadex G25 ne
perd pratiquement pas d'activité aprés une conservation d'un mois & -18°C.
Si par contre, on élimine la caséine par unc précipitation au sulfate de

protamine, |'activité est rapidement perdue.

La caséine exerce donc un effet de protection net vis & vis de
I tenzyme.

L'analyse électrophorétique d'une aliquote de la fraction purifiée
conservée en présence de caséine permet la séparation des protéines. !}
est possible de déceler une activité nitrate réductase au niveau de certazines
bandes. Une manipulation identique avec la fraction dont la caséine a éfé.
éliminée ne permet pas la mise en évidence de |'activité enzymatique dans
le gel.

Il est enfin possible que iz purification provoque !'élimination

d'un inhibiteur, lors de la chromatographie par affinité.



CONSIDERATIONS GENERALES

Au cours de cette étude, nous avons été amené a adapter et 3 pré-
ciser les méthodes d'extraction de la nitrate réductase des cellules d'une

suspension cellulaire de Silene alba.

Nous avons en particulier constaté qu'il est inutile d'ajouter
au tampon phosphate habituellement utilisé, de la cystéine qui joue un rdle
protecteur vis & vis de groupements thiols ou un chélateur tel I'E D T A,
Dans les extraits bruts, la nitrate réductase est bien protégée contre
[ 'oxydation des groupements sulfhydrilés. Comme par ailleurs I'E D T A présente
un effet inhibiteur de |'activité enzymatique, nous |'avons éliminé du tampon
d'extraction.

L'emploi de différents cofacteurs dans les milieux d'incubation,
nous permet d'affirmer que |'enzyme extraite des cellules de Siléne cultivées
en suspension est N A D H spécifique et que son activité est maximale pour
une valeur de pH de 7,5 ce qui est en accord avec |'ensemble des résultats
déja connus.

En suivant les variations des différents critéres de croissance
de cellules &gées de 14 jours repiquées dans un milieu liquide neuf, non
renouvelé, nous avons pu définir un cycle de croissance cellulaire et en
caractériser les différentes étapes. Aussi, avons-nous déterminé 3 quel
stade du cycle s'effectuait la réduction des nitrates. Nous avons montré
que l'activité nitrate-réductase apparait aprés une période de latence de
6 3 9 heures et qu'elle est maximum vers la 48e heure pour s'annuler aprés
5 jours de culture alors que le milieu contient encore une quantité impor-
tante de nitrates. Ceci suscite donc deux séries de questions : d'abord
I'enzyme est-elle activée ou synthétisée de novo, autrement dit, est-elle

induite ou non, ensuite, comment |'activité enzymatique est-elle régulée ?

D'aprés nos résultats, il semble que la régulation s'effectue
en partie par I'ion ammonium. En effet, lorsque les cellules sont cultivées
en présence d'une quantité importante de cet &lément, la croissance de la
suspension n'est pas modifiée mais |'activité nitrate réductase est nulle.
Le mode exact de régulation n'est cependant pas connu.

Enfin, I'emploi d'inhibiteurs de la transcription et de la traduc-
tion, ou des expéricences de carence azotée, nous ont montré que |'enzyme

est induite par |'ion nitrate. Quant au molybdéne, il représente le métal
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nécessaire au fonctionnement de |'enzyme puisqu'il est partie infégrante
9

du groupement prosthétique mais il n'a pas d'effet inducteur.

Il semble probable que les ions nitriques, absorbés aprés le
4e ou 5e jour de culture entrent dans un "pool" de stockage vacuolaire et
ne sont pas ou peu accessibles & la réduction. Mais il est également possible
que des cellules prélevées en phase stationnaire de croissance, puis trans-
férées dans un milieu neuf, riche en saccharose, en hormone et en nitrates
synthétisent rapidement une quantité importante d'enzymes. Les molécules
formées permettraient une reprise rapide de la prolifération en réduisant
immédiatement |'azote nitrique. Les nitrates absorbés ultérieurement inter-
viendraient essentiellement dans |'équilibre des charges ioniques, mais
pourraient aussi 8tre reversés dans le "pool" inducteur au fur et a mesure
des besoins. La quantité d'enzyme réductrice serait alors faible et non
décelable par nos méthodes de dosage. Ceci expliquerait la complexité de
la pente des courbes de décroissance de |'activité enzymatique lors de

| 'étude de la durée de demi-vie de |'enzyme.

La nitrate réductase du Siléne est frés labile et son extracticn
par les moyens habituels améne trés rapidement soit sa destruction, soift
son inactivation. Dans le but d'obtenir un anti-sérum de |'enzyme, nous
avons réussi & isoler des préparations relativement stables et partiellement
purifiées, en utilisant comme protecteur, la caséine que nous avons pu

éliminer en partie par |'utilisation de sulfate de proftamine.

La labilité de la nitrate réductase a également été constatée
lors de travaux effectués dans le laboratoire du Docteur HEWITT avec la
suspension cellulaire de Paul's Scarlet Rose. L'enzyme extraite de feuiiles
d'épinard est par contre extrémement stable. Aussi peut-on se demander si
{'instabilité ou la dégradation de la molécule-enzymafique est tiée 3
certains genres ou espéces botaniques. A moins que la culture in vitro de
fragments d'organes, de cals ou de cellules en suspension n'entraine la
synthése d'inhibiteurs plus ou moins spécifiques ou des modifications de
la structure de |'enzyme. On a en effel observé des modifications importantes
de la ploTdie dans la suspension de Siléne cultivée in vitro (DUBCIS et
Coft., 1976).

Le temps imparti & notre étude, ne nous a pas permis de répondre
3 cette question et nous n'avons pu gu'amorcer |'étude de |'activité enzyma-

tique dans les différents organes de plants de Silene alba cultivés en serre.
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Nous avons utilisé des plantes maintenues & |'état de rosette et nous

avons suivi |'évolution de |'activité, soit avant, soit en cours de montaison.

Les résultats acquis montrent que lorsque la plante est & |'état
de rosette, I'activité-trés faible dans les racines est surtout localisie
dans les feuilles les plus jeunes (Fig.32b ), En cours de montaison, Ia
réduction des nitrates s'effectue dans le bourgeon terminal et dans les
Jeunes feuilles (Fig.32a ). Dans les plantes de Siiéne, les nitrates absor-
bés par la racine sont réduits dans les feuilles. || ne nous a par contre
pas été possible d'étudier la stabilité de |'enzyme extraite de plantes
entiéres, Cette étude devrait é+re reprise ultérieurement. Si elle abou-
tissait & un résultat positif, ellie permettrait d'obtenir un extrait
enzymatique stable sans adjonction de caséine. Nous aurions donc le moyen
de recueillir rapidement une quantité importante d'enzyme nécessaire &
la fabrication d'un immun-sérum. |} reste alors & souhaiter que les
anticorps formés entraineraient la précipitation de la nitrate réductase

extraite de la suspension celliulaire.
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